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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacidon legal cuando el solicitante sea persona
juridica. =

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver expediente No. ‘\'\0141‘(3

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones.
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, .
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos :
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.
Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero :
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta .
salicitud. :

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional

§

FIGURA CARACTERISTICA:

4 N

\_ /

@ Solicito fa concesion de la patente,

NOMBRE: CARLOS R. OLARTE FIRMA: ~
C.C. 79.782.747 Bta T.P. 74.295—
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it docwmento pablico es una fraduccion al espafiol de un documento en idioma ingldés
presentado ante mi.

ROBLERTCO M. OLARTE GARCIA BESEE R A
Traductor ¢ lntérprete Oficial BT

Nintsterio de Justicia
{icencra 0041/19906

ESTADO DE MEISSOURI
Oficina del Secretario de Estado
Solivitado para uso cn COLOMBIA
No para ser wsado en 1os Estados Unidos de América.
4 proposito de fa Apostilla es el de certificar la autenticidad de la ribrica del [uncionario quien firma ¢l

docimento. el cargo del funcionario quien firma el documento, y, donde fuese adecuado. la certificacion del
sell,

APOSTILLA

(Convencidn de la Haya del 8 de octubre de 1961)

[ Paix Lstados Unidos de América

Liste documento prblico

! ha sido fivmadao por JUANITA M. NOBLE
] actyando en calidad de Notario Pablico. Estado de Missourt '
I Hova el sello de JUANITA M. NOBLLE - NOTARIO PUBLICO -
LSTADO DIE MISSOURI
CERFIFICA
Ay en Jellerson City, Missouri
0. este 24 de tebrero de 2011
7. Por Robin Carnahan, Secretatio de Esiado, Estado de Missouri
8 N, 2320206

4, (SELLO GEICIALSELLO DEL SECRETARIO DE ESTADO - MISSOURD
[0, Firma:

(hirmas tlepible)




n
Pistado de vlissouri

Contdado de Buchanan

EE L de febrero de 2011, anti mi Juanita M. Mable, Notario Pablico para este estado,
compareeld de manera personal R Michael Deveman, Sub-Secretario y Director Juridico
para Bocehringer Ingelheim Vetmedica, Ine., quicen doy fe de ser la persona cuyo nombre
csld suserito en el presente documento quien actiia a nombre de dicha compaiiia v

teeonoelo anle mi gue {itmo la misma para los lines expresados en el mismo.
v testimonio del cual me suscribo y coloco el sello oficial.

(i ilepible)

Notario Mablico

N comision vence: 3/4/12

Sellan JUANMITA n NOBLE

MNotarto Pblico, Seltlo Notarial

Fostado de Missouri

Condado de Buchanan

Comision No. 08495643

Mi comision venee el 4 de marzo de 2012



ESTADO DE MISSOURI
Oficina del Seeretario de Estado
Solicitado para usy en COLONBIA
No para ser asado en log Estados Unidus de Amciien, »
LD propaosito de ta Apostitia es el de certificar ta autenticidad Je la rabrica del funcionario guien firna e

documento, el cargo del funcionario quien firma ol documento, y, donde fiese adecuado, la cortificacian . |
selto,

ATUSTILLA

(Convencion de In Iasa del § de octubre de 1961)

Pais: istados Unidos de Amdérica

iste documento pablico

2 ha sido finmado por JUANITA M. NOBLE
3 actuando en calidad de Notario Publico, Estado de Missouri ’
o eva el sello de JUANITA M. NOBLE;’,_NOTAL{LO PUBILICO -
ESTADO DE MISSOURI
CERTIFICA
o cu Jeflerson City, Missouri
0 este 3 de marzo de 2011
7 Por Robin Carnahan, Secrelario de Istado, Estado de Missouri
o, No. 232703

4, (SLELLO OFICIAL: SELLO DL, SECRETARIO DI ESTADO - MISSOUR 3]

[0 Firma:

(lirma: ilegible)



TOLARTE MO URE
OFARTEMOURIE & ASOCIADOS L1

Certiticacion Noterial

traduaceion adicional)

Bochringer Ingclheim Vetmedica, Inc. Declarmcion de Consentimiento Ungnjine e T
Dircetores con lecha de 8 de noviembre de 2007

Fsttutos de Bochringer Ingelheim Vetmedica, Ine. 19 e nayo de 2009

i ilepible)
R NMichac Herviman
Hub-Searetario

Bochringer Inpelheim Vetimedica, Ine.
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Ao, o ( N
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Fhis putyli docime g
hos heen signed by

JUANITA M. NK)RLL

Loheting i, the Caphwity <\l"__ND‘];ABY PUBU( SSTA L or '\’”SSOUR'
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Sy Ronin ¢ Arnahan, SECICTary of State, State of Bfiszong

252006
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The mndersigne.,l,
L OENRINGR RINGE

domiciled iy
2621 Norn Be
by means of these
R Ofayge and/or Ju

full aad sufficient p

l¢ Highway, s¢. jq.
hereby grants (o Carlos
an Guilleimo Mowge
ower of Attorney 1o Tile,
prosecite, oliain, defend and enforce any ang all of
the company’s Pagepis for Inventioals, Uiitity
fodels, Lnyum—l’)esigns (topogr:aphics) ef
Hutegrage C‘.ircui‘ds, Vadustria] Designs,
'd‘r;u!mmu'l’(&, A«H\'eruisiug Slogans, Trade Naes,
C‘unum-rciul H?,umhﬂems, Geographﬁ cal }hadicaiﬁmm,

Secrets, Obtaines

Protection o Trade
(;“urti&'ic-:ltes, Ulp»yrights, Registragioy of Domaiy
Nawnes, Llealih; }'Registr:aﬁoals, Or any other
iniclectaag Preperty righ, ajs, to file Unfaip
competition aejous and request infunctions iy the
Republic of Colombia, 1 which end i eMpowers
them  to  fake all steps necessary  before any
admiinistvative o judicial authority of any class for
the objecis stated. (o file petitions, recourses, replies
afnd oppesitions, Pay taxes and annuities, request
leslinmnit}s, Feceive documens and Securities,
abaiudon ipplications, collect refunds, desist, settla,
coneiliaie o negotiate, Sufficient POWer is herelyy
statied 16 recgjys notifications o behalf of (i
Company, o conier powers oy those who are to
1epresent, the conu;-anyjmlicially and extl"qjllcii(:iall)/,
o answey iy Court in the mattey of all claijg and
demands that May be presented iy Connection wig)
the objecis Stated,

these

presents

giving them likewise power tg
and

substitute
subslilulion;;.

presents tevoke  sych

Signzllm'e/Fii'ma:

Date/Fecha:

Cily,Couni:i'y/C'iudad,P

ais:

Diagonal 34 S3-

el 1 57

W

seph, MO 64506-2

e IR .-

(L 6o1-7700 Fax: -+ 57 )

w.nlm]gmggl_rg.

