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DESCRIPCION
Una vacuna dirigida contra la pleuroneumonia porcina y un método para obtener dicha vacuna
Descripcion

La presente invencién se refiere a una vacuna dirigida contra la pleuroneumonia porcina, una enfermedad de
distribucion mundial que causa unas pérdidas econdémicas sustanciales a la industria porcina. El agente etiolégico de
la pleuroneumonia porcina es Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), una bacteria gramnegativa que pertenece a
la familia Pasteurellaceae. La enfermedad se transmite por la via del aerosol o por contacto directo con un cerdo
infectado, y se caracteriza por lesiones pulmonares hemorragicas, fibrinosas y necréticas. El cuadro clinico puede
variar desde hiperagudo hasta cronico y los cerdos portadores asintomaticos pueden transmitir la enfermedad
cuando son introducidos en piaras no infectadas. Se han descrito 15 serovares segun los componentes
polisacaridos y los lipopolisacaridos (LPS) de cadena-O capsulares. El serotipado y otros métodos de tipado
genético para Actinobacillus pleuropneumoniae han contribuido grandemente a la vigilancia y a los estudios
epidemioldgicos. Estas herramientas proporcionan informacién importante para la toma de decisiones en programas
de control destinados a la erradicacion de los tipos virulentos de la bacteria. En Norteamérica, se describen los
serovares 1, 5y 7 como los mas prevalentes, mientras que los serovares 2 y 9 son mas aislados mas comunmente
en Europa, y el serovar 15 es la cepa predominante de los cerdos australianos.

Los factores de virulencia descritos para A. pleuropneumoniae incluyen los LPS, los polisacaridos capsulares, las
toxinas Apx I-1IV (las denominadas repeticiones en las toxinas o toxinas RTX), las proteinas de membrana externa
(PMEs) y varios sistemas de adquisicién de hierro. Sin embargo, la contribuciéon global de cada componente al
proceso de la infeccion permanece dudosa, al igual que los mecanismos de patogenia de esta bacteria. Casi todas
las vacunas disponibles actualmente contra A. pleuropneumoniae son bien de bacterinas de células completas
inactivadas o bien de combinaciones de subunidades de toxinas y proteinas Apx, opcionalmente combinadas con
fracciones de la membrana externa. En cualquier caso, se ha convertido en comunmente entendido que para
obtener una proteccion adecuada, preferiblemente entre diferentes serovares, el lipopolisacarido (LPS) tiene que
estar presente en una vacuna (Julien Gouré y col. en: BMC Genomics 2009, 10: 88, publicado el 24 de febrero de
2009; Dubreuil y col. en: Animal Health Research Reviews 1 (2): 73 - 93, diciembre de 2000). Aun mas, desde la
década de los 80 se sabe que una vacuna basada en lipopolisacarido solo ya tiene un efecto positivo en la reduccién
del nivel de infeccion o de los signos clinicos de la enfermedad e induce una proteccién cruzada (Fenwick y col. en:
the American Journal of Veterinary Research, volumen 47, nimero 9, septiembre de 1986; Rapp y col. en: Canadian
Veterinary Journal, 1988, volumen 29, nimero 7, pags.. 585 - 587; Rioux y col. en: Comparative Immunology,
Microbiology & Infectious Diseases 20 (1):63 - 74, enero de 1997).

Una desventaja importante del lipopolisacarido es su naturaleza endotoxica, estando por tanto asociado con
multiples efectos secundarios no deseados tales como letargia, diarrea, vomitos, pérdida de apetito e incluso la
muerte. A primera vista es por lo tanto tentador disminuir la cantidad de LPS en una vacuna o destoxificar el LPS.
Sin embargo, una vacuna contra la APP adecuada depende de la presencia del LPS y por lo tanto, como se sabe
comunmente, una disminucién en la cantidad de LPS disminuye inherentemente la eficacia de la vacuna. Ademas,
se han hecho varios intentos de reducir la naturaleza endotéxica del LPS y aun asi llegar a una vacuna efectiva.
Rioux y col. (mencionado en el presente documento anteriormente) investigaron el efecto de la destoxificcion del
LPS sobre la eficacia de una vacuna contra la APP y concluyeron que los ratones inmunizados con LPS (no
destoxificado) estaban protegidos, mientras que una vacuna basada en el LPS destoxificado no consiguié proteger a
los ratones (véase la pagina 71 de la publicacion de Rioux, tercer parrafo). Este estudio se repitié en cerdos
(Research in Veterinary Science 1998, 65, 165 - 167). Se demostr6 que una vacuna bacterina comercial (que
contiene el LPS no destoxificado) proporciond buena proteccién frente a una prueba con la APP naturalesnatural.
Una vacuna basada en el LPS destoxificado parecid6 ser mucho menos efectiva (el 60 % de los cerdos aun
presentaba lesiones pulmonares). De hecho, esto esta en linea con el entendimiento comun que cuando el LPS esta
destoxificado es mucho menos inmunogénico.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar una vacuna dirigida contra la pleuroneumonia porcina, que tiene
una eficacia comparable a la de las vacunas obtenibles comercialmente, pero que tiene unos sintomas de choque
endotdxico significativamente reducidos, en particular que no muestra ningln o casi ningn signo de diarrea, vémitos
y respiracion incrementada en cerdos después de la administracion de una dosis eficaz de la vacuna.

