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DESCRIPCION
Composiciones inmunogénicas que comprenden Lawsonia intercellularis
Antecedentes

Se describen vacunas de combinacién o vacunas multivalentes que comprenden antigeno de Lawsonia
intracellularis (L. intracellularis) y al menos otro antigeno de uno o mas patégenos porcinos distintos de L.
intracellularis. Mas particularmente, se describen composiciones inmunogénicas eficaces para inducir una respuesta
inmune contra la infeccion por L. intracellularis y al menos otro organismo causante de la enfermedad porcina.

L. intracellularis, el agente causante de la enteropatia proliferativa porcina (del inglés, “PPE”), afecta a casi todos los
animales, incluyendo: conejos, hurones, hamsters, zorros, caballos, y otros animales tan diversos como avestruces y
emues. La PPE es una enfermedad diarreica comun de cerdos reproductores jévenes y desarrollados, caracterizada
por hiperplasia e inflamacién del ileon y del colon. A menudo es leve y auto-limitante pero a veces causa diarrea
persistente, enteritis necrética severa, o enteritis hemorragica con alta mortalidad.

La bacteria asociada con la PPE ha sido referida como “organismos similares a Campylobacter”. S. McOrist et al.,
Vet. Pathol., Vol. 26, 260-264 (1989). Posteriormente, la bacteria causante ha sido identificada como un nuevo
género y especie taxonémicos vulgarmente referida como lleal symbiont (IS) intracellularis. C. Gebhart et al., Int’l. J.
Of Systemic Bacteriology, Vol. 43, N° 3, 533-538 (1993). Mas recientemente, a estas nuevas bacterias se le ha dado
el nombre taxonémico de Lawsonia (L.) intracellularis. S. McOrist et al., Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45, N°
4, 820-825 (1995). Estos tres nombres se han utilizado de forma intercambiable para referirse al mismo organismo
que se identifica y describe en la presente memoria. Los postulados de Koch se han completado mediante la
inoculacion de cultivos puros de L intracellularis en cerdos criados convencionalmente; se produjeron las tipicas
lesiones de la enfermedad, y se aislé L intracellularis de las lesiones. La forma no hemorragica mas comun de la
enfermedad, afecta a menudo a los cerdos de 18 a 36 kg y se caracteriza por la aparicion repentina de diarrea. Las
heces son de acuosas a pastosas, de color marrén, o ligeramente tefiidas de sangre. Después de ~2 dias, los
cerdos pueden expulsar heces amarillas fibrinonecréticas que se han formado en el ileon. La mayoria de los cerdos
afectados se recuperan espontaneamente, pero un numero significativo desarrolla enteritis necrética crénica con
emaciacion progresiva. La forma hemorragica se caracteriza por palidez cutanea, debilidad, y expulsion de heces
hemorragicas o negras, alquitranadas. Las cerdas embarazadas pueden abortar. Las lesiones pueden ocurrir en
cualquier parte de la mitad inferior del intestino delgado, del ciego, o del colon pero son mas frecuentes y obvias en
el ileon. La pared del intestino es gruesa, y la del mesenterio puede ser edematosa. Los ganglios linfaticos
mesentéricos estan agrandados. La mucosa intestinal aparece gruesa y rugosa, puede estar recubierta con una
membrana fibronecroética de color marron o amarillo, y a veces tiene hemorragias petequiales. Las heces necréticas
amarillas se pueden formar en el ileon o0 a su paso a través del colon. La necrosis mucosal completa en casos
cronicos causa la rigidez del intestino, parecido a una manguera de jardin. Las lesiones mucosales proliferativas
estan a menudo en el colon pero soélo se detectan mediante la inspeccién cuidadosa en la necropsia. En la forma
profusamente hemorragica, hay heces alquitranadas, rojizas o negras, en el colon y sangre coagulada en el ileon.
En general, L. intracellularis es una causa particularmente importante de pérdidas en piaras de cerdos en Europa y
en los Estados Unidos.

L intracellularis es una bacteria intracelular obligada, que no puede cultivarse por métodos bacteriolégicos normales
en un medio de cultivo convencional y se ha pensado que requiere de células para su crecimiento. S. McOrist et al.,
Infection and Immunity, Vol. 61, N° 19, 4286-4292 (1993) y G. Lawson et al., J. of Clinical Micriobiology, Vol. 31, N°
5, 1136-1142 (1993) discuten sobre el cultivo de L. intracellularis usando monocapas de células IEC-18 epiteliales
intestinales de rata en matraces de cultivo tisular convencionales. En las Patentes de EE.UU. N° 5.714.375 y
5.885.823 se describe el cultivo de L intracellularis en células de huésped suspendidas.

Las cepas de bacterias atenuadas patogenas y no patdgenas de L. intracellularis son bien conocidas en el estado de
la técnica. Por ejemplo, WO 96/39629 y WO 05/011731 describen cepas atenuadas no patégenas de L.
intracellularis. Se conocen ademas cepas de bacterias atenuadas de L. intracellularis a partir de WO 02/26250 y WO
03/00665. En particular, WO 05/011731 describe un nuevo aislado nuevo de L. intracellularis de origen Europeo y un
método de preparacion de un producto liofilizado que contiene el aislado Europeo atenuado como el producto de una
vacuna. Ademas, WO 05/011731 en general describe una vacuna para la inmunizacion de un animal, que
comprende el aislado avirulento de Lawsonia intracellularis y material antigénico procedente de otros patégenos.

Actinobacillus pleuropneumonia, también conocida como APP y Haemophilus pleuropneumonia, es causada por la
bacteria Actinobacillus pleuropneumonia. Actualmente hay descritos 15 serotipos y la gravedad de los signos
clinicos varian entre los diferentes serovirus y la presencia de otros factores. Los serovirus 1, 5, 9, 10, y 11 son
considerados los mas virulentos. Ademas, los serovirus 1,9,y 11; 2, 6, y 8; y 4 y 7 pueden dar reacciones cruzadas.
Son susceptibles cerdos de todas las edades. Los signos clinicos son los de una enfermedad repentina que da como
resultado animales postrados y que presentan una temperatura rectal alta de 41,5° Celsius. Los animales estan
generalmente anoréxicos y no beben, sus extremidades se vuelven ciandticas y frias al tacto. La cianosis puede
extenderse por todo el cuerpo y desarrollar antes de la muerte, dificultad respiratoria grave, a menudo con
respiracion bucal. Se puede ver espuma tefida de sangre en la boca y en las fosas nasales y la muerte
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generalmente ocurre en el espacio de 24-48 horas. Los signos clinicos agudos incluyen un elevado porcentaje de
animales en un grupo, que estan deprimidos y postrados, con temperaturas rectales altas de 40,5 — 41° Celsius,
anorexia, y sin ganas de beber, dificultad respiratoria grave, tos, respiracion bucal, cianosis, vomitos, y aborto. Los
signos clinicos sub-agudos incluyen, en un grupo de cerdos, tos intermitente, pérdida general de apetito, y reduccion
en el crecimiento. El serotipo 3 se presenta con artritis, endocarditis y abscesos. En piaras cronicas, puede que no
se vea afectada la ganancia de peso diaria, pero se puede escuchar una tos intermitente.

Infeccion por Bordetella bronchiseptica: Cerdos asintomaticos pueden albergar en la cavidad nasal y en la traquea a
esta bacteria gram-negativa no esporulada con forma de barra. Las infecciones subclinicas son mas comunes en
colonias, pero pueden ocurrir rapidamente brotes epizooticos con alta morbilidad y mortalidad. La transmision es
mediante aerosol o, en su forma genital, a través de contacto sexual. La infeccién genital puede causar infertilidad,
mortinatos, y abortos. Otras especies pueden ser portadoras asintomaticas de las vias respiratorias altas, incluyendo
perros, gatos, conejos, ratas, y ratones. El contacto con estos hospedadores potenciales deberia evitarse. La
necropsia puede revelar consolidacion pulmonar y exudado mucopurulento en el bronquio, traquea, y oido medio.

La colitis espiroquetal es causada por la bacteria Brachyspira pilosicoli. Esta infeccion afecta generalmente a cerdos
en crecimiento/finalizacion de 10-20 semanas de vida. Se caracteriza por una diarrea acuosa no fatal en cerdos en
crecimiento que da como resultado un aumento en el nimero de dias necesario para la finalizacién. La diarrea
también da como resultado una reduccion en la eficacia de la alimentacion y produce diarrea acuosa o heces
sueltas. Alrededor de la mitad de los cerdos puede mostrar diarrea de temporal a persistente, de de color marrén a
verde y, de acuosa a mucosa, sin sangre. Los signos clinicos son mas comunes a los 10-14 dias después de
mezclar y cambiar la alimentacion. La disenteria porcina es causada por la bacteria Brachyspira hyodysentheriae. En
este momento hay doce serotipos conocidos. Los signos clinicos en la piara estabulada incluyen diarrea, una
pérdida rapida de la condicidon en algunos cerdos, una apariencia peluda, deshidratacion, dolor abdominal, y la
muerte de uno o dos cerdos antes de que otros muestren ningun signo. En un brote importante en piaras sin
exposicién previa, se pueden ver afectados todos los grupos de edad, desde los lechones lactantes hasta las cerdas
adultas.

La brucelosis es causada por la bacteria del género Brucella y se caracteriza por aborto, retencion de placenta,
infertilidad, orquitis en verracos y metritis grave en cerdas. En lechones, la enfermedad se caracteriza por paralisis
posterior y cojera. La enfermedad en cerdos es causada casi exclusivamente por Brucella suis biovares 1, 2,y 3. Un
numero de otros mamiferos pueden portar y transmitir Brucella suis a cerdos. La infeccion se extiende rapidamente y
causa muchos abortos en piaras sin vacunar. La transmisiéon ocurre principalmente por contacto con otros cerdos,
aunque la transmision venérea es posible. El diagndstico seroldgico puede dificultarse debido a un organismo
relativamente comun, Yersinia enterocolitica O:9 que comparte un antigeno comun con Brucella y a menudo causa
resultados positivos falsos. Las lesiones post-mortem usualmente incluyen metritis y orquitis, y pueden incluir
abscesos, algunas veces con foco de necrosis en el higado.

La Diarrea Porcina Epidémica (PED) es causada por un coronavirus algo similar al que causa TGE. Este virus esta
muy extendido en Europa. El virus dafia las vellosidades del intestino reduciendo la superficie de absorcién, con la
consiguiente pérdida de fluido e hidratacion. Después de la introduccion del virus dentro de una piara reproductora
susceptible, se desarrolla una fuerte inmunidad a lo largo de dos a tres semanas. La inmunidad calostral protege
luego a los lechones. El virus desaparece usualmente de forma espontdnea de las piaras reproductoras
particularmente pequefias (< 300 cerdas). Los brotes de diarrea agudos ocurren cuando el virus se introduce
primero dentro de una poblacidon susceptible. En tales casos pueden afectarse hasta el 100% de las cerdas,
mostrando una diarrea de leve a muy acuosa. Se reconocen dos cuadros clinicos: PED Tipo |, que afecta sélo a
cerdos en crecimiento, mientras que el PED Tipo Il afecta a todas las edades, incluyendo a cerdos lactantes y a
cerdas maduras. El periodo de incubacion es de aproximadamente 2 dias y la diarrea dura de 7 a 14 dias. En cerdos
lactantes la enfermedad puede ser leve o grave con mortalidades de hasta el 40%. En piaras reproductoras grandes,
particularmente si se mantienen en extensivo, no todas las hembras se pueden infectar la primera vez y podria
haber agravamiento. Esto ocurre sdélo en lechones lactantes de cerdas que no tienen anticuerpos y, por lo tanto, es
esporadico.