El suscrito,

LHEIM VETI\/IEIDICA, INC.

domiciliado en
BOZ Uniteq States of Ameriea

POr niedio del pregenqe olorga a Carlos §.
Olarte y/o Juan Guillermo Monye
amplio y suficiente PR presentar,
obtener, defender Y hacer respetar
cualquiera de Jag Patentes de 1y
de Utilidag, Lsquemas (e
Circnivos Integiados, Diseiios
Mzn‘c:ls, Lemas Counercinlm,
Comerciales, Enseiias
Denomimmciunes e Origeq,
Secretos Emprcsnri;\les,
Obl'eutm:‘, Dervechos e
NMowmbres o Domniinio, 12e
cualquier otro bie
inmbién para
tompetencia degle
a nembre de |

padeg
rasnif,,
todas
eaeion, Mo,
Frazados 4,
Fadusevialey,
Noimbry
Comeigingoy,
Proteccign
Certificados e
Avitor, Registie g,
gistros Sanitavies,
B ode propisdad indelectuny
Preseniar  accinpes e
al y pedir medidas canielnyes
4 compaiiia en |y Repablica
Colombia, 5 cuyo efecto log taculta para day todog
los  pasos necesarios  apge cualquier  avtori g
administrativa o Judicial de cualquier Jerarquia
Para  cumpliv - ¢op fo Sircomendado,  oloyy,
solicitudes, Tecursos, respuestas ¥ oposiciones,
Pagar  impuesos Y anualidades solicilar
tesrimonios, recibir documeniog ¥ valores, desistir.
transigir, y percibis. Se convede poder bastan(e
Para  recibir Notificaciones nombre  do |,
Compaiiia, otorgar poderes g quicnes vayan g
representar 5 la compaiiiy Judicial y
ex(rajudicialmente, responder en juicio 4 todas las
reclamaciones ¢ demandas QUe por motivo da Jo
encomendado se Presentaren, dindoles asimismo
tacultagd bara sustituj; ¢f Presente y reyoeny dichag
Sustituciones,

aly

G

<3

-1

RE Brrpq e

601-779

— S

aD.C, Colombiy,

Y e-mail: 01Ti(.‘€({i’0fﬂll"_ﬂ)()lII'C.C(LI__
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CHEARTEMGOURE

~ OLARTE MOURE % ASACIADOS LTDA,
1}
State of Missouri )

County of Buchanan )

I

11 /;I'..\.i? {
Onthis /4 7 gay of [faYs . in the year 2011 before me, Tevan it /";[’_l@_liﬁ F Moty

Fublic in and for said state, personally appeared R Michael I—Ierrman,m Secretary and Genepal
Coungel for Beobringer Ingelheim Vetmedica, Inc., known to me to be the person whose TRITITNE
subscribed to the within mstrument on behalf of sajd corporation and acknowledped (o 1w i
he exceuted the sane for the purposes therein stated.

t witness wherea!, 1 hereunto set my haind and official seal.

// ~ (“ - 'i.«'? ":)
i
Notg] 1.';:}‘11 blic

/ .

My Comumission xpires: B/¢ o

UANIA 3 N
Pukslic, Mot

i Staie of Migsouy
(seal) ., - Buchanan Coungy
. S i~ S OMmmMission NB4%54.43 s
3 it Commission Explres Marei (

T

Pagina 2 de 2
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Eeguestod foir aze i COLOMBIA
Mo for pse widhin e Uvdied States of Amiaried,

g the decument, the caps
vlcre appropriate, the i

wdity of the seal o st

sl

(Comeniton ,l. Foavidane du 5 octobee 1901

oo ey Plnited Deies o Arericy
Fras pabidic decimenl -
Poohas been signed by Lo JUANITA M NOBLE — —
boacting in e capacins of NOTARY PUBLIC - STATIE OF MISSOURL

L s the seal/ g of __SUANITA M NOBLE - NOTARY PUBLIC - STATE OF MISSOURI

IS
RN TR P AR T B T RV (¥ S TR TATR

TS :;":i_“ﬂ

MARCIT 01

ey al

o by Bobia Canalen, Seeveiary of State. State of Misseug

[, 932205

. Sead/lamyg 1O, Stenatwe:

L ‘-‘.:‘ ‘.‘.\\\ 3 \
G RO E AN
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i W, O, l .
o Myl ey )
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Cumn, 3/ (-0

Fhe purpase of the Apastite i e cortify the anthenticily ol fhy signainge
ity b which the official signing 1he doavaend beo

e U O VRSSO0 TSR

el iy

thaty s

o




VIO URE

T IVEDURE 0 ASOCIADOS LTDA.,

Notarigl Certification
i this date,
Fhe undersigned Mot Public cetilion:

ot

R. Michael |

ol egal ape and domisiled in
2021 North Belt Tighwey, St

sipned the Toregoing davument.

2o Phat the granior has exeated the foregoing
docunent as Secretary

o BFOEHRINGER INGELHEIM
SETMICITC A, TR,

i ha BOEHEENG R INGELIEIM
VICERTICINC A, TING

having its principal place of business located in

260 Novtd Beli ¥lighway, St Joseph, MO 64 505-
HHE United Staie of Aerien

is duly incorporated, s cureently in existence. and
i the purposes for which the Power of Attorney is
sranted are within the scope of  is corparate
PHITPOSeS.

A4 That the prantor has the authorily o execuls the:
Fawer ol Attorney and that his:her representalion is

el

Sohe foundation for my cectifications contained in

poiks 203 and 4 was the exhibilion of the following
antheatwe dactnnent(s):

Bochringer tngelheim Vaiinedica, Ine. Unanimous
Weitten: Consent of Dircclors daled Movember 3,
RO ION )

Byhiws of Bochinger Ingt‘-llmi‘n) Vetmedica, Ine.
May [V 200 _

)

/: ' I '\
fndond

L Michacl Hecrairg
. s N

Ausistant Heerelay o

Foehiinger Ingelheim Yetinedica, Ine.

Certificacion Notavinl

i esta fecha,
el Motario Pablico suserito cortifica:

L. Que

leerman

mayor de edad v domiciliado
Toseph, MO 64506, USA

susciibio el documento que ameced..

2. Que el otorgante ha suscrito el referido
docunrento en su cmdcier de
de

3. e

con sede principal ubicada en

eskit legalimente constituida, que ticne existencia
fegal vigente y que los propositos para los cuales
se otorga el poder se encuentra dentro de log que
comprenden su objeto social.

4. Que el otorgante tiene la tepiesentacion para
suseribir el poder, y que ésta es lepilima,

3. Bl fuadamento de mis certificaciones contenidas
e los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibicion de fos (dehy
gigniente(s) docnmento(s) auténticn(s):

Pagtna | de 2



LEMOURE

COARIE MDURE & ASODIADOS LTDA,

i
Dtate of Missouri )
) G
county of Buchanan ) i

-

3 .

Cithis [ 27 day ol /Mma ﬂ'(\_. in the year 2311 before me, “E s \"\_:-;1“_‘.-_1\“- Ao / ‘/ .t
Moty Public in and for said state, personally appeared R. Michael l~len'm:m,/ Seeretary aind
Geneeal Connsel for Beohringer Ingelheim Velmediea, Inc., known to me (o be the person whiose
i s subseribed @ e within insteument on-behall of said corporation and acknowledped
e that he enecuted the same (or (he purposes therein stated.

i witiess whereof, | herennto set iy hand and oflicial seal.

i

¥ Public

Nota
IR ey e et e LEE Y
L, b } oren DARITA 7 ORE i
Ay 1SSI1CT Foxmiimae- N Gor g { Motary Pablic, dao Gy i
My Commissicn Expives: 3 /7 S o 2’ S\?m@ of s, :
i Buchanan Coungy v
& Comnissio v b
Jb ‘ A e

Pagina 2 de 2
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Worid Intellectual Property Organization

International Bureau

(43) International Publication Date
19 May 2011 (19.05.2011)

A 0O A

(10) International Publication Number

WO 2011/059950 Al

1

@10

(22)

)
(26)
(30)

(71

72
(73)

International Patent Classification:
AG61K 39/102 (2006.01) A61P 31/04 (2006.01)

International Application Number:
PCT/US2010/055951

International Filing Date:
9 November 2010 (09.11.2010)

Filing Language: English
Publication Language: English
Priority Data:

61/259,728 10 November 2009 (10.11.2009) us

Applicant (for all designated States except US):
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.
[US/US}; 2621 North Belt Highway, St. Joseph, Missouri
64506 (US).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): JORDAN, Dianna
Marie Murphy [US/US]; Boehringer Ingelheim Vetmed-
ica, Inc., 2621 North Belt Highway, St. Joseph, Missouri
64506 (US). KROLL, Jeremy J. [US/US]; Boehringer
Ingelheim Vetmedica, Inc., 2621 North Belt Highway, St.
Joseph, Missouri 64506 (US). UTLEY, Philip [US/US];
502 8th Avenue, Slater, Iowa 50244 (US).