Para este fin, se ha ideado una vacuna dirigida contra la pleuroneumonia porcina, que comprende por ml 25
unidades de las repeticiones en toxinas Apxl, Apxll, Aplll y una proteina de membrana externa de 42 kD, y el LPS en
una cantidad de 5 - 6 x 10° Ul/ml, caracterizada porque la vacuna ademas comprende 30 pg/ml de polimixina B o 30
pg/ml de polimixina E. Sorprendentemente se ha encontrado que la destoxificacion del LPS mediante una polimixina
no tiene un efecto negativo significativo en la inmunogenicidad del LPS, y por lo tanto en la eficacia de la vacuna.
Parece que mediante el uso de una polimixina los sintomas del choque endotéxico, tales como diarrea, vomitos y
respiracién incrementada, se pueden reducir significativamente mientras que se mantiene la eficacia de la vacuna en
un nivel adecuado. En particular, parece que la vacuna puede tener incluso la misma eficacia que una vacuna sin
polimixina afadida.
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Una vacuna en el sentido de la presente invencién es una constitucion que tiene por objeto prevenir o reducir una
infeccion por un microorganismo o los sintomas clinicos de la enfermedad o el trastorno causado por esa infeccién a
través de la induccién de anticuerpos que interfieren con el microorganismo o con sus procesos metabolicos (ya sea
dentro del microorganismo, o inducida por él) en el hospedador. Una vacuna puede contener una subunidad del
microorganismo (tal como, por ejemplo, un LPS) como antigeno basico, pero puede comprender también
microorganismos completos atenuados o muertos, o por ejemplo, un metabolito del organismo (tal como una toxina
excretada). La vacuna contiene una cantidad inmunolégicamente eficaz del antigeno (es decir, una cantidad capaz
de estimular el sistema inmunitario del animal objetivo lo suficiente como para al menos reducir los efectos negativos
de una prueba con microorganismos natural, normalmente combinado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable
tal como un liquido que contiene agua (a menudo suero salino tamponado con fosfato), que comprende
opcionalmente agentes inmunoestimulantes (adyuvantes), estabilizantes, modificadores de la viscosidad u otros
componentes dependiendo del uso previsto o de las propiedades requeridas de la vacuna. Ademas, los antigenos
adicionales de otros microorganismos pueden estar presentes de tal forma que la vacuna proteja contra multiples
organismos naturales.

Las polimixinas son compuestos con propiedades antibacterianas que se pueden aislar a partir de Bacillus polymyxa
(B. aerospora), o producirse artificialmente, y los compuestos con propiedades antibacterianas derivables
directamente de las mismas. Las polimixinas producidas por B. polymyxa tienen una estructura general que consiste
en un péptido ciclico con una cola hidréfoba larga. Las polimixinas tipicas son: polimixina A (también llamada
aerosporina), polimixina B (a menudo también denominada polimixina), polimixina E (también llamada colistina),
polimixina M (también conocida como matacina) y el nonapéptido de polimixina.