Clostridium es una bacteria universal gram-positiva, de la familia clostridiaceae, que se encuentra generalmente en
el suelo, pero que también aparece naturalmente en el intestino de muchos animales. Las infecciones por C.difficile
en cerdos se caracterizan por edema mesocoldnico grave, diarrea, y edema en otros tejidos tales como el
hidrotérax. La enteritis por Clostridium en cerdos es causada por C.perfringens, y se caracteriza por enteritis cronica,
que se acompafa por diarrea, pérdida de peso y fiebre. La infeccion con C perfringens tipos A, B y C causan
enteritis grave, disenteria, toxemia y alta mortalidad en crias jévenes. Ambos Tipos B y C producen la toxina
altamente necrotizante y letal que es responsable del grave dafo intestinal. Esta toxina es sensible a enzimas
proteoliticas, y la enfermedad se asocia con la inhibicion de la protedlisis en el intestino. El calostro de la cerda, que
contiene un inhibidor de la tripsina, se ha sugerido como un factor en la susceptibilidad de los lechones jovenes. La
enfermedad puede causar la muerte repentina en lechones de menos de una semana de edad, y es mas comun
dentro de los tres dias tras el nacimiento. En cerdos mayores, la enteritis por Clostridium causa un engrosamiento
del intestino delgado haciendo que se dificulte la absorcién de comida y nutrientes. Los lechones generalmente
mueren como resultado de una combinacion de la infeccion y falta de nutrientes. La muerte puede ocurrir en unas
pocas horas, pero en casos menos graves pueden sobrevivir durante unos pocos dias, y es posible la recuperacion
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a lo largo de un periodo de varios dias. La lesién mas importante en todas las especies es la enteritis hemorragica
con ulceracion de la mucosa. Macroscopicamente, la porcion afectada del intestino es de un color azul-purpura
oscuro y, a primera vista, parece ser un infarto asociado con torsién mesentérica. Puede examinarse el frotis de
contenidos intestinales para la determinacion de gran cantidad de bacterias gram-positivas, en forma de bastones, y
pueden hacerse filtrados para la deteccion de las toxinas y posterior identificacion por neutralizacion con antisuero
especifico. Clostridium novyi es sospechoso pero aun no se ha confirmado como una causa de muerte repentina en
vacas y cerdos alimentados con dietas con un alto nivel de grano, y en los cuales no se detectaron lesiones pre-
existentes en el higado. Las toxinas letales y necrotizantes (primariamente toxina a) dafan el parénquima hepatico,
permitiendo asi a la bacteria multiplicarse y producir una cantidad letal de toxina. Generalmente, la muerte es
repentina con signos no bien definidos. Los animales afectados tienden a rezagarse detras de la piara, adoptan la
posiciéon tumbada, y mueren en pocas horas. La mayoria de los casos ocurren en verano y a comienzos del otofio
cuando la infeccion por trematodos del higado alcanza su apogeo. La enfermedad es mas prevalente de 1 a 4-afios
de edad en ovejas y se limita a animales infectados con trematodos hepaticos. La diferencia con la fascioliasis
puede ser dificil, pero muertes de animales en la fase aguda que muestran lesiones tipicas en la necropsia deberia
levantar sospecha de infecciones por hepatitis necrética. La mayor caracteristica de las lesiones es el foco necrético
amarillo grisaceo en el higado que a menudo sigue con rutas migratorias de los trematodos jovenes. Otros
descubrimientos comunes son un gran pericardio lleno con un fluido de color pajizo claro, y un exceso de fluido en
las cavidades peritoneal y toracica. Generalmente, hay una rotura extensa de los capilares en el tejido subcutaneo,
que causa que la piel adyacente se vuelva negra (de ahi el nombre comun, enfermedad negra). Clostridium
septicum se encuentra en el suelo y en contenidos intestinales de animales (incluido el hombre) por todo el mundo.
La infeccion normalmente ocurre a través de la contaminacion de heridas que contienen tejido desvitalizado, el
suelo, o algun otro tejido debilitado. Las heridas que se causan por accidente, castracion, acoplamiento, vacunacion
insalubre, y parto pueden llegar a infectarse. Signos generales, tales como anorexia, intoxicacion, y fiebre alta, asi
como lesiones locales, se desarrollan dentro de pocas horas a pocos dias después del dafio. Las lesiones locales
son inflamaciones suaves que dependen de la presion y se extienden rapidamente debido a la formacion de grandes
cantidades de exudado que se infiltran en el tejido subcutaneo y conectivo intramuscular de la areas afectadas. Las
acumulaciones de gas no son comunes. El edema maligno asociado con laceraciones se caracteriza por edema
marcado, toxemia grave, y muerte en 24-48 horas. La toxemia por tétanos es causada por una neurotoxina
especifica producida por Clostridium tetani en tejido necrético. Casi todos los mamiferos, incluidos los cerdos, son
susceptibles a esta enfermedad. Aunque la distribucidon del tétanos es mundial, hay algunas areas, tales como la
parte norte de las Montafias Rocosas de los E.E.U.U, donde el organismo se encuentra raramente en el suelo y
donde el tétanos es casi desconocido. En general, la aparicion de C. tetani en el suelo y la incidencia del tétanos en
el hombre es mayor en las partes mas calidas de los distintos continentes. Clostridium tetani, es una anaerobio con
esporas esféricas, terminales, que se encuentra en el suelo y en tractos intestinales. En la mayoria de los casos, se
introduce dentro de los tejidos a través de heridas, particularmente heridas punzantes profundas, que proporcionan
un ambiente anaerobio adecuado.

Escherichia coli es una bacteria de la familia enterbacteriaceae y es uno de los principales tipos de bacteria que
aparece naturalmente en el intestino delgado de todos los mamiferos. Aunque generalmente son inocuos, algunos
tipos de cepas de E. coli producen un ndmero de exo- y endotoxinas que causan infeccion y enfermedad. Las
exotoxonias termo-labiles (LT) y termo-estables (ST) son producidas activamente por algunas cepas y son
responsables de causar diarrea blanca. Una variante de la toxina tipo Il similar a Shigela (SLT-lle), Stx2e y
verotoxina actian sobre la pared de pequefias arterias dando como resultado edema. Endotoxinas, tales como el
Lipido A, juegan un papel en la mastitis y en las infecciones del tracto urinario. La infeccion por E. coli se caracteriza
por un numero de sintomas diferente que dependen de la cepa implicada en particular, que incluyen diarrea, ojos
hundidos, mal estado, visible pérdida de peso, retraso en el crecimiento, edema intestinal, mastitis, cistitis,
pielonefritis y muerte. E. coli se puede clasificar y codificar por su pared celular ( antigenos O) y por sus fimbrias
(antigenos F). Por ejemplo, la diarrea blanca se asocia a menudo con E. coli Abbotstown: 0147, F4, F5, mientras
que el edema intestinal se asocia con F18 fimbria. Identificar correctamente el cédigo es esencial para la seleccion
de la vacuna correcta. Las infecciones por E. coli comprometen el sistema inmune del cerdo y a menudo la muerte
es el resultado de infecciones secundarias y de la enfermedad.

La encefalomiocarditis, o EMC, infecta y causa enfermedad en una amplia gama de animales vertebrados pero los
cerdos parecen ser los mas susceptibles de las especies animales de granja. El virus, Encephalomyocarditis virus es
mundial pero difiere en la patogenicidad y virulencia en los diferentes paises y regiones. En la mayoria delos paises
de Europa, particularmente en aquellos en la UE, tiende a ser relativamente leve o no patogénica y la enfermedad
en cerdos es raramente diagnosticada. En Australia las cepas parecen ser mucho mas virulentas para los cerdos
que en Nueva Zelanda. Las cepas virulentas en Florida, el Caribe y probablemente en América Central dafian el
corazon y causan la muerte mientras que aquellas del Medio Oeste de E.E.U.U tienden a causar problemas
reproductivos. La enfermedad clinica en cerdos tiende a ocurrir cuando aumenta el nimero de ratas a niveles de
plaga. Los cerdos se pueden infectar a partir de las ratas o partir la comida o agua contaminada por la rata. No
parece propagarse facilmente entre los cerdos. En piaras afectadas generalmente no hay signos clinicos en cerdos
destetados y en crecimiento.

La Eperythrozoonosis es una enfermedad Rickettsial (hemotréfica) causada por Eperythrozoon suis, un organismo
bacteriano extracelular que se adhiere a las membranas eritrociticas del cerdo, induciendo a su deformacion y dafio.
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La enfermedad se caracteriza por anemia e ictericia (coloracion amarilla de las membranas mucosas, esclerética y
oido medio). Puede conducir a pobres tasas de concepcion, otros problemas reproductivos indefinidos e incluso la
muerte.

La erisipela porcina es causada por una bacteria, Erysipelothrix rhusiopathiae que se encuentra en la mayoria, sino
en todas, las granjas de cerdos. Hasta el 50% de los animales pueden transportarla en sus amigdalas. Esta siempre
presente, ya sea en el cerdo o en el ambiente, porque se excreta via salival, por heces u orina. Se encuentra
también en otras muchas especies, incluyendo aves y ovejas y, pueden sobrevivir fuera del cerdo durante unas
pocas semanas y mas en suelos ligeros. Por tanto es imposible eliminarlo de una piara. Las heces infectadas son
probablemente la principal fuente de infeccion, particularmente en recintos en crecimiento y finalizacion. La bacteria
en solitario puede causar la enfermedad pero las infecciones de virus paralelas, tales como PRRS o gripe, pueden
desencadenar brotes. La enfermedad es relativamente poco comun en cerdos de menos de 8-12 semanas de
vidavida debido a la proteccion proporcionada por los anticuerpos maternos de la cerda a través del calostro. Los
animales mas susceptibles son los cerdos en crecimiento, cerdas no vacunadas y hasta cerdas hasta el 4° parto. El
organismo se multiplica en el cuerpo, e invade el torrente sanguineo para producir una septicemia. La rapidez de
multiplicacion y el nivel de inmunidad del cerdo determinan posteriormente los sintomas clinicos.

La enfermedad de Glasser es causada por la bacteria Haemophilus parasuis (Hps), de la cual hay al menos quince
tipos diferentes. Se encuentra en todo el mundo y los organismos estan presentes incluso en piaras de gran salud.
Si tales piaras se configuran utilizando técnicas SPF o MEW y estan libres de Hps pueden ser devastadoras cuando
se infecten por primera vez, produciendo una enfermedad similar al antrax con una alta mortalidad en cerdas. En la
mayoria de las piaras en las que la bacteria es endémica, las cerdas producen una fuerte inmunidad maternal que
normalmente persiste en su descendencia hasta las 8 a 12 semanas de vida. Como resultado, los efectos de la
infeccion en lechones son generalmente inexistentes o minimos. Sin embargo la enfermedad se puede ver en
cerdos lactantes. Generalmente los cerdos infectados se vuelven sub-clinicos cuando aun estan protegidos por el
anticuerpo materno y tras estimular su propia respuesta inmune. Sin embargo, si la inmunidad materna desaparece
antes de que se infecten pueden desarrollar una enfermedad grave. Esto es habitual poco tiempo después del
destete. Puede actuar también como un patégeno secundario de otras enfermedades importantes particularmente la
neumonia enzodtica (EP) (Mycoplasma hyopneumoniae). Los brotes de la enfermedad se experimentan algunas
veces en cerdos lactantes, particularmente en cerdas lactantes. El Hps ataca las superficies lisas de las
articulaciones, revestimientos del intestino, pulmones, corazén y cerebro, causando neumonia, infeccion del
pericardio del corazoén, peritonitis y pleuritis. Se propaga por la respiracion. La enfermedad causada por Hps es rara
en cerdas a menos que la cerda no lactante no se haya expuesto a tratamiento previo. La cojera o rigidez,
inflamacion ligera sobre las articulaciones y tendones, y raramente meningitis, se ven ocasionalmente en cerdas. En
lechones, la enfermedad aguda se presenta rapidamente con cerdos deprimidos, temperatura elevada, inapetencia,
y resistencia a levantarse. Un rasgo caracteristico es una tos corta de 2-3 episodios. La muerte repentina de buenos
cerdos lactantes es bastante comun. La Hps es también conocida por causar casos individuales de artritis y cojeras
con fiebre e inapetencia. La enfermedad cronica se caracteriza por palidez y un pobre crecimiento de los cerdos.
Puede aparecer también la muerte repentina. Para los cerdos destetados y en crecimiento, los cerdos con la
Enfermedad de Glasser se vuelven rapidamente depresivos o pueden sencillamente ser encontrados muertos. Otros
sintomas incluyen temperatura elevada, anorexia, y resistencia a levantarse, signos nerviosos tales como ataques y
convulsiones que incluyen meningitis, artritis, y cerdos débiles, que dan a menudo como resultado un pelo
desgastado y velludo. En cerdos jévenes en crecimiento, los sintomas siguientes son los mas comunes: fiebre,
meningitis ligera, cojera, neumonia, infeccion del pericardio, peritonitis y pleuritis. De nuevo, un rasgo caracteristico
es una tos corta de soélo 2-3 episodios.

La Leptospirosis es una enfermedad contagiosa de animales, incluyendo el hombre, causada por varios serotipos de
leptospira distintos inmunolégicamente, la mayoria de los cuales son considerados como subgrupos de Leptospira
interrogans. Hay seis serotipos y grupos que son importantes en cerdos: pomona, australis, tarassovi, canicola,
icterohaemorrhagicae, y grippotyphosa. Las infecciones pueden ser asintomaticas o causar varios signos, que
incluyen anorexia, pirexia, apatia, ictericia, abortos, mortinatos y otros problemas reproductivos indiferenciados, y la
muerte. Después de la infeccion aguda, las leptospiras se localizan frecuentemente en los rifiones o en érganos
reproductivos que consisten en un pequefio foco gris disperso de una nefritis intersticial focal, que se elimina en la
orina, a veces en grandes cantidades durante meses o afos. Debido a que los organismos sobreviven en las
superficie de las aguas durante periodos extensos, la enfermedad es a menudo maritima. En los E.E.U.U. la
enfermedad es principalmente debida a los serotipos Leptospira hardjo, Leptospira pomona, y Leptospira
grppotyphosa. El diagnostico puede ser dificil porque los titulos pueden ser transitorios, durando menos de un mes.
Ademas, se puede encontrar Leptospira en animales saludables. El serotipo bratislava de L. australis es el mas
comunmente asociado con problemas reproductivos. Las piaras infectadas crénicamente presentan abortos,
mortinatos y lechones débiles.

La tuberculosis afecta a los mamiferos, incluyendo a las personas, aves, y cerdos. El organismo causal,
Mycobacterium tuberculosis, se sub-clasifica dentro de tipos, el humano, el bovino y el aviar. El tipo aviar es referido
como M. avium o mas a menudo como el complejo aviar/intracelular porque no es una especie uniforme. M. avium
por si mismo infecta principalmente a aves pero también se ha encontrado en el ambiente junto con M. intracellulare,
que es predominante en saprofitos o de vida libre. Los cerdos se infectan raramente por los tipos humano o bovino
pero se infectan comunmente por el complejo aviar/intracelular. EI complejo aviar/intracelular también causa
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infeccion sub-clinica no progresiva en personas sanas. La principal preocupacién es que podria causar una
enfermedad mas grave en personas inmunodeprimidas y personas con SIDA. En la mayoria de los paises si en el
matadero encuentran las lesiones en el cuello, se decomisa completamente la cabeza y, si las encuentran en los
ganglios linfaticos mesentéricos que drenan los intestinos se decomisan los despojos. Si estan mas extendidas en el
cuerpo, lo cual es raro, la canal completa podria ser decomisada o cocinada. Si las pequefias lesiones no son
detectadas por el inspector, la coccién normal en la cocina destruye los organismos En todos los cerdos, la infeccion
causa pequefios nddulos en los ganglios linfaticos del cuello y en aquellos que drenan al intestino delgado. En la
gran mayoria de casos las lesiones no son progresivas, no se diseminan a través del cuerpo, no hacen que el cerdo
enferme y no se excretan. No hay sintomas clinicos y no hay diferencia en el rendimiento entre cerdos infectados y
no infectados.

Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyo) es una pequefia bacteria (400-1200 nm) clasificada en la familia
mycoplasmataceae. M. hyo se asocia con la Neumonia Enzodtica, una enfermedad respiratoria porcina cominmente
vista en cerdos en crecimiento yen finalizacion. M. hyo ataca las células epiteliales del cilio de la traquea y los
pulmones, causando que el cilio deje de funcionar (ciliostasis) y eventualmente causa que se colapsen areas de los
pulmones. Dependiendo de la extension de la enfermedad la ganancia de peso diaria en vivo de los cerdos
infectados se puede deducir hasta un 17%. La Neumonia Enzodtica estda ampliamente extendida en poblaciones
porcinas y esta presente en la mayoria las piaras. M. hyo se considera ser un patégeno primario que facilita la
entrada de PRRSV y otros patdgenos respiratorios dentro de los pulmones. Se han secuenciado los genomas de
tres cepas separadas, 232, J & 7448 (Minion et al., J. Bacteriol. 186: 7123-33, 2004; Vasconcelos et al., Bacteriol.
187: 5568-77, 2005).

La Parvovirus es una enfermedad caracterizada por problemas reproductivos en cerdos. El agente causal es un
ADN pequeiio de un virus no desarrollado. Los fetos son el Gnico grupo afectado y el efecto en el feto depende de la
edad a la que se infecta. A los 10-30 dias de edad, la infeccion resulta en muerte y reabsorcion del feto. Entre los
30-70 dias de edad, la infeccion resulta en muerte y momificacion. Y desde los 70 dias hasta término, la infeccion
resulta en el nacimiento de lechones débiles y momificados. La enfermedad es capaz de atravesar la placenta y
después moverse a cada feto a lo largo del utero. En la cerda, los signos clinicos son mortinatos, lechones
momificados, muertes de embriones, infertilidad, y la produccion de un numero significativamente reducido de
descendientes nacidos vivos. El aborto no es un rasgo caracteristico de la infeccidn por parvovirus.

Pneumonic pasteurellosis es causada por Pasteurella multocida. La infeccion por el agente causal representa
generalmente la etapa final del sindrome respiratorio post-destete. Los signos clinicos aparecen de tres formas, la
forma aguda es mas comunmente asociada con el serotipo B de P. multocida. Los animales se presentan con
disnea, respiracion dificultosa, golpes, fiebre alta (42,2 Celsius), postracion, y finalmente la muerte. En algunos
casos el abdomen se vuelve purpura con decoloracion. Una segunda forma es una forma sub-aguda caracterizada
por pleuritis, tos, y dificultad respiratoria. Los cerdos pueden perder cantidades significativas de peso y pueden tener
un pobre o ninguin crecimiento con serias consecuencias en el curso del cerdo. La forma crénica se presenta con tos
ocasional, golpes y escasa o ninguna fiebre. Esta forma afecta generalmente a cerdos desde las 10-16 semanas de
vida.

circovirus porcino es un virus de ADN no desarrollado, pequefio (17-22 nm de diametro), icosaedro, que contiene un
genoma monocatenario circular. El circovirus porcino tipo 2, PCV2, comparte aproximadamente el 80% de la
secuencia idéntica a la del circovirus porcino tipo 1 (PCV1). Sin embargo, en contraste con el PCV1, que es
generalmente no-virulento, el cerdo infectado con el PCV2 exhibe un sindrome referido cominmente como
Sindrome de Emaciacion Multisistémica Post-destete (de sus siglas en inglés, PMWS). EI PMWS se caracteriza
clinicamente por emaciacion, palidez de la piel, mal estado de salud, dificultad respiratoria, diarrea, e ictericia. En
algunos cerdos afectados, apareceran una combinacion de todos los sintomas mientras que en otros cerdos solo
tendran uno o dos de estos sintomas. Durante la necropsia, microscopia y macroscopia, también aparecen lesiones
en multiples tejidos y 6rganos, siendo los 6rganos linfaticos los sitios mas comunes para las lesiones. Se ha
observado una fuerte correlacion entre la cantidad de acido nucleico o antigeno PCV2 y la gravedad de las lesiones
linfaticas microscopicas. Las tasas de mortalidad para los cerdos infectados con PCV2 pueden alcanzar el 80%

Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (de sus siglas en inglés, PRRS) es causado por un virus que se aislo
y clasificd recientemente primero como un arterivirus, en 1991. El sindrome de la enfermedad se reconocié primero
en los E.E.U.U en la mitad de los afios 80 y se llamé “enfermedad misteriosa porcina”. También se ha llamado
enfermedad del oido azul. El nombre de arterivirus porcino se ha propuesto recientemente. El virus de PRRS tiene
una afinidad particular por los macréfagos, particularmente por aquellos que se encuentran en el pulmén. Los
macrofagos son una parte de las defensas del cuerpo. Aquellos que se presentan en el pulmén se llaman
macréfagos alveolares. Estos por invasion, ingieren y eliminan las bacterias y virus, pero no en el caso de los virus
PRRS. Por lo contrario, los virus se multiplican en su interior produciendo mas virus y matando a los macrdéfagos.
Una vez que ha entrado en una piara tiende a permanecer presente y activo indefinidamente. Se destruyen hasta un
40% de los macrdéfagos, lo que elimina la mayor parte del mecanismo de defensa del cuerpo y permite a las
bacterias y a otros virus proliferar y dafiar. Un ejemplo comun de esto es el incremento notable en la gravedad de la
neumonia enzoética en unidades de cerdos en crecimiento/finalizacion cuando se infectan con el virus PRRS. Puede
llevar hasta un afio infectar por primera vez a todos los reproductores, particularmente en grandes piaras, y aunque
el virus parece propagarse rapidamente en una piara, pasaran de unos 4-5 meses para que al menos el 90% de las
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cerdas se vuelvan sero-positivas. Algunas cerdas permanecen sin tratamiento previo. Ademas, es comun que para
piaras de cerdas de 1-2 afios después de la infeccion haya menos del 20% de los animales con positivos
serolégicos. Sin embargo esto no significa necesariamente que no sean aun inmunes o signifique que hayan parado
de pasar la inmunidad a su descendencia. Los animales adultos excretan el virus durante periodos de tiempo mucho
mas cortos (14 dias) comparado con los cerdos en crecimiento, que pueden excretarlo durante 1-2 meses. El cuadro
clinico puede variar tremendamente de una piara a otra. Como guia, por cada tres piaras que se exponen al PRRS
por primera vez, una no mostrara enfermedad reconocible, la segunda mostrara una enfermedad leve, y la tercera,
una enfermedad de moderada a grave. Las razones para esto no se comprenden con claridad. Sin embargo en la
piara de mayor estado de salud, los efectos de la enfermedad son menos graves. Esto puede ser porque el virus
esta mutando y se multiplica, elevando a algunas cepas que son altamente virulentas y algunas que no lo son. El
PRRS infecta a todo tipo de piaras incluyendo a las de estado de salud alto o comun y tanto a las unidades de
interior como a las de exterior, independientemente del tamafo.

Pseudorabies, también conocido como virus de la rabia porcina, o virus herpes Suid en donde el agente causal es
un virus de ADN que desarrolla herpes. En piaras sin exposicion previa, los cerdos recién nacidos se presentan con
signos nerviosos centrales en la coordinacion que oscilan de adecuados a graves. Se puede presentar una paralisis
posterior en lechones, que se sientan de una forma parecida a la de los perros. Ademas, la mortalidad es mayor. En
cerdos destetados, los signos nerviosos centrales pueden estar reducidos pero pueden estar acompafiados por un
aumento de signos respiratorios. A veces, las enfermedades respiratorias se asocian con infecciones secundarias.
Los cerdos destetados pueden debilitarse y padecer un mal estado de salud y, a menudo estan poco desarrollados.
En cerdos en crecimiento, los signos nerviosos centrales continan reduciéndose mientras que los signos
respiratorios aumentan. El grado de la enfermedad respiratoria depende de la presencia y gravedad de infecciones
secundarias. En adultos, predominan los signos reproductivos. Las cerdas pueden abortar y los animales infectados
cerca de término son propensos a parir lechones mortinatos o débiles. En piaras establecidas, puede haber pocos
signos clinicos.

La infeccidn por Rotavirus es una infeccion virica que esta muy extendida en poblaciones de cerdos. Se presenta en
la mayoria, si no en todas, las piaras de cerdos con practicamente un 100% de sero-conversion en la poblacion. Otro
rasgo epidemiolégico es su persistencia fuera del cerdo donde es resistente a los cambios medioambientales y a
muchos desinfectantes. Los anticuerpos maternos persisten durante 3-6 semanas, después los cerdos se vuelven
susceptibles a la infeccidn pero la exposicidn no resulta necesariamente en enfermedad. Se estima que sélo el 10-
15% de las diarreas porcinas se inician por una infeccion de rotavirus primaria. En una piara madura la enfermedad
aparece después de que los lechones tengan de 7 a 10 dias de edad. Esta se vuelve progresivamente menos
importante con la edad. Sin embargo si estan presentes cepas patégenas de E. coli, puede aparece una enfermedad
grave con alta mortalidad.

La infeccion con Salmonella spp puede producir diarrea en animales de todas las edades, especialmente en
aquellos que estan estresados, intimamente abastecidos, o expuestos a una alimentaciéon o suministro de agua
altamente contaminada. La salmonelosis es causada por muchas especies de salmonella y se caracteriza
clinicamente por uno o mas de tres sindromes principales-septicemia, enteritis aguda y enteritis cronica. La
incidencia ha aumentado con la intensificacién de la produccién ganadera. Aunque varios tipos de Salmonella
pueden causar infecciones en cerdos, las salmonellas clasicas encontradas en cerdos son S. choleraesuis y S.
typhimurium. Los patrones clinicos resultantes de la mayoria de las salmonellas no son distintos y las diferentes
especies de salmonella tienden a diferir en su epidemiologia. Los perfiles plasmidicos y los patrones de resistencia a
farmacos son a veces marcadores Utiles para los estudios epidemiolégicos. La septicemia por salmonelosis esta a
menudo asociada con S. choleraesuis. Los lechones infectados muestran una reticencia a moverse, anorexia, una
fiebre alta de 40,5C — 41,6C, y pueden tener una tos superficial. Los lechones también pueden encontrarse muertos
con extremidades cianéticas. S. choleraesuis es una de las enfermedades raras que puede causar tanto neumonia
como diarrea y la mortalidad de los lechones infectados es a menudo alta. La enterocolitis se asocia generalmente
con la S. typhimurium mas comun. Las infecciones se caracterizan por diarrea amarillenta o acuosa que puede
contener sangre o moco conforme avanza la infeccién. La mortalidad es baja y a menudo se asocia con
deshidratacién y deficiencia de potasio por la diarrea. Las heces de los animales infectados pueden contaminar la
comida y el agua, las carnes frescas y procesadas desde los mataderos, los productos de plantas y animales usados
como fertilizantes o piensos, el pasto y el pastizal, y muchos materiales inertes. Aunque S. choleraesuis raramente
se encuentra en el pienso. También puede pasar directamente a través del contacto con otro animal infectado. La
Salmonella puede sobrevivir durante meses en areas calidas, humedas, tales como en los comederos de los
establos de los cerdos o en los fosos del agua. Los roedores y las aves salvajes también son fuentes de infeccion.
La prevalencia de la infeccion varia entre las especies y los paises y es mucho mayor que la incidencia de la
enfermedad clinica, que se ocasiona comunmente por situaciones de estrés tales como falta repentina de la comida,
transporte, sequia, hacinamiento, parto, y la administracion de algunos farmacos.

La epidermitis exudativa es causada por la bacteria Staphylococcus hyicus que normalmente vive en la piel sin
causar enfermedad. No se conoce por qué a veces se inflama y causa una dermatitis que exuda un fluido graso. Se
producen toxinas que se absorben en el sistema y que dafian el higado y los rifiones. En los lechones lactantes la
enfermedad, generalmente esta confinada a animales individuales, pero puede ser un problema importante en
nuevas cerdas lactantes y cerdos destetados. Durante los dias que preceden inmediatamente al parto, la bacteria se
multiplica profusamente en la vagina de la cerda por lo que los lechones se infectan durante el proceso del
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nacimiento o poco después. Los sintomas en las cerdas incluyen lesiones poco comunes pero localizadas que se
pueden ver particularmente detras de la cara y de los ojos. Los lechones gravemente afectados moriran. En
lechones, los sintomas incluyen lesiones localizadas en los costados y detras de las orejas. Las lesiones
normalmente comienzan con areas de infeccion pequefias, oscuras, localizadas alrededor de la cara o en las patas.
La piel a lo largo de los costados del vientre y entre las patas cambia gradualmente a un color marrén que afecta a
todo el cuerpo. La piel se vuelve rugosa con descamacion en grandes areas y tiene un tacto graso. En casos graves
la piel se vuelve negra debido a la necrosis y los lechones mueren. Se ve un cuadro mas localizado si la cerda ha
pasado algo de inmunidad al lechén, con lesiones pequefias circunscritas de aproximadamente 5-10mm de diametro
que no se propagan. Para lechones destetados y cerdos en crecimiento, los sintomas comienzan generalmente
alrededor de los 3 dias después del destete, con areas marrones localizadas de infeccidon o dermatitis alrededor de
la cara o en las patas, donde la piel se ha dafiado. Esta puede ulcerar. La piel a lo largo de los costados del vientre y
entre las patas cambia gradualmente a un color marrén que afecta a todo el cuerpo. La piel se vuelve rugosa con
descamacion en grandes dreas y progresa a una textura grasa oscura que en casos graves se vuelve negra. Tales
casos generalmente se mueren debido a las toxinas producidas por los organismos de estafilococos. En los
criaderos, puede estar implicada hasta el 15% de la poblacién y es comun la deshidratacion.