74

@81

84

Agents: MORRIS, Michael P. et al.; Boehringer Ingel-
heim Pharmaceuticals, Inc., 900 Ridgebury Road, P.O.
Box 368, Ridgefield, CT 06877-0368 (US).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, I, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available). ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, I§, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search report (Art. 21(3))

(54) Title: ACTINOBACILLUS SUIS ANTIGENS

(57) Abstract: The invention provides immunogenic compositions useful for inhibiting, treating, protecting, or preventing infec-
tion by Actinobacillus suis. These immunogenic compositions are demonstrated to usefully stimulate immunogenic responses in
treated pigs. Some vaccines stimulated reactions sufficient to be protective against 4. suis. In addition, the invention provides kits
comprising the immunogenic compositions; as well as, methods of using the compositions and kits.
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ACTINOBACILLUS SUIS ANTIGENS
RELATED APPLICATIONS

[0001] This application relates to and claims priority to U.S. Provisional Patent Application
No. 61/259,728, which was filed November 10. 2009. The teachings and contents of which are

incorporated herein by reference in their entirety. All applications are commonly owned.
BACKGROUND OF THE INVENTION

A. Field of the Invention

[0002] The present invention relates to methods and compositions useful for inhibiting,

treating, protecting, or preventing infection by Actinobacillus suis.
B. Description of the Related Art

[0003] Actinobacillus suis has recently emerged as a new threat to the swine industry in the
United States. Previously associated with high mortality in “high health” herds, A. suis is now
recognized as an important pathogen of conventional herds. It is particularly detrimental to
younger animals. Infection results in actinobacillosis and can cause sudden death in both
neonate and weaned pigs. Symptoms in weaned pigs include anorexia, fever, cyanosis,
congestion of the extremities, respiratory distress, pneumonia, necrotizing pneumonia, persistent
cough, skin lesions, and fatal septicemia. Pneumonia, arthritis, septicemic signs, pleurisy,
pericarditis, and miliary abscesses are known to occur in finishing pigs. Actinobacillosis also

causes metritis and abortion in sows.

[0004] The gross pathology of actinobacillosis is characterized by lesions found in lungs,
kidney, heart, liver, spleen, intestines and skin; hemorrhages and necrosis; and pneumonic
lesions resembling pleuropneumonia. Histopathologically, the disease is characterized by the
presence of bacterial thromboemboli with accompanying fibrinohemorrhagic necrosis in the
vessels of various tissues; necrotizing bronchopneumonia; and pleuritis. Causes and contributing
factors to infection include precipitation by Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome
(PRRS) infection, teeth clipping, de-tailing, scrubbed knees, and entry via either respiration, cuts,

or abrasions.
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[0005] Actinobacillus suis is an opportunistic, gram-negative, non-motile, aerobic and
facultative anaerobic coccobacillus that colonizes the upper respiratory tract. Genotyping of A.
suis isolates recovered from clinical cases in the North American swine herds has revealed a
limited genetic variability, with only 13 strains being identified among 74 isolates recovered
from 29 different herds. The Simpson’s diversity index (also known as species diversity index,
see Simpson, 1949) for A. suis genotypes is 0.64, meaning that a random isolate has a 64%
chance of being included in a unique genotype group using for example BOX-PCR (Simpson,
1949; Versalovic et al, 1991; Oliveira et al, 2007). Compared with H. parasuis, for example,

which has a diversity index of 0.93 (Oliveira et al, 2007), A. suis is relatively clonal.

[0006] The phenotypic diversity of A. suis is also relatively limited. Only 2 serovars,
namely O1 and O2 (Rullo, Papp-Szabo and Michael, 2006), and three capsular types, K1-3, have
been described so far. Pathogenicity studies suggest that isolates from serogroup O2 tend to be
more virulent than O1 isolates (Slavic, DeLay and Hayes, 2000). Serotyping of A. suis isolates
used for autogenous vaccine production also confirms that a higher percentage of O2 isolates
were associated with clinical disease compared with O1 isolates (Slavic, Toffner, and Monteiro,
2000). Although some of the A. suis virulence factors are known (e.g. the RTX toxins Apx L.
suis and Apx Iy, suis), the factors that may trigger systemic infection still remain to be defined.
Some of these potential factors include lipopolysaccharide (LPS) and capsular polysaccharides

(CPS), outer membrane protein A (OmpA), proteases, and iron acquisition.

[0007] Currently, there are no commercial vaccines available for the control of A. suis, and
most field veterinarians rely on autogenous vaccines and antimicrobial treatments to control
disease. The development of a vaccine that will potentially protect against most isolates in the
field is desirable; however, necessary data regarding the association between genotype, serovar,
toxin, protein profiles, and factors that are involved in the pathogenesis of A. suis infection still
remain to be defined. Herein, such data are provided, as well as, vaccines, and their methods of

use, against A. suis.
SUMMARY OF THE INVENTION

[0008] ° The present invention provides new immunogenic compositions that are useful for
protecting a subject against Actinobacillus suis infection. These compositions are also useful for

inhibiting, treating, or preventing infection by various strains or types of Actinobacillus suis.
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[0009] Compositions of the invention comprise a supernatant collected from one or more
A. suis cultures grown to between 0.650 ODgso and 0.850 ODygso; and an adjuvant. Preferably the
supernatant is inactivated, most preferably by formalin. The supernatant is also preferably
filtered, such as through a 45 micron filter. Filtration may occur before or after inaétivation as
deemed appropriate for a given situation. The supernatant, more preferably the filtered

supernatant, is essentially free from A. suis cells but may contain multiple cellular components.

[0010] The skilled artisan will recognize that any of a variety of adjuvants may be suitably
included in a composition of the invention. One exemplary adjuvant is Emulsigen® -D. The
determination of adjuvant will, in part, depend upon the nature of the subject that isl to receive
the composition; the method of administration to the subject; and conditions under which the
composition is to be administered. For example, the adjuvant and supernatant, or filtered
supernatant, may be admixed together prior to administration to a subject, administered

simultaneously, or administered sequentially to a subject.

[0011] Suitable subjects of the immunogenic compositions of the invention include
animals and humans. Animals in which the immune response is stimulated by use of
compositions or methods of the invention include livestock, such as pigs, calves, chickens, goats,
and sheep, and domestic animals, such as mice, rabbits, dogs, cats, and horses. Preferred animals
include porcines, murids, equids, lagomorphs, and bovids. Most preferably the animal is a

porcine.

[0012] The invention also provides methods of provoking an immune response against
Actinobacillus reducing the incidence of or severity of a clinical sign associated with
Actinobacillus suis infection in a subject comprising administering to the subject an
immunogenic composition of the invention. Clinical signs associated with A. suis that may be
reduced in incidence or severity in a subject include meningitis, septicemia, metritis, pneumonia,
crysipelas-like lesions, and abortion. Any one of which may be lessened by the administration of
a composition of the invention relative to a subject not receiving the immunogenic composition.
Preferred compositions of the invention elicit a protective immunological response that is at Jeast

a 10% reduction in at least one clinical sign of an A. suis infection.

[0013] A preferred Actinobacillus suis infection that may be reduced by administration of a

composition of the invention is A. suis ISU-8594.
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[0014] The invention also provides methods of making or preparing immunogenic
compositions of the invention that may be useful in the making of a medicament. Such methods
include the steps of growing an Actinobacillus suis culture to between 0.650 ODsso and 0.850
ODsso; collecting a supernatant from the culture; filtering the supernatant to yield a filtrate; and
mixing the filtrate with an adjuvant. Such methods may also include inactivating the
supernatant, preferably prior to admixing the supernatant with an adjuvant. Inactivation may

occur either before or after filtering the supernatant.