Se observa que se ha descrito antes que las polimixinas se pueden utilizar para destoxificar lipopolisacaridos con
éxito en composiciones inmunogénicas que contienen bacterias gramnegativas. Por ejemplo, Cooperstock y col.
desvelan en la revista "Infection and Immunity", de julio de 1981, pags.. 315 - 318 que mediante el uso de la
polimixina B, disminuia marcadamente la actividad endotoxica de suspensiones de varias bacterias gramnegativas
(a saber Bordetella pertussis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae y Pseudomonas aeruginosa). Sin embargo,
Cooperstock también observa claramente que "sigue siendo incierto si las propiedades inmunogénicas de las
bacterias tratadas con polimixina permanecen intactas" y también s "la capacidad de varios... componentes de la
membrana externa para unir el anticuerpo preformado en un sistema de inmunoelectroforesis se perdi6é parcialmente
después del tratamiento, ya sea de bacterias completas o de membranas aisladas con una alta concentracion de
polimixina B". En otras palabras: las propiedades inmunogénicas de los LPS destoxificados se cuestionaron
seriamente, y se previo la pérdida de al menos una parte de estas propiedades. De hecho, también Bannatyne y col.
desvelan en el Journal of Hygiene (Cambridge), 1981, 87, pags.. 377 - 381, que la polimixina, a una concentracion
de 5.000 pg (sulfato de polimixina B) por ml (que equivale a alrededor de 42.000 unidades internacionales por dosis
de la vacuna) tuvieron éxito en la supresion del efecto toxico del LPS. Sin embargo, también afirma que "Siguen
existiendo, sin embargo, reservas sobre dicha vacuna que contiene polimixina-. Mas importante es si la reduccion en
el contenido de endotoxina se acompana de una reduccién en la cantidad de antigeno protector y se asocia con un
descenso en la eficacia protectora." Pocos afios mas tarde Larter y col. (en el American Journal of Diseases of
Children, Vol. 138, marzo de 1984) encontraron que de hecho en una vacuna contra la tosferina, los titulos de
anticuerpos en los animales que recibieron la vacuna contra la tosferina y la polimixina concomitantemente (mas de
150.000 Ul por dosis) eran menores y subieron mas despacio, o no estaban presentes en absoluto.

Estos hallazgos en la década de los 80 podrian explicar por qué para una vacuna contra APP eficaz, en la que la
vacuna del LPS desempefia un papel dominante, nunca se crey6 que la destoxificacién con polimixina tenga una
probabilidad razonable de éxito para obtener una vacuna segura pero eficaz. Esto esta fuertemente apoyado por el
hecho de que han transcurrido mas de 25 afos desde las observaciones mencionadas anteriormente en el presente
documento, hasta la presente solicitud de una polimixina en una vacuna contra la APP que comprende el LPS como
componente esencial.

La vacuna comprende el lipopolisacarido purificado a partir de un cultivo bacteriano (es decir, que se concentra con
respecto a los deméas componentes celulares tales como los organulos celulares, el nucleo, los componentes de la
pared celular, etc.) complejado con una o mas repeticiones en toxinas. Se sabe que una vacuna contra la APP
basada en bacterinas ofrece menos proteccidon que una vacuna basada en una combinacion de subunidades del
LPS y de Apx en forma de un complejo. Por lo tanto, se prefiere una vacuna con dicha combinacion de subunidades,
que comprende el LPS purificado a partir de un cultivo bacteriano complejado con una o mas toxinas Apx. Se sabe
que la unién especifica entre el LPS y estas toxinas desempefia un papel importante en la inmunogenicidad
mejorada de las toxinas (véase, entre otros, Ramjeet y col. en Molecular Biology, 2008, 70 (1), pags. 221 - 235) que
puede explicar la proteccion mejorada de una vacuna con dicha combinacion de subunidades. Sorprendentemente,
ahora se ha averiguado que la polimixina, a pesar de sus fuertes propiedades de unién al LPS, no parece interferir
negativamente con este complejo de LPS-toxina, ya que una vacuna combinada de subunidades que comprende la
polimixina ofrece una proteccion equivalente a la misma vacuna combinada de subunidades que no comprende una
polimixina. Las repeticiones en toxinas pueden ser, por ejemplo, las conocidos por el documento EP 453 024.
Ademas, puede estar presente cualquiera de las otras repeticiones en toxinas Apxll o ApxIV. Esto puede depender,
entre otros, del serovar o serovares, de la APP contra los que se quiere proteger. Se sabe que junto con
Actinobacillus pleuropneumoniae, las toxinas Apx (I y Il) también son producidas por Actinobacillus suis. Las Ultimas
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toxinas también se pueden usar en la vacuna de acuerdo con esta realizacién. Preferiblemente una o mas de las
toxinas Apx |, Apx Il y Apx lll estan comprendidos en la vacuna, méas preferiblemente cada una de éstas.