La meningitis estreptocécica causa inflamacion de las meninges, que son las membranas que recubren el cerebro.
En lechones lactantes, generalmente es causada por la bacteria de Streptococcus spp, por ejemplo Strepfococcus
suis, Haemophilus parasuis, o a veces bacterias tales como E. coli y otros estreptococos. S. suis tienen muchos
serotipos. En muchos paises, S. suis tipo 1 es el principal en lechones lactantes, pero esto puede no ser asi en otros
paises. Por ejemplo, en Dinamarca es el tipo 7. S. suis causa también problemas articulares, particularmente los
tipos 1y 14. S. suis se transporta durante largos periodos en las amigdalas y se pueden transmitir al lechén lactante
desde la cerda o desde otros lechones. La cerda también proporciona un nivel variable de inmunidad en el calostro.
La meningitis estreptococica en lechones lactantes es esporadica en lechones individuales. La meningitis
estreptocécica puede ser peor en lechones lactantes cuando el organismo se ha introducido en la piara por primera
vez, o donde es secundaria a una infeccién con PRRS.

La enfermedad de Aujeszky, o AD, es una enfermedad importante en cerdos, causada por el virus del herpes
porcino. El virus puede permanecer escondido en los nervios del cerdo en un estado de portador durante largos
periodos de tiempo y después ser reactivado. Una vez introducidos en la piara el virus generalmente permanece alli
y puede afectar continuamente el rendimiento reproductivo a diferentes niveles. El virus puede sobrevivir hasta tres
semanas fuera del cerdo. Los brotes agudos de la enfermedad ocurren cuando cepas virulentas del virus infectan
por primera vez a una piara susceptible sin vacunar. Los virus atraviesan el tero y la placenta e infectan a los fetos.
El cerdo es el huésped principal. Sin embargo, también pueden infectarse los perros y el ganado, mostrar signos
nerviosos, y morir.

El Virus de la Gripe Porcina causa la gripe porcina y pertenece al grupo de virus Tipo A de la gripe. En piaras sin
tratamiento previo, los signos clinicos se pueden presentar en brotes explosivos con todos o muchos animales que
enferman al mismo tiempo. Los animales pueden presentar inactividad, depresion, apifiamiento/sudoracion y
anorexia. Los animales a menudo respiran por la boca y tienen respiracion dificultosa. Puede surgir tos tras el
movimiento. Otros signos clinicos incluyen secrecion nasal y ojos hinchados, con temperaturas rectales entre 40,5 —
41,5° Celsius. Las altas temperaturas en reproductores pueden dar como resultado abortos, infertilidad, produccién
de crias pequefas débiles, e incremento de mortinatos. En piaras estabilizadas, aparece reinfeccién anual.

La Viruela Porcina es una enfermedad que causa lesiones en la piel, papulas, pustulas y costras. Esta causada por
el virus Swine pox.

La Enfermedad Vesicular Porcina (SVD) es un virus diferente del virus que causa la enfermedad de los pies y la
boca (FMD). Sin embargo, produce en cerdos una enfermedad que es clinicamente indistinguible de la FMD. Esta
enfermedad se deberia considerar siempre si aparece cojera repentina generalizada con vesiculas o ampollas en el
morro, lengua y superficies de las pezufias.

La gastroenteritis transmisible (TGE) es una enfermedad de los intestinos causada por un coronavirus (Virus
transmisible de gastroenteritis). Es de la misma familia que el Coronavirus respiratorio porcino, el virus de la diarrea
epidémica, y el Virus de la encefalomielitis hemaglutinante. Los signos clinicos iniciales son diarrea acuosa, vomitos,
y anorexia. Los lechones de menos de 21 dias de edad generalmente mueren, los destetados tienen mal estado,
mientras que los que estan en crecimiento, en finalizacién, y los adultos, se afectan generalmente de forma ligera y
sobreviviran si se les proporciona agua adecuada.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion proporciona una vacuna de combinacion que comprende i) antigeno de L. intracellularis eficaz
para reducir la incidencia o disminuir la gravedad de la enteropatia proliferativa porcina (PPE, por sus siglas en
inglés) causada por Lawsonia intracellularis, en donde el antigeno de L. intracellularis es L. intracellularis muerto, y
ii) componentes activos inmunoldgicos de M. hyopneumoniae y circovirus porcino eficaces para el tratamiento y/o la
profilaxis de infecciones causadas por M. hyopneumoniae y circovirus porcino, en donde el componente activo
inmunolégico de M. hyopneumoniae es M. hyopneumoniae muerto. Como se emplea en la presente memoria, €l
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término “L. intracellularis” significa la bacteria intracelular curvada, gram-negativa, descrita en detalle por Gebhart et
al., Intl. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, N° 3, 533-538 (1993) y S. McOrist et al., Intl. J. of Systemic
Bacteriology, Vol. 45, N° 4, 820-825 (1995), e incluye pero no se limita a los aislados descritos en WO 96/39629 y
WO/ 05/011731. En particular, el término “L. intracellularis” significa también, pero no se limita a, los aislados
depositados bajo el Tratado de Budapest con la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (del inglés, ATCC), 10801
Universidad Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 y asignado bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA 4926
o el nimero de acceso ATCC 55783. Ambos aislados se describen en WO 96/39629 y WO/ 05/011731,
respectivamente. El término “L. intracellularis” significa también, pero no se limita a, cualquier otra cepa de bacteria
L. intracellularis o aislado que tiene preferiblemente las propiedades inmunogénicas de al menos una de las cepas
de L. intracellularis descritas en WO 96/39629 y WO 05/011731, en particular que tiene las propiedades
inmunogénicas de al menos uno de los aislados depositados bajo el Tratado de Budapest con la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, 10801 Universidad Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 y asignado bajo el
numero de acceso de la ATCC PTA 4926 o el numero de acceso ATCC 55783.

Una cepa o aislado tiene las “propiedades inmunogénicas” de al menos una de las cepas de L. intracellularis
descritas en WO 96/39629 y WO 05/011731, en particular, de los aislados depositados como nimero de acceso de
la ATCC PTA 4926 o el numero de acceso ATCC 55783, cuando es detectable al menos con uno de los anticuerpos
especificos anti-L. intracellularis, descrito en WO 06/01294 en un ensayo de deteccion que esta descrito también en
WO 06/01294. Los anticuerpos se seleccionan preferiblemente a partir de aquellos anticuerpos que tienen los
numeros de referencia 301:39, 287:6, 268:29, 110:9, 113:2 y 268:18. Preferiblemente, el ensayo de deteccion es un
sandwich ELISA como se describen en el Ejemplo 2 y 3 de WO 06/12949, mientras que el anticuerpo 110:9 se usa
como un anticuerpo de captura y el anticuerpo 268:29 se usa como anticuerpo conjugado. Todos los anticuerpos
descritos en WO 06/12949 se producen por células de hibridoma, que estan depositadas en el Centro de
Microbiologia Aplicada e Investigacion (del inglés, CAMR) y la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (del inglés,
ECACC), Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, Reino Unido, como un depésito de patente segun el Tratado de Budapest.
La fecha del depdsito fue el 11 de Mayo, 2004. La LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 110:9 se depositd
satisfactoriamente bajo el N° de acceso de la ECACC 04092204. La LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 113:2 se
depositd satisfactoriamente bajo el N° de acceso de la ECACC 04092201. La LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA
268:18 se depositd satisfactoriamente bajo el N° de acceso de la ECACC 04092202. La LINEA CELULAR DE
HIBRIDOMA 268:29 se depositd satisfactoriamente bajo el N° de acceso de la ECACC 04092206. La LINEA
CELULAR DE HIBRIDOMA 287:6 se depositd satisfactoriamente bajo el N° de acceso de la ECACC 04092203. La
LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 301:39 se deposité satisfactoriamente bajo el N° de acceso de la ECACC
04092205.

Por otra parte, el término “L. intracellularis” significa también cualquier antigeno de L. intracellularis. El término
“antigeno de L. intracellularis” como se emplea en la presente memoria significa, pero no se limita a, cualquier
composicion de materia, que comprende al menos un antigeno que puede inducir, estimular o mejorar la respuesta
inmune contra una infecciéon causada por L. intracellularis, cuando se administra a un cerdo. Preferiblemente, dicho
antigeno de L. intracellularis es una bacteria completa de L. intracellularis, en particular una forma inactiva (también
llamada bacteria muerta), una bacteria de L. intracellularis viva modificada o atenuada (también llamada MLB), un
vector quimérico que comprende al menos una secuencia de aminoacidos inmunogénica de L. intracellularis, o
cualquier otro polipéptido o componente, que comprende al menos una secuencia de aminoacidos inmunogénica de
L. intracellularis. Los términos “proteina inmunogénica”, “polipéptido inmunogénico” o “secuencia de aminoacidos
inmunogénica” como se emplea en la presente memoria se refiere a cualquier secuencia de aminoacidos que
provoca una respuesta inmune en un huésped contra un patégeno que comprende dicha proteina inmunogeénica,
polipéptido inmunogénico o secuencia de aminoacidos inmunogénica. En particular, una “proteina inmunogénica”,
“polipéptido inmunogénico” o “secuencia de aminoacidos inmunogénica” de L. intracellularis significa cualquier
secuencia de aminoacidos que codifica para un antigeno que provoca una respuesta inmunolégica contra L.

intracellularis en un huésped al que se administra dicha “proteina inmunogénica”, “polipéptido inmunogénico” o
“secuencia de aminoacidos inmunogénica”.

» oo«

Una “proteina inmunogénica”, “polipéptido inmunogénico” o “secuencia de aminoacidos inmunogénica” como se
emplea en la presente memoria, incluye pero no se limita a la secuencia de longitud completa de cualquier proteina,
analogos de la misma, o fragmentos inmunogénicos de la misma. El término “fragmento inmunogénico” significa un
fragmento de una proteina que incluye uno o mas epitopos y que provoca por tanto la respuesta inmunoldégica contra
el patéogeno correspondiente. Tales fragmentos se pueden identificar utilizando cualquier nimero de técnicas de
mapeo del epitopo, que son bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in
Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, New Jersey. Por
ejemplo, se pueden determinar epitopos lineales mediante por ejemplo, sintesis simultanea de grandes nuimeros de
péptidos en soportes solidos, los péptidos corresponden a porciones de la molécula de proteina, y los péptidos
reaccionan con anticuerpos mientras los péptidos estén aun unidos a los soportes. Tales técnicas son conocidas en
la técnica y se describen en, por ejemplo, la Patente de E.E.U.U N° 4.708.871; Geysen et al. (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. E.E.U.U 81:3998-4002; Geysen et al. (1986) Molec. Immunol. 23:709-715. De forma similar, los epitopos
conformacionales se identifican facilmente por determinacién de la conformacion espacial de los aminoacidos, tales
como, por ejemplo, por cristalografia de rayos-x y resonancia magnética nuclear bi-dimensional. Véase, por ejemplo,
Epitope Mapping Protocols, supra. Dentro de la definicion estan incluidos también los antigenos sintéticos, por
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ejemplo, poliepitopos, epitopos complementarios, y otros antigenos recombinantes o derivados sintéticamente.
Véase, por ejemplo, Bergmann et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777-2781; Bergmann et al. (1996), J. Immunol.
157:3242-3249; Suhrbier, A. (1997), Immunol. and Cell Biol. 75:402-408; Gardner et al., (1998) 122 Conferencia
Mundial del SIDA, Ginebra, Suiza, 28 de Junio-3 Julio, 1998.

Una “respuesta inmunoldgica o inmune” para una composicién o vacuna es el desarrollo en el huésped de una
respuesta inmune celular y/o mediada por un anticuerpo para la composicién o vacuna de interés. Generalmente,
una “respuesta inmune” incluye pero no se limita a una o mas de los siguientes efectos: la produccién o activacion
de anticuerpos, células B, células T colaboradoras, células T supresoras, y/o células T citotdxicas, y/o células T yd,
dirigidas especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en la composicion o vacuna de interés.
Preferiblemente, el huésped mostrara una respuesta o bien terapéutica o bien protectora, tal que la resistencia a una
nueva infeccién mejorara y/o reducira la gravedad clinica de la enfermedad. Tal proteccion se demostrara por la
reduccion o ausencia de sintomas asociados con las infecciones del huésped como se describen anteriormente.