[0015] The invention further provides methods of diagnosing an Actinobacillus suis
infection in a subject. Such methods comprise: a) providing a filtered supernatant prepared by
growing an A. suis culture to between 0.650 ODgso and 0.850 ODgs0, collecting supernatant from
the culture, and filtering the supernatant; b) contacting the filtered supernatant with a sample
obtained from the subject; and c) identifying the subject as having an A. suis infection if an

antibody capable of binding a component in the filtered supernatant is detected in the sample.

[0016] Those of skill in the art will be familiar with a variety of techniques suitable for
ascertaining if an antibody is capable of binding to a component. For example, binding may be
detected Hy using a second antibody capable of binding the antibody in the sample. Binding by

such second antibodies may by detected by a colorimetric assay or other suitable means.

[0017] The invention also provides kits that comprise: a) a filtered supernatant prepared by
growing an Actinobacillus suis culture to between 0.650 ODgsp and 0.850 ODgso, collecting a
supernatant of the culture, and filtering the supernatant; b) an adjuvant; and c) a container for
packaging-the supernatant and adjuvant. The filtered superantant and adjuvant may be packaged

together or separately.

[0018] A kit may further comprise instructions for use of the kit. It may also comprise a
means of administering the filtered supernatant and adjuvant to a subject. A means of admixing

the supernatant and adjuvant together may also be included in a kit.

[0019] Compositions of the invention may further comprise a veterinarily acceptable
carrier, second adjuvant, or combination thereof. Such compositions may be used as a vaccine

and comprise an attenuated vaccine, an inactivated vaccine, or combinations thereof. Such
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vaccines elicit a protective immunological response against at least one disease associated with

Actinobacillus.

[0020] Preferred inactivation agents for use in methods of the invention are selected from
the group consisting of binary ethyleneimine (BEI) and formalin. Formalin is a more preferred
inactivation agent. Those of skill in the art will recognize that other inactivation agents and
methods (i.e. heating, changing pH, etc.) are known in the art and may be interchang'eably used
in the practice of the invention, as long as, such agents or deactivation methods do not adversely

alter the immunogenic properties or safety of the composition produced.

[0021] Methods of the invention may also comprise admixing a composition of the
invention with a veterinarily acceptable carrier, adjuvant, or combination thereof. Those of skill
in the art will recognize that the choice of carrier, adjuvant, or combination will be determined

by the delivery route, personal preference, and animal species among others.

[0022] Preferred routes of administration include intranasal, oral, intradermal, and
intramuscular. Administration in drinking water, most preferably in a single dose, is preferred.
The skilled artisan will recognize that compositions of the invention may also be administered in
two or more doses, as well as, by other routes of administration. For example, such other routes
include subcutaneously, intracutaneously, intravenously, intravascularly, intraarterially,
intraperitnoeally, intrathecally, intratracheally, intracutaneously, intracardially, intralobally,
intramedullarly, intrapulmonarily, or intravaginally. Depending on the desired duration and
effectiveness of the treatment, the compositions according to the invention may be administered
once or several times, also intermittently, for instance on a daily basis for several days, weeks or

months and in different dosages.

[0023] The invention also provides kits for vaccinating a subject comprising a set of
printed instructions; a dispenser capable of administering a vaccine to an animal; and a
supernatant from an A. suis culture having one or more components that effectively stimulates an
immune response in a subject. Kits of the invention may further comprise a veterinarily

acceptable carrier, adjuvant, or combination thereof.

[0024] A dispenser in a kit of the invention is capable of dispensing its contents as

droplets; and the A. suis supernatant included in the kit is capable of reducing the severity of at
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least one clinical sign of an A. suis infection when administered to a subject. Preferably, the
severity of a clinical sign is reduced by at least 10% as compared to an untreated, infected

subject.

[0025] An “immunogenic or immunological composition” refers to a composition of
matter that comprises at least one A. suis supernatant, or immunogenic portion thereof, that
elicits an immunological response of a cellular or antibody-mediated immune response to the
composition in the subject. In a preferred embodiment of the present invention, an immunogenic
composition induces an immune response and, more preferably, confers protective immunity

against one or more of the clinical signs of a Actinobacillus infection.

[0026] An "immune response” or “immunological response” means, but is not limited to,
the development of a cellular and/or antibody-mediated immune response to the composition or
vaccine of interest. Usually, an immune or immunological response includes, but is not limited
to, one or more of the following effects: the production or activation of antibodies, B cells,
helper T cells, suppressor T cells, and/or cytotoxic T cells, directed specifically to an antigen or
antigens included in the composition or vaccine of interest. Preferably, the vaccinated subject
will display either a therapeutic or a protective immunological (memory) response such that
resistance to new infection will be enhanced and/or the clinical severity of the disease reduced.
Such protection will be demonstrated by either a reduction in number of symptoms, severity of
symptoms; or the lack of one or more of the symptoms associated with the infection of the
pathogen, a delay in the of onset of clinical symptoms, reduced pathogen persistence, a reduction

in the overall pathogen load and/or a reduction of pathogen excretion.

[0027] “Protection against A. suis”, “protective immunity”, “functional immunity”, and
similar phrases, mean an immune response against A. suis generated by an immunization
schedule that results in fewer deleterious effects than would be expected in a non-immunized
subject that has not been previously exposed to A. suis. That is, the severity of the deleterious
effects of the infection are lessened in an immunized subject because the subject’s immune
system is resistant to the bacterium. Infection may be reduced, slowed, or possibly fully
prevented, in an immunized subject, preferably a pig. Herein, where complete prevention of
infection is meant, it is specifically stated. If complete prevention is not stated then the term

includes partial prevention.
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[0028] Herein, “reduction of the incidence and/or severity of clinical signs” or “reduction
of clinical symptoms™ means, but is not limited to, reducing the number of infected subjects in a
group, reducing or eliminating the number of subjects exhibiting clinical signs of infection, or
reducing the severity of any clinical signs that are present in the subjects, in comparison to wild-
type infection. For example, it should refer to any reduction of pathogen load, pathogen
shedding, reduction in pathogen transmission, or reduction of any clinical sign symptomatic of A.
suis infection. Preferably these clinical signs are reduced in subjects receiving the composition
of the present invention by at least 10% in comparison to subjects not receiving the composition
and may become infected. More preferably clinical signs are reduced in subjects receiving the
composition of the present invention by at least 20%, preferably by at least 30%, more preferably

by at least 40%, and even more preferably by at least 50%.

[0029] The term “increased protection” herein means, but is not limited to, a statistically
significant reduction of one or more clinical symptoms which are associated with A. suis
infection in a vaccinated group of subjects vs. a non-vaccinated control group of subjects. The
term “statistically significant reduction of clinical symptoms” means, but is not limited to, the
frequency in the incidence of at least one clinical symptom in the vaccinated group of subjects is
at least 20%, preferably 30% , more preferably 50%, and even more preferably 70% lower than
in the non-vaccinated control group after the challenge with an infectious Actinobacillus

bacterium.

[0030] Those of skill in the art will understand that the compositions used herein may
incorporate known injectable, physiologically acceptable sterile solutions. For preparing a
ready-to-use solution for parenteral injection or infusion, aqueous isotonic solutions, e.g. saline
or plasma protein solutions, are readily available. In addition, the immunogenic and vaccine
compositions of the present invention can include veterinary-acceptable carriers, diluents,

isotonic agents, stabilizers, or adjuvants.

[0031] As used herein, “a veterinary-acceptable carrier” includes any and all solvents,
dispersion media, coatings, adjuvants, stabilizing agents, diluents, preservatives, antibacterial
and antifungal agents, isotonic agents, adsorption delaying agents, and the like.- In some

preferred embodiments, and especially those that include lyophilized immunogenic
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compositions, stabilizing agents for use in the present invention include stabilizers for

lyophilization or freeze-drying.