La vacuna comprende menos de 2.000 Ul de la polimixina por dosis. Sorprendentemente, se ha encontrado que se
puede llegar a una reduccion eficaz de los sintomas endotéxicos mediante el uso de tan pocas como 2.000 Ul/dosis
(a la que se puede llegar, por ejemplo, afadiendo aproximadamente 60 pg de sulfato de polimixina B por ml de
vacuna para una dosis de 4 ml ). En las referencias citadas anteriormente en el presente documento, las cantidades
eficaces al vacunar se encuentran en el intervalode 42.000 a 160.0000 Ul de polimixina por dosis, que es
aproximadamente el intervalo para el uso de la polimixina como un conservante (véase también la novena edicién
del Merck Veterinary Manual, ed. 2005, que recomienda una dosis de al menos 50.000 Ul por dosis para un animal
de 10 kg). El solicitante encontrd, sorprendentemente, que sélo una fraccién (menos del 5 %) parece ser suficiente
para reducir los sintomas de un choque endotéxico. Dado que generalmente las polimixinas no son estables
indefinidamente, la cantidad presente en la vacuna sera menor que la cantidad afiadida, normalmente de entre el 50
y el 80 % cuando se mide hasta un afo después de la formulacion. Se observa que se puede utilizar tan poca
polimixina como sea necesaria para reducir los sintomas clinicos. Por ejemplo, puede ser que en una raza de cerdo
que sufre menos por el LPS en una vacuna, una cantidad de aproximadamente 15 - 30 Ul por dosis sea eficaz para
reducir adecuadamente los sintomas de un choque endotdxico. El efecto positivo de una cantidad tan baja se ha
confirmado experimentalmente. Se observa que la cantidad minima eficaz no s6lo puede depender de la raza de los
cerdos, pero también en la reduccién de los sintomas clinicos requerida, la cantidad de LPS en la vacuna, el tipo de
polimixina, etc. La vacuna comprende menos de 1.000, o incluso menos de 500 Ul por dosis.

En una realizacion, el lipopolisacérido procede de Actinobacillus pleuropneumoniae. De hecho, como se sabe
comunmente, el LPS de la vacuna no tiene que ser extraido necesariamente de bacterias de la APP para que sea
eficaz en una vacuna contra la pleuroneumonia porcina. puede proceder, por ejemplo, de Escherichia coli, ser
expresado de forma recombinante en una bacteria huésped, una célula animal u otro tipo de huésped. Sin embargo,
encontramos que el LPS que procede de la APP da muy buenos resultados de vacunacion. Dicho LPS puede ser
extraido directamente de bacterias de laAPP pero también puede ser expresado por un hospedador adecuado.

La vacuna comprende una proteina de membrana externa de 42 kD de Actinobacillus pleuropneumoniae tal como se
sabe a partir del documento EP 453 024.

La invencion se ilustrard ahora mediante los siguientes ejemplos.
Disefio experimental

En un primer estudio se utilizaron 150 cerdos libres de patdégenos especificos (SPF) de 6 semanas de edad, y se
formaron tres grupos de 50 animales cada uno. Se vacuné cada grupo por via intramuscular una vez con una dosis
de 4 ml a la edad de 6 semanas. El Grupo 1 recibié una vacuna contra la APP estandar (Porcilis APP, disponible en
Intervet International BV, Boxmeer, Paises Bajos), sin polimixina. Esta vacuna contiene (por ml) 25 unidades de las
repeticiones en toxinas Apxl, Il y I, asi como una proteina de membrana externa de 42 kD. El LPS esté presente en
una cantidad de aproximadamente 5 - 6 x 10° Ul/ml. El grupo 2 recibié la misma vacuna pero con polimixina B
anadida (en forma de sal de sulfato), en la cantidad de 30 pg/ml (aproximadamente 250 Ul por ml). El grupo 3 recibi6é
la misma vacuna estandar, pero con polimixina E afadida (en forma de sal de sulfato), también en la cantidad de 30
pg/ml (aproximadamente 250 Ul por ml). Las polimixinas se afiadieron en la etapa final de la formulacién de la
vacuna, es decir, cuando todos los otros antigenos estaban siendo mezclados con el vehiculo Diluvac Forte
(disponible de Intervet International BV, Boxmeer, Paises Bajos). Las temperaturas rectales se midieron 20 horas
antes de la vacunacién, justo antes de la vacunacion, y 2, 4, 7 y 24 horas después de la vacunacion. Todos los
animales por grupo se monitorizaron para controlar los sintomas clinicos especificos (indicativos de un choque
endotoxico) a los 30 miny a las 1, 2, 4, 7 y 24 horas después de la vacunacion. En particular, se revisaron los
siguientes sintomas de los animales de: menos activo, escalofrios, tos, diarrea, vémitos, aumento de la frecuencia
respiratoria, respiracion abdominal, disnea y muerte. En los dias 2 a 6 después de la vacunacién se realiz6 solo un
chequeo al dia. Los valores de la temperatura y sintomas clinicos de los grupos 2 y 3 se compararon con los del
grupo 1.