Antigenos de L. intracellularis adecuados incluyen, pero no se limitan a los descritos en EP 1219711; E.E.U.U
6.605.696; WO 96/39629; WO 97/20050; WO 00/69903; WO 00/69904; WO 00/69905; WO 00/69906; WO 02/38594;
WO 02/26250; WO 03/006665; WO 04/033631; WO 05/026200; WO 05/011731.

Se describen vacunas de combinacién que comprenden i) un agente inmunolégico eficaz para reducir la incidencia o
disminuir la gravedad de la PPE causada por L. intracellularis, y ii) uno o mas componentes activos inmunologicos
eficaces en el tratamiento y/o profilaxis de al menos otro organismo que causa enfermedad en cerdos.
Preferiblemente el otro organismo que causa enfermedad en cerdos se selecciona del grupo que consiste en:
patégenos entéricos que incluyen Salmonella spp. (1), en particular S. typhimurium (1a), S. choleraesuis (1b);
Astrovirus (2); Rotavirus (3); Virus de la gastroenteritis transmisible (4); Brachyspira spp (5), en particular B
hyodysenteriae (5a), B. pilosicoli (5b); Clostridium spp (6), en particular C.difficile (6a), C. perfringens tipos A, By C
(6b), C. novyi (6¢), C. septicum (6d), C. tetani (6e); Picornavirus porcino entérico (7); Calicivirus porcino entérico (8);
patégenos respiratorios, que incluyen: Actinobacillus pleuropneumonia (9); Bordetella bronchiseptica (10);
Erysipelothrix rhusiopathiae (11); Haemophilus parasuis (12), en particular los subtipos 1, 7, y 14; Pasteurella spp.
(13), en particular P. multocida (13a); Mycoplasma spp. (14), en particular M. hyopneumoniae (14a), M. hyorhinis
(14b); Virus de la gripe porcina (15); Virus PRRS (16); Circovirus porcino (17); Parvovirus porcino (18); Virus
pseudorabies (19); Eperitrozoonosis porcina (20); Mycobacterium spp. (21), en particular M. avium (21a), M.
intracellulare (21b), M. bovis (21c); Coronavirus respiratorio porcino (22); Arcanobacterium pyogenes (23);
Adenovirus porcino (24); Fiebre porcina clasica (25); Cytomegalovirus porcino (26); Fiebre porcina africana (27); u
otros patdgenos, que incluyen Escherichia coli (28), Streptococcus spp. (29), en particular S. suis (29a), S. porcinus
(29b), S. dysgalactiae (29c), preferiblemente la subsp. equisimilis (29¢1); Brucella suis (30), en particular los
serotipos 1, 2 y 3; Leptospira spp. (31), en particular L. australis (31a), L. canicola (31b), L. grippotyphosa (31c), L.
pomona (31d), L. icterohaemorrhagicae (31e), L. interrogans (31f), L. tarassovi (31g), L. hardjo (31h), L. sejroe (31i);
Virus de la encefalomiocarditis (32); Virus de la encefalomielitis hemaglutinante (33); Virus de la encefalitis japonesa
(34); Virus del Nilo Occidental (35); Reovirus (36); Rubulavirus (37); Virus Menangle (38); Virus Nipah (39); Virus de
la estomatitis vesicular (40); Virus del exantema vesicular porcino (41); Virus de la viruela porcina (42); Virus del
herpes porcino (43); y Staphylococcus hyicus (44).

Cualquier referencia hecha a continuacion a uno o mas de los patégenos porcinos enumerados anteriormente se
hace bien por el nombre del patdégeno, por ejemplo M. hyopneumoniae, o bien haciendo referencia al nimero que
esta puesto entre paréntesis detras del patégeno, por ejemplo (M. hyopneumoniae = (14a)). Se describe una vacuna
de combinacion para el tratamiento y/o profilaxis del cerdo, que comprende i) un agente inmunoldgico eficaz para
reducir la incidencia de o disminuir la gravedad de una infeccion de L. intracellularis, preferiblemente un antigeno de
L. intracellularis, y ii) uno o mas componentes activos inmunoldgicos eficaces para el tratamiento y/o profilaxis de
infecciones causada por uno o mas de los patdégenos porcinos seleccionados del grupo que consiste en: (1), (1a),
(1b), (2). (3), (4), (5), (5a), (5b), (6), (6a), (6b), (6¢), (6d), (Be), (7), (8), (9), (10), (11), (12), (13), (13a), (14), (14a),
(14b), (15), (16), (17), (18), (19), (20), (21), (21a), (21b), (21c), (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28), (29), (29a),
(29b), (29c¢), (29¢1), (30), (31), (31a), (31b), (31c), (31d), (31e), (31f), (31g), (31h), (31i), (32), (33), (34), (35), (36),
(37), (38), (39), (40), (41), (42), (43), y (44). Preferiblemente el componente activo inmunoldgico de dicha vacuna de
combinacién comprende o consiste en uno o mas microorganismos vivos modificados, uno o mas microorganismos
muertos, 0 uno 0 mas partes activas inmunolégicas de uno o mas microorganismos que se seleccionan del grupo
que consiste en: (1), (1a), (1b), (2), (3), (4), (5), (5a), (5b), (6), (6a), (6b), (6¢), (6d), (6€), (7), (8), (9), (10), (11), (12),
(13), (13a), (14), (14a), (14b), (15), (16), (17), (18), (19), (20), (21), (21a), (21b), (21c), (22), (23), (24), (25), (26),
(27), (28), (29), (29a), (29b), (29c), (29¢c1), (30), (31), (31a), (31b), (31c), (31d), (31e), (31f), (319), (31h), (31i), (32),
(33), (34), (35), (36), (37), (38), (39), (40), (41), (42), (43), y (44). [combinacion 1].

Un “componente activo inmunoldgico” como se emplea en la presente memoria significa un componente que induce
o estimula la respuesta inmune en un animal al que se le administra dicho componente. Preferiblemente, la
respuesta inmune se dirige a dicho componente o a un microorganismo que comprende dicho componente.
Preferiblemente, el componente activo inmunolégico es un microorganismo atenuado, que incluye pero no se limita a
una bacteria (MLV o MLB) o virus vivo modificado, un microorganismo muerto o al menos una parte activa
inmunoldgica de un microorganismo.
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“Parte activa inmunolégica de un microorganismo” como se emplea en la presente memoria significa una fraccion de
un microorganismo que contiene proteina, azucar, y/o glicoproteina la y que comprende al menos un antigeno que
induce o estimula la respuesta inmune en un animal al que se le administra dicho componente. Preferiblemente,
dicha respuesta inmune se dirige a dicha parte activa inmunoldgica del microorganismo o al microorganismo que
comprende dicha parte activa inmunoldgica.

Preferiblemente el componente activo inmunoldgico de la [combinacién 1] es eficaz para el tratamiento y/o profilaxis
de infecciones causadas por patégenos porcionos (14), en particular (14a); y (17), preferiblemente dicho
componente activo inmunolégico comprende una forma viva modificada, una forma muerta, o una parte activa
inmunoldgica de dichos patégenos porcinos (14), en particular (14a); y (17).

Se describe que el antigeno de L intracellularis se puede combinar también con el antigeno o antigenos, o con la
formulacién de la vacuna final enumerada a continuaciéon: ENTERISOL® SC-54; ENTERISOL® SC-54 FF;
Enterisol® Coli 3Plus; Enterisol® Coli-Clost; Ingelvac® Aujeszky MLV; INGELVAC® APP ALC; INGELVAC®AR4;
INGELVAC®ERY-ALC; INGELVAC®FIlu; HP-1 INGELVAC®HP-1; INGELVAC®M.HYO; INGELVAC® PRRS ATP;
INGELVAC®PRRS MLV; Ingelvac® PRRS KV; INGELVAC®PRV-G1; REPROCYC® PRRS-PLE; TETGUARD™;
TOXIVAC®AD+E; TOXIVAC®PLUS PARASUIS (Boehringer Ingelheim); Argus® SC/ST; E-Bac®; End-FLUence®;
EndFLUence®2; MaGESTic®7 con SPUR®; Myco Silencer® BPM; Myco Silencer® BPME; Myco Silencer® M; Myco
Silencer® MEH; Myco Silencer® Once; Porcilis® APP; Porcilis® AR-T; Porcilis® Begonia; Porcilis® Glasser;
Porcilis® PRRS; ProSystem® CE; ProSystem® Pilimune; ProSystem® RCE; ProSystem® TGE; ProSystem®
TGE/Rota; ProSystem® TREC; Rhinogen® BPE; Rhinogen® CTE 5000; Sow Bac® CE II; Sow Bac® E Il; Sow Bac®
TREC; Strep Bac® con Imugen® II; SUPER-TET® con HAVLOGEN (Intervet Inc.); BratiVac-6; ER BAC®
PLUS/LEPTOFERM-5®; ER BAC PLUS; FARROWSURE® PLUS; FARROWSURE® PLUS B; FLUSURE™:
FLUSURE™ RTU; FLUSURE™/ER BAC® PLUS; FLUSURE™/RESPISURE®; FLUSURE™/RESPISURE ONE®);
FLUSURE™/RESPISURE® RTU; FLUSURE™/RESPISURE-ONE®/ER BAC® PLUS; LITTERGUARD®;
LITTERGUARD® LT; LITTERGUARD® LT-C; PARVO-VAC®/LEPTOFERM-5®; RESPISURE®; RespiSure/ER®
Bac Plus®; RESPISURE-ONE®; RESPISURE-ONE/ER BAC PLUS (Pfizer Inc.); HYORESP®; NEOCOLIPOR®;
PROGRESSIS® (Merial LTD); M+Pac®; MaxiVac® XL3; SS Pac®; PNEU PAC®; PARAPAC®; PNEU PAC® -ER;
AR-PARAPAC® +ER; PNEU PARAPAC® +ER; AR-Pac-P® +ER; SCOURMUNE®; PRV/Marker Gold®; PRV/Marker
Gold®; MaxiVac-FLU® (Schering Plough Animal Health Corporation); SUVAXYN® RespiFend® MH; SUVAXYN®
MH-one; SUVAXYN® RespiFend® MH/HPS; SUVAXYN® RespiFend® HPS; SUVAXYN® RespiFend® APP;
SUVAXYN® SVI/MH-one; SUVAXYN® SIV (HIN1 y H3N2); SUVAXYN® P; SUVAXYN® PLE; SUVAXYN® PLE+B;
SUVAXYN® LE+B; SUVAXYN® PLE/PRVgpl; SUVAXYN® PLE+B/PRVGPI; SUVAXYN® PRVgpl; SUVAXYN®
EC-4; SUVAXYN® E; SUVAXYN® E-oral (Fort Dodge Animal Health); ENDOVAC-Porci® (Immvac, Inc.); Antitox
Tet™; Denagard®; Myco Shield™; Parvo Shield® L5E; PneumoSTAR® Myco; PneumoSTAR® SIV; Porcine Pili
Shield™ + C; Prefarrow Shield™ 9; Rhinicell® FD; Rhini Shield™ TX4; Salmo Shield® Live (Novartis Animal
Health); Bredd Sow 6; Bredd Sow 7; E Colicin S 3; E Colicin S 3+C; Erysipelas Bacterin; Lepto 5; Swine Master M
Plus (AgriLabs).

Se describe un envase que comprende al menos una dosis del antigeno de L. intracellularis y al menos una dosis de
otro componente activo inmunolégico de uno o mas de los otros patégenos porcinos como se enumeraron
anteriormente. Preferiblemente el envase comprende al menos una dosis del antigeno de L. intracellularis y al
menos una dosis de los componentes activos inmunolégicos como se describen anteriormente. Preferiblemente,
dicho envase comprende de 1 a 250 dosis cada una del antigeno de L. intracellularis y de los componentes activos
inmunoldgicos como se describen anteriormente. Preferiblemente contiene 1, 10, 25, 100, 150, 6 250 dosis cada una
del antigeno de L. intracellularis y de los componentes activos inmunoldgicos. Preferiblemente, cada uno de los
envases comprende ademas un agente activo anti-microbiolégico. Estos agentes son por ejemplo antibidticos que
incluyen Gentamicina y Mertiolato y similares.

Se describe un kit que comprende el antigeno de L. intracellularis y los otros componentes activos inmunoldgicos de
uno o mas de los otros patdgenos porcinos enumerados. Preferiblemente el kit comprende el antigeno L.
intracellularis y los componentes activos inmunoldgicos adicionales.

Se describe un kit, que comprende en un envase el antigeno de L. intracellularis y los otros componentes activos
inmunoldgicos de uno o mas de los otros patdgenos porcinos enumerados. Preferiblemente, el kit comprende el
antigeno de L. intracellularis y los componentes activos inmunolégicos en un envase. Se describe un kit que
comprende el antigeno de L. infracellularis y los otros componentes activos inmunolégicos de uno o mas de los otros
patégenos porcinos enumerados en dos 0 mas envases. Preferiblemente, el kit comprende en dos o mas envases el
antigeno de L. intracellularis y los otros componentes activos inmunolégicos. Por ejemplo, el antigeno de L.
intracellularis se puede proporcionar en un envase, y los otros componentes activos inmunoldgicos se pueden
proporcionar en un envase distinto. Ambos envases son parte del kit. Cada envase puede incluir una mezcla del
antigeno L. intracellularis, una mezcla de al menos uno, pero no de todos, de los otros componentes activos
inmunoldgicos o una mezcla del antigeno de L. intracellularis y al menos uno, pero no todos, de los otros
componentes activos inmunoldgicos. El componente o componentes activos inmunoldgicos que falten de la vacuna
de combinacién se proporcionan luego en uno o mas envases distintos, que son parte del kit. Por tanto, las vacunas
de combinacién se pueden proporcionar como una vacuna multivalente que comprende todos los componentes
antigénicos en un Unico envase, o en partes de un kit en forma de distintos envases, que comprenden el antigeno de
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L. intracellularis y los componentes activos inmunolégicos de cualquier otro patégeno porcino enumerado
anteriormente en al menos envases distintos.