[0032] In some embodiments, the immunogenic composition of the present invention
contains an adjuvant. “Adjuvants” as used herein, can include aluminum hydroxide and
aluminum phosphate, saponins e.g., Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA),
GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), water-in-oil emulsion, oil-in-water
emulsion, water-in-oil-in-water emulsion. The emulsion can be based in particular on light
liquid paraffin oil (European Pharmacopea type); isoprenoid oil such as squalane or squalene; oil
resulting from the oligomerization of alkenes, in particular of isobutene or decene; esters of acids
or of alcohols containing a linear alkyl group, more particularly plant oils, ethyl oleate,
propylene glycol di-(caprylate/caprate), glyceryl tri-(caprylate/caprate) or propylene glycol
dioleate; esters of branched fatty acids or alcohols, in particular isostearic acid esters. The oil is
used in combination with emulsifiers to form the emulsion. The emulsifiers are preferably
nonionic surfactants, in particular esters of sorbitan, of mannide (e.g. anhydromannitol oleate), of
glycol, of polyglycerol, of propylene glycol and of oleic, isostearic, ricinoleic or hydroxystearic
acid, which are optionally ethoxylated, and polyoxypropylene-polyoxyethylene copolymer
blocks, in (panicular the Pluronic products, especially L121. See Hunter et al., The Theory and
Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. S.). JohnWiley and Sons, NY, pp51-
94 (1995) and Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997).

[0033] Other exemplary adjuvants are the SPT emulsion described on page 147 of
“Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach” edited by M. Powell and M. Newman,

Plenum Préss, 1995, and the emulsion MF59 described on page 183 of this same book.

[0034] A further instance of an adjuvant is a compound chosen from the polymers of
acrylic or methacrylic acid and the copolymers of maleic anhydride and alkenyl derivative.
Advantageous adjuvant compounds are the polymers of acrylic or methacrylic acid which are
cross-linked, especially with polyalkenyl ethers of sugars or polyalcohols. These compounds are
known by .thc term carbomer (Phameuropa Vol. §, No. 2, June 1996). Persons skilled in the art
can also refer to U.S. Patent No. 2,909,462 which describes such acrylic polymers cross-linked
with a polyhydroxylated compound having at least 3 hydroxyl groups, preferably not more than

8, the hydrogen atoms of at least three hydroxyls being replaced by unsaturated aliphatic radicals
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having at least 2 carbon atoms. The preferred radicals are those containing from 2 to 4 carbon
atoms, e.g. vinyls, allyls and other ethylenically unsaturated groups. The unsaturated radicals
may themselves contain other substituents, such as methyl. The products sold under the name
Carbopol ; (BF Goodrich, Ohio, USA) are particularly appropriate. They are cross-linked with
an allyl sucrose or with allyl pentaerythritol. Among then, there may be mentioned Carbopol
974P, 934P and 971P. Most preferred is the use of Cabopol 971P. Among the copolymers of
maleic anhydride and alkenyl derivative, are the copolymers EMA (Monsanto), which are
copolymers of maleic anhydride and ethylene. The dissolution of these polymers in water leads
to an acid solution that will be neutralized, preferably to physiological pH, in order to give the
adjuvant solution into which the immunogenic, immunological or vaccine composition itself will

be incorporated.

[0035] Further suitable adjuvants include, but are not limited to, the RIBI adjuvant system
(Ribi Inc.), Block co-polymer (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA),
monophosphoryl lipid A, Avridine lipid-amine adjuvant, heat-labile enterotoxin from E. coli
(recombinant or otherwise), cholera toxin, IMS 1314 or muramyl dipeptide, or naturally
occurring or recombinant cytokines or analogs thereof or stimulants of endogenous cytokine

release, among many others.

[0036] “Diluents” can include water, saline, dextrose, ethanol, glycerol, and the like.
Isotonic agents can include sodium chloride, dextrose, mannitol, sorbitol, and lactose, among

others. Stabilizers include albumin and alkali salts of ethylendiamintetracetic acid, among others.

[0037] It is expected that an adjuvant can be added in an amount of about 100 ug to about
10 mg per dose, preferably in an amount of about 100 ug to about 10 mg per dose, more
preferably in an amount of about 500 pg to about 5 mg per dose, even more preferably in an
amount of about 750 pg to about 2.5 mg per dose, and most preferably in an amount of about 1
mg per dose. Alternatively, the adjuvant may be at a concentration of about 0.01 to 50%,
preferably at a concentration of about 2% to 30%, more preferably at a concentration of about
5% to 25%, still more preferably at a concentration of about 7% to 22%, and most preferably at a

concentration of 10% to 20% by volume of the final product.
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[0038] Herein, “effective dose” means, but is not limited to, an amount of A. suis
supernatant or filtered supernatant that elicits, or is able to elicit, an immune response that yields

a reduction of clinical symptoms in a subject to which the supernatent is administered.

[0039] . “Safety” refers to the absence of adverse consequences in a vaccinated subject
following vaccination, including but not limited to: potential reversion of a bacterium-based
vaccine to virulence, clinically significant side effects such as persistent, systemic illness or

unacceptable inflammation at the site of vaccine administration.

[0040] The terms “vaccination” or “vaccinating” or variants thereof, as used herein means,
but is not. limited to, a process which includes the administration of a composition of the
invention that, when administered to a subject, elicits, or is able to elicit—directly or indirectly—

an immune response in the subject against A. suis.

[0041] Methods for the treatment or prophylaxis of infections caused by A. suis are also
disclosed. The method comprises administering an effective amount of the immunogenic
composition of the present invention to a subject, wherein said treatment or prophylaxis is
selected from the group consisting of reducing signs of A. suis infection, reducing the severity of
or incidence of clinical signs of A. suis infection, reducing the mortality of subjects from A. suis

infection, and combinations thereof.

[0042] “Mortality”, in the context of the present invention, refers to death caused by A. suis
infection, and includes the situation where the infection is so severe that an animal is euthanized

to prevent suffering and provide a humane ending to their life.

[0043] “Attenuation” means reducing the virulence of a pathogen. In the present invention
“attenuation” is synonymous with “avirulent”. In the present invention, an attenuated bacterium
is one in which the virulence has been reduced so that it does not cause clinical signs of an A.
suis infection but is capable of inducing an immune response in the target subject, but may also
mean that the clinical signs are reduced in incidence or severity in subjects infected with the
attenuated A. suis in comparison with a “control group” of subjects infected with non-attenuated
A. suis and not receiving the attenuated bacterium. In this context, the term “reduce/reduced”

means a reduction of at least 10%, preferably 25%, even more preferably 50%, still more

10
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preferably 60%, even more preferably 70%, still more preferably 80%, even more preferably

90% and most preferably of 100% as compared to the control group as defined above. -

[0044] An “effective amount” for purposes of the present invention, means an amount of
an immunogenic composition capable of inducing an immune response that reduces the
incidence of or lessens the severity of A. suis infection in a subject. An effective amount refers

to colony forming units (CFU) per dose or logs/dose.

[0045] “Long-lasting protection” shall refer to “improved efficacy” that persists for at least
3 weeks, but more preferably at least 3 months, still more preferably at least 6 months. It is most
preferred that the long lasting protection shall persist until the average age at which porcine

animals are marketed for meat.

[0046] Herein, unless otherwise required by context, singular terms shall include pluralities
and plural terms shall include the singular. In this application, the use of "or" means "and/or"

unless stated otherwise.

[0047] Other objects, features and advantages of the present invention will become
apparent from the following detailed description. It should be understood, however, that the
detailed description and the specific examples, while indicating preferred embodiments of the
invention, are given by way of illustration only, since various changes and modifications within
the spirit and scope of the invention will become apparent to those skilled in the art from this

detailed description.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0048] The following drawings form part of the present specification and are included to
further demonstrate certain aspects of the present invention. The invention may be better
understood by reference to one or more of these drawings in combination with the detailed

description of specific embodiments presented herein.

[0049] FIG. 1. Daily average temperatures among treatment groups from day 0 to day 41
of the study.