En un segundo estudio, se probaron dos concentraciones diferentes de polimixina. Este estudio se realizd con 42
cerdos, que se asignaron aleatoriamente a 3 grupos de tratamiento de 14 cerdos cada uno. El grupo 1 recibiod
Porcilis APP (sin polimixina), el grupo 2 la misma vacuna con 30 pg de polimixina B por ml de vacuna y el grupo 3 la
misma vacuna con 60 pg de polimixina B por ml de vacuna. El montaje experimental adicional era el mismo que en
el primer estudio.

En un tercer estudio se probo la eficacia de una vacuna contra la APP basada en el LPS y que contiene polimixina
B. La polimixina B se conoce cominmente como la polimixina con las mejores propiedades de unién al LPS, y por lo
tanto, tedéricamente, la polimixina B tiene el impacto negativo mas fuerte sobre la eficacia de la vacuna. Asi, si una
vacuna formulada con esta polimixina es eficaz, esta es la prueba de que con otra polimixina se puede obtener al
menos una vacuna igualmente eficaz. La vacuna para este estudio se formul6 mediante la adicién de 30 pg de
polimixina B por ml de vacuna a la vacuna estandar Porcilis APP. Se vacunaron catorce cerdos por via intramuscular
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a la edad de 6 y 10 semanas con 2 ml de la vacuna, recibiendo, por lo tanto, una dosis de aproximadamente 500 Ul
de polimixina. Siete cerdos recibieron una vacuna de placebo (tampé6n de Tris-HCI 40 mM). Se determinaron los
titulos de anticuerpos contra las toxinas RTX Apxl, Apxll y Apx Ill, asi como de PME a las 13 semanas. Tres
semanas después de la segunda vacunacion, los cerdos se expusieron con Actinobacillus pleuropneumoniae
serovar 2.

En un cuarto estudio probamos la seguridad de una vacuna a la que se anade la polimixina durante la parte final del
procesamiento de un lote de fermentacién de Actinobacillus pleuropneumoniae, llegando finalmente a un contenido
mucho menor de polimixina en la vacuna (de aproximadamente 2 - 4 ug / ml). En este estudio, la vacuna se preparé
mediante la adicion de 30 pg de polimixina B o sulfato de polimixina E por ml de sobrenadante del caldo de
fermentacion de los respectivos cultivos, después de lo cual las toxinas Apxl, Il, lll complejadadas con LPS, y la
PME de 42 kD fueron aisladas de estos sobrenadantes. Estas subunidades aisladas se formularon en Diluvac forte
para llegar, por ml de vacuna, a aproximadamente 25 unidades para las toxinas y las PME y aproximadamente 1 x
10°® Ul de LPS. En estas vacunas se encontré una concentracion de polimixina de aproximadamente 22 Ul (2,6 ug /
ml) para la polimixina E y de aproximadamente 35 Ul (4,2 ug / ml) para la polimixina B por ml. Para probar la
seguridad, dos grupos de diez cerdos LPE de 6 semanas de edad recibieron cada uno 4 ml de la respectiva vacuna.
Los sintomas clinicos se evaluaron como en el primer estudio.

Resultados

No hubo ningln efecto significativo de ninguna de las polimixinas sobre las temperaturas rectales. Sin embargo,
hubo efectos significativos con respecto a los sintomas de choque endotéxico. En la Tabla 1 del presente
documento, a continuacién, se ofrece un resumen de los sintomas por grupo. En el grupo 1 se observaron unos
sintomas clinicos tipicos en mas de la mitad de los animales, como los vomitos (60 %) y el aumento de la frecuencia
respiratoria (66 %). En este grupo, dos cerdos (4 %) fallecieron como consecuencia del choque endotdxico. Por el
contrario, s6lo se observaron sintomas muy leves en los grupos 2 y 3. En ambos grupos, el 2 % de los cerdos (uno
de cada 50 animales) tuvo vomitos. Ademas, el 2 % de los cerdos del grupo 3 tuvo un aumento en la frecuencia
respiratoria. Por lo tanto, se concluyé que las polimixinas son adecuadas para reducir los sintomas del choque
endotdxico graves causadas por el LPS de la vacuna contra la APP.