Se describe ademas un kit, que comprende cualquiera de los envases descritos anteriormente, y un manual de
instrucciones, que incluye la informacién para la administracion del antigeno de L. intracellularis y al menos una
dosis de los componentes activos inmunolégicos como se describen anteriormente.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un kit que comprende i) el antigeno de L. intracellularis
eficaz para reducir la incidencia o disminuir la gravedad de la enteropatia proliferativa porcina (PPE) causada por
Lawsonia intracellularis, en donde el antigeno de L. intracellularis es L intracelularis muerto, y ii) componentes
inmunoldgicos activos de M. hyopneumoniae y circovirus porcino eficaces para el tratamiento y/o la profilaxis de
infecciones causadas por M. hyopneumoniae y circovirus porcino, en donde el componente activo inmunolégico de
M. hyopneumoniae es M. hyopneumoniae muerto, en un envase, o un kit como el que se acaba de definir en dos o
mas envases. Se describe adicionalmente un kit que comprende cualquiera de los envases descritos anteriormente
y un manual de instrucciones, que incluye la informacion para la administracion del antigeno de L. intracellularis y los
otros componentes. Ademas, dicho manual de instrucciones comprende la informacién de una administracion
repetible de al menos una dosis de dichas vacunas de combinacién. Preferiblemente, dicho manual de instrucciones
incluye también la informacioén, para administrar un estimulante inmune antes o simultaneamente con la vacuna de
combinacion. Es preferiblemente deseable cuando la vacuna de combinacién consiste en microorganismos muertos,
o partes de microorganismos, o una combinacion de los mismos. Preferiblemente dicho estimulante inmune deberia
proporcionarse al menos dos veces. Un estimulante inmune preferido es por ejemplo hemocianina de lapa
californiana (KLH), aun preferiblemente emulsionada con el adyuvante de Freund incompleto (KLH/ICFA). Sin
embargo, queda entendido, que se puede usar cualquier otro estimulante inmune conocido por el experto en la
técnica. “Estimulante inmune” como se emplea en la presente memoria, significa cualquier agente o composicion
que puede desencadenar la respuesta inmune, preferiblemente sin iniciar o incrementar una respuesta inmune
especifica, por ejemplo la respuesta inmune contra un patégeno especifico. Se informa ademas para administrar el
estimulante inmune en una dosis adecuada. Preferiblemente, el manual de instrucciones informa que los
antimicrobianos administrados con el pienso o de otra manera seran suspendidos cerca del momento de la
vacunacion, preferiblemente al menos de 3 a 4 dias antes de la vacunacién, o pasados de 7 a 14 dias post-
vacunacion. Si los componentes activos inmunolégicos de las vacunas, incluyendo el antigeno de L. intracellularis,
estan deshidratados, por ejemplo mediante liofilizacion, el envase comprende ademas un reconstituyente adecuado,
preferiblemente en forma de disolucion aceptable fisioldgicamente. Preferiblemente, ademas comprende los medios,
por ejemplo una jeringa para reconstitucion y/o administracion.

Formulaciones

Se describe ademas la preparacion de la vacuna o vacunas de combinacion. Los expertos conocen componentes
adicionales que pueden estar comprendidos en dicha composicion (véase también Remington’s Pharmaceutical
Sciences. (1990) 182 ed. Mack Publ., Easton). El experto pueden utilizar inyectables conocidos, disoluciones
estériles aceptables fisiologicamente. Para preparar una disolucion lista para usar para inyeccién o infusion
parenteral, estan facilmente disponibles disoluciones isoténicas acuosas, tales como, por ejemplo, disoluciones
salinas o correspondientes a proteina plasmatica. Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar como
liofilizados o preparaciones secas, que se pueden reconstituir con una disolucion inyectable conocida directamente
antes de su uso bajo condiciones de esterilidad, por ejemplo como un kit de partes.

Ademas, las composiciones y vacunas inmunogénicas como se describen en la presente memoria pueden incluir
uno o mas transportadores veterinarios aceptables. Como se emplea en la presente memoria, “un transportador
veterinario aceptable” incluye cualquiera de los disolventes, medio de dispersion, recubrimientos, adyuvantes,
agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos,
agentes de adsorcion sostenida, y similares.

Los “diluyentes” pueden incluir agua, suero, dextrosa, etanol, glicerol, y similares. Los agentes isotonicos pueden
incluir entre otros, cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol, y lactosa. Los estabilizadores incluyen, entre otros,
albumina y sales alcalinas del acido etilendiaminotetracético.

Los “adyuvantes” como se emplean en la presente memoria, pueden incluir hidroxido de aluminio y fosfato de
aluminio, saponinas, por ejemplo Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica
Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), emulsién de agua en aceite, emulsion de aceite en agua, emulsion de agua
en aceite en agua. La emulsion se puede basar en particular en aceite de parafina liquida ligera (Farmacopea
Europea tipo); aceite isoprenoide tal como escualano o escualeno; el aceite resultante de la oligomerizacion de
alquenos, en particular de isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que contienen un grupo alquilo
lineal, mas particularmente aceites vegetales, oleato de etilo, di-(caprilato/caprato) de propilenglicol, tri-
(caprilato/caprato) de glicerilo, o dioleato de propilenglicol; ésteres de acidos grasos o alcoholes ramificados, en
particular ésteres del acido isostearico. El aceite se usa en combinacién con emulsionantes para formar la emulsion.
Los emulsionantes son preferiblemente tensioactivos no iénicos, en particular ésteres de sorbitano, de monooleato
(por ejemplo oleato de anhidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenglicol y de acido oleico, isostearico,
ricinoleico o hidroxiestearico, que son opcionalmente etoxilados, y bloques de copolimero polioxipropileno-
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polioxietileno, en particular los productos de Pluronic, especialmente L121. Véase Hunter et al., The Theory and
Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. S.). JohnWiley e Hijos, NY, pp51-94 (1995) y Todd et al.,
Vaccine 15:564-570 (1997). Por ejemplo, es posible utilizar la emulsion SPT descrita en la pagina 147 de “Vaccine
Design, The Subunit and Adjuvant Approach” editado por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995, y la
emulsion MF59 descrita en la pagina 183 del mismo libro.

Otro ejemplo de adyuvante es un compuesto que se elige a partir de polimeros del acido acrilico o metacrilico y los
copolimeros del anhidrido maleico y de derivado alquenilo. Los adyuvantes compuestos ventajosos son los
polimeros de acido acrilico o metacrilico que estan reticulados, especialmente con éteres polialquenilicos de
azucares o de polialcoholes. Estos compuestos son conocidos con el término carbémero (Phameuropa Vol. 8, N° 2,
Junio 1996). Los expertos en la técnica se pueden referir también a la Patente de E.E.U.U N° 2.909.462 que
describe tales polimeros acrilicos reticulados por un compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3 grupos
hidroxilo, preferiblemente no mas de 8, estando sustituidos los atomos de hidrégeno de al menos tres hidroxilos por
radicales alifaticos insaturados que tienen al menos 2 atomos de carbono. Los radicales preferidos son aquellos que
contienen de 2 a 4 atomos de carbono, por ejemplo vinilos, alilos y otros grupos insaturados etilénicamente. Los
mismos radicales insaturados pueden contener otros sustituyentes, tales como metilo. Los productos que se venden
bajo el nombre de Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, E.E.U.U) son particularmente adecuados. Hay polimeros
reticulados con alil sacarosa o con alil pentaeritritol. Entre ellos, pueden mencionarse el Carbopol 974P, 934P vy
971P. El mas preferido es el uso del Carbopol 971P. Entre los copolimeros de anhidrido maleico y de derivado
alquenilo, se prefieren los copolimeros EMA (Monsanto) que son copolimeros del anhidrido maleico y etileno. La
disolucién de estos polimeros en agua conduce a una disolucion acida se que neutralizara, preferiblemente hasta pH
fisiolégico, para dar la disolucion adyuvante dentro de la cual se incorporara la propia composicion inmunogénica,
inmunoldgica o vacuna.

Otros adyuvantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, el sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.), Bloque de co-
polimero (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), monofosforil Lipido A, amina lipoide Avridina
adyuvante, enterotoxina termolabil a partir de E. coli (recombinante u otra), toxina del célera, IMS 1314 o muramil
dipéptido, entre otros muchos.

Preferiblemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg
por dosis. Incluso mas preferiblemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 pg a
aproximadamente 10 mg por dosis. Incluso mas preferido el adyuvante se afiade en una cantidad de
aproximadamente 500 ug a aproximadamente 5 mg por dosis. Incluso mas preferido el adyuvante se afiade en una
cantidad de aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2,5 mg por dosis. Mas preferido el adyuvante se afiade
en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.

La composicion de la vacuna puede incluir ademas uno o mas de otros agentes inmunomoduladores tales como, por
ejemplo, interleuquinas, interferones, u otras citoquinas. Las composiciones de las vacunas pueden incluir también
Gentamicina y Mertiolato. Aunque las cantidades y las concentraciones de los adyuvantes y aditivos utiles pueden
determinarse facilmente por el experto en la técnica, las composiciones preferiblemente comprenden de
aproximadamente 50 ug a aproximadamente 2.000 ug del adyuvante y preferiblemente aproximadamente 250 ug/ml
por dosis de la composicion de la vacuna. Preferiblemente, las composiciones de las vacunas comprenden de
aproximadamente 1 pg/ml a aproximadamente 60 pg/ml de antibidticos, y mas preferiblemente menos de
aproximadamente 30 pg/ml de antibiéticos. Preferiblemente la vacuna de combinacién primero se deshidrata. Si la
composicion primero se liofiliza o deshidrata mediante otros métodos, después, antes de la vacunacion, dicha
composicion se rehidrata en disoluciones acuosas (por ejemplo suero, PBS (tampon fosfato salino)) o no-acuosas
(por ejemplo emulsiéon oleosa (aceite mineral, o aceite vegetal/metabolizable basado en una emulsion simple o
doble), basadas en aluminio, adyuvante basado en carbémero).

Como se describe anteriormente, el antigeno de L. intracellularis y cualquier otro componente activo inmunologico se
pueden formular como formulaciones mono o multivalentes, aunque se prefieren las formulaciones multivalentes. En
caso de que se preparen varias formulaciones mono y o multivalentes, se prefiere envasar todos los componentes
de la vacuna de combinacioén en un kit.

Dosis y administracién

Una cantidad eficaz de una vacuna de combinaciéon administrada a cerdos proporciona una inmunidad eficaz contra
infecciones microbioldgicas o un descenso en la incidencia o gravedad de los signos clinicos causados por L.
intracellularis y al menos otro patégeno enumerado anteriormente. Las combinaciones de antigenos preferidas para
el tratamiento y profilaxis de las enfermedades microbiolégicas en cerdos se enumeraron anteriormente.

Las combinaciones de vacunas como se describen en la presente memoria se administran generalmente a animales
susceptibles, preferiblemente cerdos, en una o mas dosis. La vacuna viva o muerta se puede administrar 1 6 2
veces a intervalos de 2 a 4 semanas. Para las vacunas vivas atenuadas, se prefiere una dosis. Preferiblemente, la
primera o Unica administracion se realiza cuando el animal tiene aproximadamente de 2 a 3 semanas a
aproximadamente 8 semanas de vida. Si una segunda administracion es deseable o necesaria, la segunda
administracién se realiza de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 semanas después de la primera
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administracion de la vacuna. Preferiblemente, la revacunacion se realiza en un intervalo de 3 a 12 meses después
de la administracion de cualquier vacunacién previa. La administracion de la posterior dosis de la vacuna se hace
preferiblemente en base a unos 6 meses a un ano. Preferiblemente, los animales vacunados antes de
aproximadamente 2 a 3 semanas de vida deberian revacunarse. La administracién de la posterior dosis de la vacuna
se hace preferiblemente en base a un afno.

La cantidad de la vacuna de combinacién que es eficaz depende de los ingredientes de la vacuna y del programa de
administracion. Normalmente, cuando en la vacuna de combinacién se usa un virus inactivo o un virus vivo
modificado, una cantidad de la vacuna contiene de aproximadamente 102 a aproximadamente 10° DICT50 por dosis,
preferiblemente de aproximadamente 10% a aproximadamente 108 DICT50 por dosis, mas preferiblemente, de
aproximadamente 10* a aproximadamente 108 DICT50 por dosis. En general, el antigeno inactivo se usa
normalmente en cantidades mayores que en virus vivos modificados.

Normalmente, cuando el antigeno bacteriano se usa en la vacuna de combinacion, la vacuna contiene una cantidad
de aproximadamente 103 a aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por dosis, preferiblemente
de aproximadamente 10* a aproximadamente 108 (UFC) por dosis, mas preferiblemente de aproximadamente 10° a
aproximadamente 108 (UFC) por dosis.