11
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DETAILED DESCRIPTION

[0050] The invention provides methods and compositions useful for inhibiting, treating,
protecting, or preventing infection by Actinobacillus suis. Herein are described the effectiveness
of A. suis prototype vaccines against a heterologous challenge of various serotypes or isolates of
A. suis. These vaccines were demonstrated to usefully stimulate immunogenic reactions in

treated animals. Some vaccines stimulated reactions sufficient to be protective against A. suis.

[0051] The A. suis vaccine prototypes were comprised of different, culture fractions (e.g.
whole cell, supernatant, or outer membrane protein (omp)) and a Ingelvac® APP-ALC live
vaccine against A. pleuropneumoniae (APP). The whole cell vaccine was made from the
pelleted material that resulted from a centrifugal spin of a cell culture. The cultural supernatant
was made from the supernatant that resulted from the centrifugal spin, and may have included
exotoxins, endotoxins, secreted or sloughed-off omps, and other cellular components that were
not removed during the spin (see Example 1). The Ingelvac® APP-ALC live vaccine was
included because APP encodes Apx I and II toxins that are very similar to A. suis toxins. It was
hypothesized that the Ingelvac® APP-ALC vaccine may provide some cross protection against

A. suis.

[0052] This efficacy study consisted of six treatment groups of weaned 3 week-old + 7
days of age pigs. Treatment group 1 (15 pigs) received a 1 x 2mL intramuscular (IM) dose of a
formalin-inactivated, whole cell fraction of A. suis on days O and 21 of the study, respectively.
Treatment group 2 (15 pigs) received a 1 x 2mL IM dose of a formalin-inactivated A. suis culture
supernatant fraction on days O and 21 of the study, respectively. Treatment group 3 (15 pigs)
received a 1 x 2mL IM dose of an A. suis outer membrane protein (omp) cellular fraction on days
0 and 21 respectively. Treatment group 4 (15 pigs) received a 1 x 2mL IM dose of Ingelvac®
APP-ALC on days 0 and 21 respectively. Treatment group 5 (15 pigs) designated as “challenge
controls” received a 1 x 2mL IM dose of placebo on days O and 21 respectively. Treatment
group 6 (10 pigs) were designated “strict controls” and did not receive vaccine or placebo

treatment.

[0053] On the day of challenge (day 35) the pigs in groups 1-5 received a 6mL dose/pig,
3mL applied to each nostril, of A. suis strain ISU-8594 via intranasal (IN) inoculation containing

1 x 10°° logs/dose. General observations were monitored throughout the study, days 0 to 41, to

12
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record the overall health of the pigs, as well as, injection site reactivity and rectal temperatures.
On Day 41 of the study, all animals were euthanized, and all sections of the lung were scored for
determining the percentage of lung pathology. Fresh and fixed (lungs only) samples of the lung
(3 lobes with lesions, if present), liver, kidney, spleen, tonsil, and swabs of nasal turbinates,
trachea, bronchi, meninges, and heart blood were collected from each animal and were cultured

for bacterial isolation and histopathology (lungs only).

[0054] The A. suis fractions and placebo groups were adjuvanted with Emulsigen® -D,
and a few adverse injection site reactions were noted in these groups. One pig in the supernatant
group (group 2) was noted with a mild reaction at the injection site during the first vaccination
event. Overall, the Emulsigen® -D in combination with the test articles did not produce any
significant injection site reactions in the supernatant and omp groups. However, the whole cell
group did have a few animals with abscesses present at the time of necropsy, which could have
been due to the test article formulation that consisted of a concentrated whole cell stock. The
administration of these vaccine prototypes (i.e. whole cell, supernatant, and omp) appeared to be
well-tolerated during the time of administration. The APP-ALC group had some injection site
swelling, which is consistent with the product literature that notes swelling in 11% of the

vaccinated animals.

[0055] The general overall health of the pigs in each of the treatment groups was good
during the pre-challenge period. Only one pig, from treatment group 4, was removed from the
study during this period. This pig was removed due to a bacterial infection believed not to be
associated with administration of the APP vaccine. Further observations showed one pig in the
challenge control group was lame on its right leg from day 7 to day 24 of the study. This pig
skewed the clinical observation results during the pre-challenge period and could have been
considered an outlier and removed from the study data analysis. Also, one pig showed poor
body condition in the whole cell group and died after a few days. None of the pigs in the pre-

vaccination period showed signs of respiratory difficulties.

[0056] Assessment of the primary and secondary parameters were validated by significant
(p<0.05) increases in lesion development that occurred in the challenge control group (treatment
group 5) compared to the strict control group (treatment group 6). Results of this assessment

validated the virulent pure culture A. suis challenge model in pigs. Further comparisons were
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made against the challenge control and not to the strict control group when comparing groups

1-4.

[0057] During the six day challenge period one pig died of acute death due to A. suis
infection one day post-challenge in the whole cell group. Based on previous challenge studies,
the intranasal route and the potency were appropriate to cause significant lesion development in
the test animals and apparent fatal sudden death, as was the case for this one pig in the whole cell
group.

[0058] Based on average lung lesion scores and percent with a lesion, gross lung lesion
scores appeared to be most severe in the challenge group. Statistical analyses showed no
statistical differences (p<0.05) in average lung lesion scores or percent with a lesion present
when comparing groups 1 through 5. Numerically the challenge controls received overall the
highest average gross lung lesion scores followed by the whole cell and omp groups, which also
received relatively high scores. Lesion development was lower in the supernatant and APP
groups, which received lower numerical scores compared to the other groups. All groups 1-5
had at least S0% of the pigs with a gross lesion score, and the challenge and omp groups had as

much as 80% of the pigs with lesion development.

[0059] Furthermore, microscopic lung lesion analysis was based on the severity of the
hallmark traits of an A. suis infection, i.e. bronchopneumonia, necrosis, and pleuritis.
Bronchopneumonia and necrosis were more severe in the challenge control and omp groups
where microscopic lesion scores were lower than in the supernatant and APP groups. The APP
group showed the best signs of protection against an A. suis infection based on the microscopic
lesion data with statistical differences (p<0.05) found between group 3 (omp) for necrosis and
pleuritis and the group 5 (challenge) for pleuritis. Presence of bacterial colonies in all of the
groups ranged from about 20% to about 46.7% with the lowest percent colonization occurring in

the whole cell and APP (20.0%) groups.

[0060]  The secondary parameters monitored were used to support the primary efficacy
parameters (i.e., gross and microscopic (IHC) lesions) responses due to vaccine and challenge for
each treatment group. Clinical observations made during the challenge period indicated that the
challenge controls had an overall higher score when compared to the vaccine treatment groups

1-4, showing that the challenge controls responded to the challenge. The supernatant group did
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not seem to be as clinically affected. However, all groups did have some pigs that did have some

respiratory issues with a cough, body condition, or behavior.

[0061] The treated groups saw an increase in average rectal temperatures, above 104 °F,
four hours after the first vaccination event. Temperatures for the APP and omp groups spiked at
or above 104.9 °F, which was the cut-off of pyrexia following four hours post vaccination, and
lasted about twenty-four hours for the omp group. Temperatures in the groups were returning
back to normal by day 1 or 3. For the booster event, temperatures were only taken on day 28 and
not at 4hrs or on days 1, 3, and 5 post-vaccination as with the first vaccination. During the
booster period, on day 28 the APP group was statistically different (p<0.05) when compared to
the whole cell and supernatant groups. During the challenge period, the challenge controls had
an overall higher rectal temperature at both the beginning and end of the period. The whole cell
group had the highest rectal temperatures during days 38 and 39. The challenge control group
had the highest overall percent animals febrile (10/15) followed by the whole cell (8/15), OMP
(5/15), supernatant (2/15), and APP (1/15) groups, respectively.