Tabla 1. Sintomas de choque endotdxico después de la vacunacién con varias vacunas contra la APP

Vacuna diarrea vomitos aumento de la frecuencia muerte
respiratoria

Porcilis APP 10 % 60 % 66 % 4 %

Porcillis APP + 30 pg/ml de 0% 2% 0 % 0%

polimixina B

Porcilis APP + 30 pg/mlde 0% 2% 2% 0%

polimixina E

La Tabla 2 muestra los resultados del segundo estudio. En el grupo 1 (vacuna estandar) se observaron sintomas
clinicos tipicos como vomitos (54 %) y un aumento de la frecuencia respiratoria (15 %). En los grupos 2 y 3 se
observaron desde sintomas leves a casi ningun sintoma. Basandose en estos resultados, se concluye que la adicion
de tan poco como 60ug de un polimixina por ml de vacuna, o incluso tan poco como 30ug/ml es eficaz para casi
bloquear completamente el LPS en la induccién de sintomas graves de choque endotoéxico.

Tabla 2. Sintomas de choque endotdxico después de la vacunacién con varias vacunas APP

Vacuna diarrea vomitos aumento de la frecuencia muerte
respiratoria

Porcilis APP 15 % 54 % 15 % 0%

Porcillis APP + 30 pg/ml de polimixina B | 0 % 0% 8 % 0 %

Porcilis APP + 60 pg/ml de polimixina B | 0 % 0% 0% 0%

En el tercer estudio, los buenos resultados de eficacia (equivalentes a los resultados obtenibles con la vacuna
Porcilis estandar contra la APP que tiene la misma formulaciéon excepto por la polimixina) se obtuvieron con la
vacuna que contenia polimixina B. Los resultados se resumen en la tabla 3. En el grupo de control, casi el 60 % de
los animales murié, mientras que los animales del grupo vacunado estuvieron todos protegidos frente a la
exposicion. Los titulos de este dltimo grupo fueron comparables con los que se pueden obtener con la vacuna
estandar Porcilis APP que no contenga una polimixina ("n. d." significa no detectable en la prueba utilizada). Dados
los resultados extremadamente buenos con una vacuna contra la APP que contiene la polimixina B, y el hecho de
que esta polimixina tiene las propiedades de unién mas fuertes al LPS, se entiende que con otras polimixinas se
puede conseguir una vacuna que es al menos igual de eficaz.
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Tabla 3. Resultados promedio de eficacia de una vacuna que contiene la polimixina B

Vacuna Titulo Apx | [Titulo Apx Il [Titulo Apx Ill | Titulo PME | muerte
Porcilis APP + 30 pg/ml de polimixina B 9,3 10,1 8,5 9,1 0/14
control n. d. n.d. n.d. n.d. 4/7

En el cuarto estudio se demostré que, incluso con una vacuna que comprende tan poco como aproximadamente 20
Ul de polimixina por ml, se pueden obtener unos buenos resultados de seguridad. Los datos medios se muestran en
la Tabla 4. Dado que incluso con un contenido en polimixina significativamente mayor (véase el estudio 3) aun se
pueden obtener unos buenos resultados de eficacia, es evidente que con las vacunas del cuarto estudio se pueden
obtener también unos buenos resultados de eficacia.

Tabla 4. Sintomas de choque endotéxico después de la vacunacién con varias vacunas contra la APP

Vacuna diarrea vomitos aumento de la frecuencia muerte
respiratoria
Porcilis APP 50 % 90 % 70 % 0%
Porcillis APP ctg 4.2 ug/ml depolimixina B 0% 10 % 10 % 0 %
Porcilis APP ctg 2.6 pg/ml de polimixina E 0% 20 % 30 % 0 %
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna dirigida contra la pleuroneumonia porcina, que comprende por ml 25 unidades de las repeticiones en
toxinas Apxl, ApxIl, Apxlll y una proteina de membrana externa de 42 kD, y el LPS en una cantidad de
aproximadamente 5 - 6 x 10° Ul/ml, caracterizada por que la vacuna comprende ademas 30 ug/ml de polimixina B o

30 pg/ml de polimixina E.
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