En particular, cuando en la vacuna de combinaciéon se usan bacterias vivas modificadas de L. intracellularis, por
ejemplo los aislados de bacterias designado aislado B3903, N° de acceso de la ATCC PTA 4926 y designado como
aislado N34NP40wk, N° de acceso de la ATCC 55783 (ambos descritos en la WO 96/39629 y WO 05/011731), la
dosis recomendada que se administrara a un animal susceptible es preferiblemente de aproximadamente 3,0 DICTsp
(dosis infectiva del 50% en cultivo de tejidos)/dosis a aproximadamente 6,0 DICTso/dosis y mas preferiblemente de
aproximadamente 4,0 DICTso/dosis a aproximadamente 5,0 DICTso/dosis. Preferiblemente, el titulo de la vacuna es
de aproximadamente 4,9 DICTso/dosis como se determina por el ensayo de dilucién de la Dosis Infectiva del 50% en
Cultivo de Tejidos (DICTso). En general, la cantidad de inmunogeno estara entre 5 y 5.000 microgramos, y entre 102°
y 10%° DICTso, preferiblemente entre 1039y 1089 DICTso, mas preferiblemente entre 1040y 1059 DICTso, cuando se
usa una bacteria purificada.

En particular, cuando en las vacunas de combinacion se usa Erysipelothrix rhusiopathiae, por ejemplo en forma de
Ingelvac® Ery-ALC, la dosis recomendada que se administra al animal susceptible es preferiblemente de
aproximadamente 1 x 108° UFC (unidades formadoras de colonia)/dosis a aproximadamente 1 x 10'%5 UFC/dosis y
mas preferiblemente de aproximadamente 1 x 10°° UFC/dosis a aproximadamente 9 x 10%° UFC/dosis.

En particular, cuando en las vacunas de combinacion se usa Salmonella spp., en particular S. choleraesuis
avirulenta, por ejemplo en forma de Enterisol® SC54FF, la dosis recomendada que se administra al animal
susceptible es preferiblemente de aproximadamente 1 x 107° UFC (unidades formadoras de colonia)/dosis a
aproximadamente 1 x 10%° UFC/dosis y mas preferiblemente de aproximadamente 1 x 1089 UFC/dosis a
aproximadamente 6 x 108° UFC/dosis.

Las vacunas de subunidades se administran normalmente con un nivel de inclusion de antigeno de al menos 0,2 ug
de antigeno por dosis, preferiblemente con aproximadamente de 0,2 a aproximadamente 400 ug/dosis, aun mas
preferiblemente con aproximadamente de 0,3 a aproximadamente 200 pg/dosis, incluso mas preferiblemente con
0,35 a aproximadamente 100 ug/dosis, aun mas preferiblemente con aproximadamente de 0,4 a aproximadamente
50 pg/dosis, aun mas preferiblemente con aproximadamente de 0,45 a aproximadamente 30 pg/dosis, aun mas
preferiblemente con aproximadamente de 0,6 a aproximadamente 15 pg/dosis, incluso mas preferiblemente con
aproximadamente de 0,75 a aproximadamente 8 pg/dosis, incluso mas preferiblemente con aproximadamente de 1,0
a aproximadamente 6 pg/dosis, aun mas preferiblemente con aproximadamente de 1,3 a aproximadamente 3,0
pg/dosis.

La composicidon como se describe en la presente memoria se puede aplicar intradérmicamente, intratraquealmente,
o intravaginalmente. La composicion se puede administrar preferiblemente intramuscularmente o intranasalmente.
En el cuerpo de un animal, puede demostrar ventajas al aplicar las composiciones farmacéuticas como se describen
anteriormente via intravenosa o por inyeccion directa en los tejidos diana. Para aplicacion sistémica se prefieren las
vias intravenosa, intravascular, intramuscular, intranasal, intraarterial, intraperitoneal, oral, o intratecal. Una
aplicacion mas local se puede efectuar subcutaneamente, intradérmicamente, intracutaneamente, intracardialmente,
intralobulalmente, intramedularmente, intrapulmonarmente o directamente en el o cerca del tejido que se trata (tejido
conectivo, 6seo, muscular, nervioso, epitelial). Dependiendo de la duracién deseada y de la eficacia del tratamiento,
las composiciones como se describen en la presente memoria se pueden administrar una o varias veces, también
intermitentemente, por ejemplo diariamente durante varios dias, semanas o meses y en diferentes dosis.

Se pretende que las composiciones de las vacunas descritas aqui se utilicen como inmundgenos en vacunas
antimicrobianas para cerdos. Sin embargo, cuando proceda, las composiciones de las vacunas como se describen
en la presente memoria se pueden utilizar también para el tratamiento y profilaxis de otros animales, incluyendo
aves, peces, y otros mamiferos tales como, vacas, caballos, y primates.
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Meétodos de tratamiento

Se describe ademas un método para la profilaxis o tratamiento de enfermedades y/o disminucion de los signos
clinicos causados por L. intracellularis, y uno o mas de otros microorganismos patogénicos porcinos, en donde el
antigeno de L. intracellularis se administra a un animal no humano que lo necesita, junto con otros componentes
activos inmunolodgicos eficaces para el tratamiento y/o profilaxis de la infeccion causada por dicho ofro
microorganismo patdgeno porcino. Microorganismos patogénicos porcinos relevantes asi como preferidos en las
vacunas de combinacién que se pueden usar son los descritos anteriormente. Preferiblemente, el antigeno L.
intracellularis y al menos otro componente activo inmunolégico eficaz para el tratamiento y/o profilaxis y/o
disminucion de los signos clinicos de la infeccién causada por otros microorganismos patégenos porcinos distinto de
L. intracellularis se administran en forma de una formulacién mezclada en un vial Unico. EI mas preferido, de todos
los componentes antigénicos, incluyendo el antigeno L. intracellularis son las vacunas que se mezclan juntas en
forma de un vial unico. Sin embargo, preferiblemente, el antigeno de L. intracellularis y uno o mas de los
componentes activos inmunoldgicos adicionales eficaces para el tratamiento y/o profilaxis de infecciones causadas
por uno o mas de los otros microorganismos patdgenos porcinos distintos de L. intracellularis se administran en
forma de formulaciones en viales Unicos separados, que se administran separadamente al menos en una semana,
preferiblemente en 2 a 5 dias, mas preferiblemente en un dia, incluso mas preferiblemente en 12 horas, incluso mas
preferiblemente en 6 horas, incluso mas preferiblemente en 3 horas, mas preferiblemente en 1 hora.

La presente invencion se describe ademas en los siguientes ejemplos que se proporcionan solo con fines ilustrativos
y no han de interpretarse como limitantes.

Ejemplos de referencia

Eficacia de una vacuna de combinacién que comprende antigeno de Lawsonia intracellularis, Erysipelothrix
rhusiopathiae y Salmonella choleraesuis:

Sustancias ensayadas:

Vacuna de Lawsonia intracellularis, Cultivo Vivo Avirulento, nombre comercial Enterisol® lleitis FF, Codigo de
Producto 10L1.00; Vacuna Lawsonia intracellularis, Cultivo Vivo Avirulento, nombre comercial Enterisol® Ileitis
Liofilizado, Cédigo de Producto 10L1.01; Vacuna de Erysipelothrix rhusiopathiae; Cultivo Vivo, nombre comercial
Ingelvac® Ery-ALC, Codigo de Producto 1541.00; Vacuna de Salmonella choleraesuis; Cultivo Vivo Avirulento,
nombre comercial Enterisol® SC-54FF, Codigo de Producto 19A1.00. Todos los productos estan registrados por
Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc., St. Joseph, MO, E.E.U.U.

Formulacion

Los articulos de ensayo fueron las vacunas de combinacion que consisten en 1 ml v/v cada uno de Enterisol® lleitis
(FF o LYO)- Enterisol® SC-54, FF- Ingelvac® ERY-ALC FF. Tres viales de cada componente de la vacuna se
agruparon individualmente. El componente ERY se usé en las formulaciones de vacuna sin diluir. Los componentes
de L. intracellularis, FF y LYO, y SC-54 se diluyeron como se muestra a continuaciéon antes de la adicion a la
formulacion de la vacuna final.

Dilucion de L. intracellularis, FF: 2,5 ml de bacterina en 97,5 ml de medio de cultivo
(1:40)

Dilucion de L. intracellularis, LYO: 31,6 ml de bacterina en 68,4 ml de medio de cultivo
(1:3,2)

Dilucion de SC-54: 50 ml de bacterina en 250 ml de PBS (1:6)

Las vacunas finales se formularon con volimenes iguales para los tres componentes
A. Eficacia del componente L. intracellularis:

Los objetivos del estudio eran demostrar la eficacia de las formas liofilizada y congelada del antigeno de Lawsonia
intracellularis en cerdos jovenes cuando se daban en combinacion con el antigeno de Erysipelothrix rhusiopathiae y
el antigeno de Salmonella choleraesuis y la ausencia de interferencia por el antigeno de Erysipelothrix rhusiopathiae
y el antigeno de Salmonella choleraesuis en la eficacia del antigeno de Lawsonia intracellularis.

Disefio experimental:

El estudio consistid en 4 grupos de tratamiento de lechones destetados de 3 semanas de vida (+/- 5 dias) con
ensayos de cerdos de L. intracellularis negativos. Se dieron todas las vacunaciones el dia 0 del estudio. El grupo 1
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de tratamiento (n=20) recibira una dosis diana de 1 x 10*° DICTso/dosis de Enterisol® lleitis (FF) en combinacién con
Ingelvac® ERY-ALC (9 x 10° ufc/dosis) y Enterisol® SC-54 (FF) (4 x 102 ufc/dosis) a través de una solucion oral para
remojar la comida. El grupo de tratamiento 2 (n=20) recibira una dosis diana de 1 x 10*° DICTs¢/dosis de Enterisol®
lleitis liofilizado en combinacion con Ingelvac® ERY-ALC (9 x 10° ufc/dosis) y Enterisol® SC-54 (FF) (4 x 108
ufc/dosis) a través de una solucién oral para remojar la comida. El grupo de tratamiento 3 (n=20) se designé como
los “controles de la exposicion al estudio” y no recibié vacunacién pero se le proporcioné un volumen de placebo
equivalente a través de una solucién oral para remojar la comida. El grupo de tratamiento 4 (n=10) se designé como
estudio de los “Controles Estrictos” y no recibieron vacuna o tratamiento placebo o exposicion.

En el dia 23 del estudio, los grupos de tratamiento 1, 2 y 3 (20 cerdos cada uno) recibieron una dosis diana mayor
de 1 x 107° DICTso heterologa del cultivo puro virulento de menor transito del material de exposicion (L.
intracellularis) mediante una sonda. Tres semanas después de la administracion de estudio (dia 43), se sacrificaron
todos los grupos de tratamiento (del 1 al 4) y se realizaron necropsias para el analisis macroscépico y microscopico
de las lesiones de PPE.

Resultados:
Lesiones macroscépicas

En la necropsia, se retiré una seccion del tracto intestinal de aproximadamente 1 metro de largo que contiene
segmentos del ileon, ciego y colon de cada cerdo y se examinaron las lesiones macroscopicas. Las lesiones se
puntuaron por gravedad y se eliminé la union ileocecal para su tincion inmunohistoquimica (IHC). La Tabla 1 de
abajo, muestra las puntuaciones de lesidon media para el grupo de tratamiento por sitio de lesién y el nimero de
animales con una puntuacién positiva por grupo. El grupo de tratamiento 4, los controles estrictos, se incluyen en
esta tabla porque 2 de los 10 animales tuvieron puntuaciones de lesiones leves caracterizadas por enrojecimiento e
hinchazén ligera en el colon.

Tabla 1. Promedio de las puntuaciones de las lesiones macroscopicas por grupo de tratamiento y nimero de
animales con una puntuacion positiva dentro de los grupos.

Grupo ID Tratamiento Puntuacién del | Puntuacién del | Puntuacion del Puntuacion # ‘+'/grupo

ileon ciego colon global del total
grupo

1 Combinacién-FF 0,2 0 0,1 0,32 5/202

2 Combinacioén-Lyo 0,3 0 0 0,32 4/202

3 Controles 1,2 0,4 0,3 1,90 13/18P

4 Controles 0 0 0,2 0,2 2/10

estrictos

abpyntuaciones con diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Los controles
estrictos no eran parte del analisis estadistico.

Los analisis estadisticos, las puntuaciones globales y los animales positivos por grupo de tratamiento, se llevaron a
cabo en las puntuaciones de los sitios individuales. Hubo una diferencia estadisticamente significativa entre los
vacunados en los grupos de tratamiento 1 y 2 frente a los controles para las puntuaciones de las lesiones
macroscopicas en general y por grupo de tratamiento (p<0,0001). Hubo también una diferencia significativa entre las
vacunados frente a los controles en el nimero de animales positivos (p<0,0001). No hubo una diferencia significativa
entre los grupos de tratamiento 1y 2.

Lesiones microscopicas

La Tabla 2 de abajo, muestra los datos de lesién microscépica por grupo de tratamiento. Obsérvese que el grupo de
tratamiento 4 no tenia muestras positivas para L. intracellularis.
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Tabla 2. Promedio de las puntuaciones IHC para lesiones microscopicas por grupo de tratamiento.

Gupo Tratamiento Sitios del Lesiones IHC Sitios del Lesiones IHC #
ID intestino del positivo intestino del positivo ‘+’/grupo
delgado intestino del grueso intestino del total
delgado intestino grueso intestino
delgado grueso
1 Combinacion- 0,4 0,3 0,35 0,1 0,05 0,05 5/20
FF
2 Combinacion- 0,45 0,40 0,30 0,25 0,15 0,15 6/20
Lyo
3 Controles 0,56 0,39 0,39 0,22 0,22 0,28 6/18
4 Controles 0 0 0 0 0 0 0/10
estrictos

El grupo control mostré mayores puntuaciones de las lesiones microscépicas con mas animales positivos que la de
los grupos vacunados pero las diferencias observadas no eran estadisticamente significativas (p >0,05).