[0062] Bacterial isolation was highest in the lung and tonsil samples. The highest recovery
of A. suis occurred in the challenge control group. The strict control group was negative for A.
suis except in nasal and tonsil samples, which had 3 out of 10 and 1 out of 10 respectively.
These results were recorded as a positive and not verified by BCA or other means. Possible
reasons for these results could have been an inadvertent misread of the agar plate or a cross-
contamination event during the processing of the swabs. Furthermore, three parameters had very
low recovery rates of A. suis which were the spleen, meninges, and heart blood, and thus, were
not included in the analysis. Overall the rate of septicemia was low due to low recovery of A.
suis in the visceral organs and heart blood. There was also evidence that this challenge crossed
the blood brain barrier in three of the animals that were severely infected. Other detected

bacteria were Bordetella, alpha and beta streptococci.

[0063] Serology testing using a western blot procedure was performed to test for reactivity
against the test article that was used to vaccinate the treatment groups. The western blots
showed detectible seroconversion to the whole cell, supernatant, and omp fractions at 1:100

dilution. The APP fraction had the best reactivity and was detectable at a dilution of 1:1000,
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confirming that the host recognized some part of the fractions used for vaccination of each

treatment group.

[0064] Overall the best protection occurred in the pigs vaccinated with the APP and
supernatant prototype vaccines. Comparatively, neither the whole cell nor omp vaccines or LPS
derived antigens provided much protection from A. suis challenge. Details of the challenge study

are provided in the Examples below.

[0065] Unless otherwise defined, all technical and scientific terms used herein have the
same meaning as is commonly understood by one of skill in the art to which this invention
belongs at the time of filing. If specifically defined, then the definition provided herein takes
precedent over any dictionary or extrinsic definition. Further, unless otherwise required by
context, singular terms shall include pluralities, and plural terms shall include the singular.
Herein, the use of “or” means “and/or” unless stated otherwise. All patents and publications

referred to herein are incorporated by reference.
EXAMPLES

[0066] The following examples are included to demonstrate preferred embodiments of the
invention. It should be appreciated by those of skill in the art that the techniques disclosed in the
examples which follow represent techniques discovered by the inventors to function well in the
practice of the invention, and thus can be considered to constitute preferred modes for its
practice. However, those of skill in the art should, in light of the present disclosure, appreciate
that many changes can be made in the specific embodiments which are disclosed and still obtain

a like or similar result without departing from the spirit and scope of the invention.

EXAMPLE 1: Prototype Vaccines and Challenge Treatment

A. Preparation of Vaccine Prototypes

[0067] Growth of A. suis (KSU-1) cultures: One milliliter of A. suis (103007-1KSU) lot #
201-9,10,11 was used to inoculate 150 ml of BHI media (lot # 195-121) in a 250 ml spinner.

The inoculated media was placed at 37°C at about 72 rpm for six hours. Afterwards, about 2.5
ml of the inoculated media was added to about 2500 ml fresh BHI media. This step was repeated
until four batches of 2500 ml were prepared. The four batches were incubated at 37°C overnight

at about 72 rpm. Two batches were used to isolate whole cell OMP, and supernatant fractions,
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one batch was used to prepare a concentrated whole cell fraction, and the final batch was used

for LPS extraction.

[0068] Harvesting of cell fractions: Optical densities of batches were read fifteen hours

after inoculation. Optical densities ranged from 0.775 to 0.815 at 600 nm. BAPs were streaked

from each culture to verify that the cultures were pure for A. suis.

[0069] To collect the OMP and supernatant fractions, two culture batches were transferred
to 500 ml centrifuge tubes, places in a JA-10 rotor, and spun at 10K for 10 minutes. The
supernatants were decanted, and the pellets were transferred into sterile 250 mL Corning
centrifuge tubes. The pellets were centrifuged at about 5000 rpm in a JA-10 rotor for 10
minutes, and the remaining supernatants were removed. The pellets were pooled and placed at
-80°C until sarcosyl extraction (see below). The decanted supernatants were pooled, and filtered
through 0.45 um filters (Nalgene 0.45 SFCA) into sterile 2 L Pyrex bottles. The filtered
supernatant was aliquoted into 2 x 850 cm RBs, 81 x 5 mL vials, and 4 x 250 mL Nalgene

bottles. Filtered supernatant was stored at -20°C until use.

[0070] To collect the concentrated (10x) whole cell pellet fraction, one culture batch was
harvested as above, but the pellets were resuspended in 300 mL TSP buffer. The solution was
mixed well and aliquoted into 50 x 2 mL vials and 4 x 50 mL vaccine bottles. Resuspended

whole cell pellets were stored at —80°C until use.

[0071] To prepare the LPS fraction, A. suis culture was harvested as described above. The
pellets were resuspended in 1x PBS buffer and re-centrifuged at 10K rpm for ten minutes.
Supernatants were decanted, and the pellets were resuspended in 1 L of 1x PBS buffer. An
optical density reading at about 600 nm was 1.003, which is within the expected range of
0.8-1.200 for LPS extraction. The LPS fraction was aliquoted into 3 x 250 mL Nalgene bottles
and stored at -80°C until use. The remaining volume of LPS fraction was stored at 4°C for LPS

extraction.

[0072] KSU-1 Whole cell formalin-inactivated vaccine: The optical density (OD) of the

cell culture measured at 600 nanometer wavelength was at 0.775 at the time of harvest. In
previous studies, this optical density has correlated to approximately 8.7 logs/mL based on the

logarithmic estimate curve to determine logs/mL based on colony forming units (cfu). The

17




10

15

20

25

WO 2011/059950 PCT/US2010/055951

whole cell fraction was concentrated 10x and frozen. The frozen stock was then formalin-
inactivated, and diluted (54mLs of culture into 26 mLs of 1x phosphate buffered saline (pbs), to

67.5% of the total fraction. The inactivated, diluted vaccine stock was then stored at 4°C.

[0073] The whole cell formalin-inactivated vaccine stock was removed from 4°C for
formulation. Working in a bio-safety hood 80mLs of the material was aliquoted out into a sterile
100mL Pyrex bottle containing a magnetic stir bar. The bottle was placed on a stir plate, and
with continuous stirring, 20 mLs (20% v/v) of the adjuvant (Emulsigen® -D) was added over 1
minute. The adjuvanted prototype was then stirred for an additional 10 minutes. The material
was transferred to a 100 mL vaccine bottle where it was capped and placed at 4°C. Lot nos. for
the whole cell formalin-inactivated vaccine prototype were N201-110-WC-073108 (day 7) and
N201-122-W(C-082108 (day 21).

[0074] . Sterility was verified by no growth on 5% Sheep Blood Agar Plate (BAP) after
28hrs and 30hrs of 37°C aerobic incubation for day 0 and day 21 respectively. Vaccine
prototype material was kept on ice prior to administration to the test animals and during the

entire vaccine administration procedure.

[0075] KSU-1 Supernatant formalin-inactivated vaccine: The supernatant prototype was

formulated from the 10x concentration step of the whole cell fraction preparation (see above) by
collecting the supernatant and filtering it through a 0.45 micro filter. The resulting filtered
supernatant was frozen. This supernatant was then formalin inactived and stored at 4°C until
formulated. The formulation step was as for the whole cell formalin-inactivated vaccine. Lot
nos. for the supernatant formalin-inactivated vaccine prototype were N201-110-Supe-073108

(day 7) and N201-122-Supe-082108 (day 21).

[0076] Sterility was verified, and the vaccine prototype material was maintained prior to
administration to the test animals and during the entire vaccine administration procedure as

previously described.

[0077] KSU-1 OMP fraction vaccine: The OMP fraction was produced from pellets
prepared from a KSU-1 culture (isolate BI-103007-1KSU) and stored at -80°C by using the

following OMP sarcosyl extraction procedure. Pellets were thawed on the benchtop. The pellets

were resuspended (22.5g wet weight) with 130 mL of 10 mM HEPES balanced salt solution and
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aliquoted into four 50 mL conical Falcon tubes (40 mL/tube). (A 1 mL resuspended pellet
sample was retained for protein quantification and analysis.) The resuspended pellets were
placed in an ice bath and sonicated for 1 minute using (Large/Microtip) probe (50 mL aliquots)
with a sonication pulse setting of 1 pulse/sec. The sonication was repeated three times. (A 1 mL
post-sonication sample was retained.) The sonicated pellets were centrifuged at 17,000 x g for
20 min in 50 mL tubes. Afterwards, the supernatants were decanted and pooled into a separate
container. Pellets were stored at 4°C until after a bicinchoninic acid assay (BCA) and then

discarded.