Conclusién

Los resultados de este estudio demuestran que en la combinacion de Ingelvac® ERY-ALC, Enterisol® SC-54, con
Enterisol® lleitis, ALC no causa interferencia con la fraccién de Lawsonia de la vacuna. Ambas formas de la vacuna,
congelada y liofilizada, redujeron significativamente las lesiones intestinales causadas por Lawsonia intracellularis en
este estudio vacunacion/exposicion. No se observd en este estudio interferencia por las vacunas de Erysipelothrix y
Salmonella en la eficacia de la vacuna de Lawsonia.

B. Eficacia del componente Erysipelothrix rhusiopathiae:

Los objetivos del estudio eran demostrar la eficacia de las formas liofilizada y congelada del antigeno de
Erysipelothrix rhusiopathiae en cerdos joévenes cuando se daban en combinacién con el antigeno de Lawsonia
intracellularis y el antigeno de Salmonella choleraesuis y la ausencia de interferencia por el antigeno de Lawsonia
intracellularis y el antigeno de Salmonella choleraesuis en la eficacia del antigeno de Erysipelothrix rhusiopathiae.

Disefio experimental:

Este estudio consistié en cuatro grupos con 15 animales en cada uno de los grupos 1, 2, y 3, y cinco animales en el
grupo 4. El grupo 1 se vacuné con Ingelvac® ERY-ALC (9 x 10° ufc/dosis), Enterisol® SC-54 (6,9 x 108 ufc/dosis) e
Enterisol® lleitis (1 x 10%' DICTso/dosis), en combinacion, a través de una solucion oral para remojar la comida, el
dia 0. El grupo 2 se vacuné sélo con Ingelvac® ERY-ALC (9 x 10° ufc/dosis) a través de una solucion oral para
remojar la comida, el dia 0. Los grupos 3 y 4 sirvieron como controles de exposicion y controles estrictos,
respectivamente.

A los cerdos de los grupos 1, 2, y 3 se les expuso a una cepa virulenta E-1-6 de E. rhusiopathiae el dia 21 por
inyeccion intramuscular en el masculo del muslo (4 x 10 ufc/dosis). Los animales se observaron diariamente para
detectar signos clinicos, lesiones, o temperaturas elevadas asociadas con Erysipelas. Se sacrificaron todos los
animales a los siete dias después de la exposicion. Se realizd la necropsia a los cerdos que mostraron signos
clinicos y/o temperaturas elevadas. Se recogieron muestras de rifién y bazo en un intento de determinar si la causa
de las lesiones clinicas y/o las temperaturas elevadas fueron debidas a una infeccion por Erysipelas.

Resultados:
Observaciones clinicas:

Se realizaron observaciones clinicas diarias a partir del Dia 19 del Ensayo (-2 DPC) hasta el Dia 28 (7 DPC). No se
observaron sintomas clinicos en el grupo al que se proporcion6 la vacuna de combinacién. Sélo uno de los quince
(6,7%) animales que recibieron Ingelvac® ERY-ALC estaba aletargado y tuvo una lesidon que era roja y elevada. En
cambio, en la exposicién se afectaron todos los animales control de exposicién, con sintomas que incluian
respiracion rapida, letargo, lesiones rojas y elevadas, y cojera. Hubo también un 33% de tasa de mortalidad en el
grupo control de exposicion donde la muerte aparecia en 5 de 15 animales.
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Tabla 3: Signos Clinicos
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Grupo de tratamiento # de animales afectados Aislamiento bacteriano (% Mortalidad
Positivo)
Ery/SC-54/lleitis 0/15 (0%) N/A 0/15 (0%)

Ingelvac® Ery-ALC

1/15 (6,7%)

1/1 (100%)

0/15 (0%)

Controles de exposicion

15/15 (100%)

13/15 (86,7%)

5/15 (33,3%)

Controles Estrictos

0/15 (0%)

N/A

0/15 (0%)

Cultivo del érgano tras la exposicion:

Al terminar el estudio, los animales se sacrificaron, y a los afectados con signos clinicos por erisipelas se les realizé
la necropsia, y se cultivaron el rifidn y el bazo para observar la presencia de Erysipelothrix. Se encontré E.
rhusiopathiae en 13 de los 15 animales en el grupo control de exposicion, y en uno de los animales en el grupo de

Ingelvac® Ery-ALC.

Tabla 4: Resultados del cultivo de érganos tras la exposicion

Parametros SC-54/Ery lleitis Ingelvac® Ery-ALC Controles de Controles Estrictos
exposicion
Puntuacion Clinica 0 6,7 100 0
(% afectado)
% Mortalidad 0 0 33,3 0
Aislamiento N/A 6,7 86,7 N/A
Bacteriano (% Pos)
Temperatura media 39,83 39,72 40,38 39,55
(°C)
(103,7 F) (103,5 F) (104,7 F) (103,2 F)
Conclusion:

En la combinacion de Ingelvac® Ery-ALC, Enterisol® SC-54, y Enterisol® lleitis, ALC prob6 que era eficaz contra E.
rhusiopathiae y, ademas prueba que no hay interferencia desde las vacunas de Enterisol SC-54 y Enterisol lleitis.

C. Eficacia del componente Salmonella choleraesuis:

Los objetivos del estudio eran demostrar la eficacia de las formas liofilizada y congelada del antigeno de Salmonella
choleraesuis en cerdos jovenes cuando se daban en combinacién con el antigeno de Lawsonia intracellularis y el
antigeno de Erysipelothrix rhusiopathiae y la ausencia de interferencia por el antigeno de Lawsonia intracellularis y el
antigeno de Erysipelothrix rhusiopathiae en la eficacia del antigeno de Salmonella choleraesuis.

Disefio experimental:

Este estudio consistid en cuatro grupos con 15 animales en los grupos 1,2, y 3, y cinco animales en el grupo 4. Los
cerdos del grupo 1 se vacunaron con la combinacion de Ingelvac® Ery-ALC (3,3 x 100 logs/dosis), Enterisol® SC-54
(2,8 x 108 logs/dosis) y Enterisol® lleitis (6,1 logs/dosis) a través de una solucion oral para remojar la comida, el dia
0. Los cerdos del grupo 2 se vacunaron solo con Enterisol® SC-54 a través de una solucion oral para remojar la
comida, el dia 0. Los cerdos de los grupos 3 y 4 no recibieron vacuna de tratamiento y sirvieron como controles de
exposicién y controles estrictos, respectivamente.

Los cerdos de los grupos 1, 2, y 3 se expusieron intranasalmente a Salmonella choleraesuis virulenta, Cepa 38, el
dia 28 (2,93 x 10° ufc/dosis). Se recogieron diariamente muestras fecales tras la exposicion y se cultivaron para
observar Salmonella spp. Los animales se pesaron al tiempo de la vacunacion, de la exposicion, y de la necropsia.
Se monitorearon las temperaturas corporales durante dos dias antes de la exposicion y diariamente después de la
exposicién. La salud clinica de cada animal se monitored durante la duracién del estudio. A la terminacién del
estudio (dia 41), los cerdos se sacrificaron y se recogieron los 6rganos (amigdala, pulmon, higado, bazo, ganglios
linfaticos mesentéricos (GLM), ileon, y colon) y cultivaron para la presencia de Salmonella spp.
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Resultados:

Se utilizaron las vacunas Ingelvac® Ery-ALC y Enterisol® lleitis segun la dosis recomendada en la etiqueta, y la
vacuna de Enterisol® SC-54 se diluyo a la dosis de inmunizacion minima, 2,8 x 10% ufc/mL, antes de la
administracion. Se realizaron observaciones generales desde la vacunacion hasta la exposicion. Clinicamente,
ambos grupos vacunados (combinacion y Enterisol® SC-54 en solitario) funcionaron bien contra Salmonella
choleraesuis virulenta, con reducciones significativas (P<0,05) en las temperaturas rectales, sintomas clinicos, e
incremento en la ganancia de peso en comparacion con los controles de exposicion. Hubo notables diferencias entre
los grupos vacunados y el control de exposicion en los resultados de los cultivos. Ambos grupos vacunados habian
reducido las cantidades de diseminacion fecal (8,1%-combinacion, 11,4%-SC-54) como se compar6 para los
controles de exposicion (24%), con reducciones significativas (P<0,05) del numero de animales que diseminaban la
bacteria en los ultimos 5 dias de los 13 dias del periodo de observacion. Se encontré Salmonella choleraesuis en
todos los tejidos de los grupos vacunados con Enterisol® SC-54 y en los grupos control de exposicion, pero sélo en
cuatro de los siete tejidos en cada vacunado del grupo de la vacuna en combinacion. Ademas, hubo una reduccion
significativa (P<0,05) en la recuperacion de bacterias de GLM y del colon de cerdos en ambos grupos vacunados
comparado con el grupo control de exposicion.

Tabla 5: Tabla de Compendio de Resultados

Parametros Salm/Ery Lawsonia Solo Salmonella Controles de Controles Estrictos
exposicion
Puntuaciones 10,26 10,34 10,28 10,02

Clinicas Medias

* # dias 3 dias (31,39, y 40) 2 dias (39 y 40) N/A 2 dias (31y 39)
significativamente
diferentes (P<0,05) a
partir de los
controles de
exposicion (post-

exposicion)
Temperaturas 39,83 39,94 40,27 39,55
Rectales Medias
(°C) (103,7 F) (103,9 F) (104,5F) (103,2 F)
* # dias 10 dias (31-41) 8 dias (32-39) N/A 10 dias (29-38)

significativamente
diferentes (P<0,05) a
partir de los
controles

Media diaria de la 0,382P 0,452 0,27° 0,69°

ganancia de peso
(Kg/dia post- (0,842°bs) (1,002 Ibs) (0,60° Ibs) (1,54¢Ibs)

exposicion)

Cultivo Fecal (%Pos) 8,1 11,4 24 1,7

Cultivo Tisular (% 9,5 171 35,7 0
Pos)

ab= | as letras similares no son estadisticamente (P<0,05) diferentes
Conclusioén:

La combinacion de Ingelvac® ERY-ALC, Enterisol® SC-54, y Enterisol® lleitis, probd ser eficaz contra la exposicion
a Salmonella choleraesuis virulenta. Por otra parte, este estudio demuestra que no hay interferencia de la vacunas
Ery-ALC e lleitis-ALC con la vacuna SC-54.
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REIVINDICACIONES
1. Una vacuna de combinacién que comprende

i) antigeno L. intracellularis eficaz para reducir la incidencia o disminuir la gravedad de la enteropatia proliferativa
porcina (PPE, por sus siglas en inglés) causada por Lawsonia intracellularis, en donde el antigeno L. intracellularis
es L. intracellularis muerto, y

ii) componentes inmunoldgicos activos de M. hyopneumoniae y circovirus porcino eficaces para el tratamiento y/o
la profilaxis de infecciones causadas por M. hyopneumoniae y circovirus porcino, en donde el componente activo
inmunolégico de M. hyopneumoniae es M. hyopneumoniae muerto.

2. La vacuna de combinacion de la reivindicaciéon 1, en donde el componente activo inmunoldgico eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones causadas por circovirus porcino es una parte activa inmunoldgica del
circovirus porcino.

3. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 1, en donde el componente activo inmunolégico eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones causadas por circovirus porcino se elimina por circovirus porcino.

4. La vacuna combinada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la vacuna combinada comprende
ademas un vehiculo veterinariamente aceptable.

5. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 4, en donde el vehiculo veterinariamente aceptable es un
adyuvante.

6. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 5, en donde el adyuvante se selecciona del grupo de emulsion de
agua en aceite, emulsion de aceite en agua o emulsion de agua en aceite en agua.

7. Un kit que comprende:

i) antigeno de L. intracellularis eficaz para reducir la incidencia o disminuir la gravedad de la enteropatia
proliferativa porcina (PPE) causada por Lausonia intracellularis, en donde el antigeno de L. intracellularis es L.
intracellularis muerto, y

ii) componentes activos inmunolégicos de M. hyopneumoniae y circovirus porcino eficaces para el tratamiento y/o
la profilaxis de infecciones causadas por M. hyopneumoniae y circovirus porcino, en donde el componente activo
inmunolégico de M. hyopneumoniae es M. hyopneumoniae muerto, en un envase.

8. Un kit que comprende:

i) antigeno de L. intracellularis eficaz para reducir la incidencia o disminuir la gravedad de la enteropatia
proliferativa porcina (PPE) causada por Lawsonia intracellularis, en donde el antigeno de L. intracellularis es L.
intracellularis muerto, y

ii) componentes inmunoldgicos activos de M. hyopneumoniae y circovirus porcino eficaces para el tratamiento y/o
la profilaxis de infecciones causadas por M. hyopneumoniae y circovirus porcino, en donde el componente activo
inmunolégico de M. hyopneumoniae es M. hyopneumoniae muerto,

en dos 0 mas envases.

9. El kit de las reivindicaciones 7 u 8, en donde el componente activo inmunolégico eficaz para el tratamiento y/o la
profilaxis de infecciones causadas por circovirus porcino es una parte activa inmunoldgica del circovirus porcino.

10. El kit de las reivindicaciones 7 u 8, en donde el componente activo inmunoldgico eficaz para el tratamiento y/o la
profilaxis de infecciones causadas por circovirus porcino es circovirus porcino muerto.

11. La vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en un método para la profilaxis
o el tratamiento de enfermedades causadas por L. intracellularis, M. hyopneumoniae y circovirus porcino.
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