[0078] The pooled supernatants were run in an ultra centrifuge, ~0.0128 kg/tube, at a
setting of 124,000 x g (30,000 rpm), 1:10 hours, 4°C, with maximum acceleration, and no brake.
Supernatants were decanted, pooled with the earlier supernatant, and stored at 4°C. About 1 mL
of 10mM HEPES was added on top of each pellet in the ultra centrifuge tubes, and the pellets
were incubated overnight at 4°C to loosen the pellets from the tubes. Another 2 mL of 10mM
HEPES was added to each tube to resuspend the pellets. Each resuspended pellet solution was
q.s. to 6 mL (total vol.) with 10 mM HEPES, and 6 mL of 2% Sarcosyl was added to each.
Solutions were incubated for 30 min at room temperture. Afterwards, the tubes were balanced in
ultra centrifuge buckets (~0.0128 kg/tube) using 2% sarcosyl and run in an ultra centrifuge at
124,000 x g, 1:10 hour, 4°C, with maximum acceleration, and no brake. The supernatants were
collected into a vessel, and 1 mL of 10mM HEPES was added to each pellet. The OMP pellets
were stored are 4°C for 1 hour prior to measuring protein concentration or visualization of

proteins.

[0079] Duplicate samples (1:10 dilution) were run on either a reduced MOPS 10-12% Bis-
Tris SDS PAGE gel or a NuPAGE 4-12% Bis-Tris gel to visualize protein bands. Total protein
concentrations of the final OMP stock were determined using the BCA and were determined
prior to formulation with adjuvant. Based on the values obtained by BCA, the total mass of
protein contained in the OMP extraction stock was 1.75 ng/mL. Based on this value, the potency
of the formulated vaccine OMP prototype was 250 ng/dose. The resuspended, extracted OMP

fraction was aliquoted into 200 pl samples, labelled, and frozen at -70°C.

[0080] Five vials containing 0.5 mLs of the extracted OMP fraction were removed from

_70°C. These vials were thawed at room temperature. Working in a bio-safety hood 23.25 mLs
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of 1x phosphate buffered saline (pbs) and 2.35 mLs of the OMP material were aliquoted into a
sterile 100 mL Pyrex bottle containing a magnetic stir bar. The bottle was placed on a stir plate,
and with continuous stirring, 6.4 mLs (20% v/v) of the adjuvant (Emulsigen® ~D) were added
over 1 minute. The adjuvanted OMP prototype vaccine was then stirred for an additional 10
minutes. The OMP prototype vaccine was transferred to a 60 mL vaccine bottle where it was
capped and placed at 4°C. Lot nos. for the OMP vaccine prototype were N201-110-OMP-
073108 (day 7) and N201-122-OMP-082108 (day 21).

[0081] Sterility was verified, and the vaccine prototype material was maintained prior to
administration to the test animals and during the entire vaccine administration procedure as

previously described.

[0082] Ingelvac® APP-ALC vaccine: One bottle of APP-ALC was removed from -70°C

and thawed in luke warm water. Once thawed, a sample was removed using a 16 gauge sterile
needle and placed in a vaccine bottle for potency testing. The vaccine bottle was placed at 4°C.
Titrations of Ingelvac APP-ALC were performed on Days O and 21 for determining colony
forming units (CFU) per dose. The samples were serially diluted out 10-fold and plated onto
Mueller Hinton Chocolate Agar plates. Three reps were performed and allowed to incubate at
37°C for 24hrs before determining the CFU. Colony forming units were respectively at Day 0:
9.99 logs/dose and at Day 21: 10.2 logs/dose. Lot nos. for the Ingelvac® APP-ALC vaccine
were N201-110-APP-073108 (day 0) and N201-122-APP-082108 (day 21).

[0083] Vaccine prototype material was maintained prior to administration to the test

animals and during the entire vaccine administration procedure as previously described.

[0084] Placebo vaccine Working in a bio-safety hood, 60 mLs of 1x phosphate buffered

saline (pbs) was aliquoted out into a sterile 100 mL Pyrex bottle containing a magnetic stir bar.
The bottle was placed on a stir plate, and with continuous stirring, 15 mLs (20% v/v) of the
adjuvant (Emulsigen® —D) was added over 1 minute. The adjuvanted prototype was then stirred
for an additional 10 minutes. The material was transferred to 100 mL vaccine bottle where it

was capped and placed at 4°C. The Lot no. for the placebo vaccine was N 201-109.
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[0085] Sterility was verified, and the placebo prototype material was maintained prior to
administration to the test animals and during the entire vaccine administration procedure as

previously described.
B. Preparation of Challenge Treatment

[0086] The challenge strain used was A. suis Isolate ISU-8594 pS. The challenge material
was produced by inoculating a 1 liter Belco spinner flask containing 800mLs of érain Heart
Infusion Porcine (BHI-Porcine) media with SmLs of ISU-8594 p4. The spinner was placed into
a 37° C incubator at ~100 rpm. The culture was grown to an optical density (OD600) of
0.109--about 5 hrs and 30 minutes post inoculation. The culture was then transferred to 6 x 100
mL vaccine bottles containing 100 mLs total volume that were stoppered and capped. Five of
the bottles were placed into a cooler containing ice packs and one bottle which served to
represent the other five bottles for titrations was placed in another cooler containing ice packs.
The titer of the challenge material was determined by CFU count generated from plating serial
10-fold dilutions onto 5% sheep blood agar plates. The challenge titer obtained was 1.69 x 10°
cfu(s)/mL or 9.0 logs/6 mL dose. The Lot no. for the challenge material was N201-138.

[0087] Challenge material was kept on ice prior to administration to the test animals and

during the entire challenge procedure.

EXAMPLE 2: Vaccination of Pigs
[0088] A mixture of female and neutered male porcine animals of a commercial cross and
3 weeks +7 days of age were obtained from Wilson Prairie View Farms. Animals were healthy
with no evidence of clinical respiratory disease and negative for bacterial respiratory. pathogens
such as A. pleuropneumonia, H. parasuis, S. suis, P. multocida, B. bronchiseptica, F.
rhusiopathiae and A. suis. While allowance was made for animals to be excluded from the study
if and when health problems unrelated to vaccination or challenge became apparent, no animals

were removed.

[0089] At the time of arrival to the test site, all animals received a 1 mL shot of Excenel®
(a short acting antibiotic). The animals were housed at the test site until the study was
terminated. The animals were ear-tagged upon arrival, and housed appropriately for species,

age, size, and condition. Challenge and strict control pigs were housed together in separate pens
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in a separate building away from the other treatment groups. At the time of challenge, the
challenge controls were moved into the same building as the treated groups. All treatment
groups were housed in scpératc pens throughout the study. The animals were provided with a
ration that was free of antibiotics and appropriate for species, age, size, and condition of the
animals. The animals were in good health and nutritional status at initiation of the study. A
health examination was conducted by a clinical veterinarian according to generally accepted

veterinary practice on each animal prior to inclusion in the study.

[0090] A computer random number generator (Microsoft Office Excel) was used to assign
each animal a unique random number, The random number was then sorted into ascending
order. Assignments occurred by allocating the experimental units across treatment groups
starting with the lowest block of random numbers and assigning them to treatment groups 1
through 6. Increasing in random number, the next block of experimental units were then

assigned to treatment groups and so on until all animals were assigned to a treatment group.

[0091] ° This efficacy study consisted of 6 treatment groups of weaned 3 week-old + 7 days
of age pigs. Treatment group | (15 pigs) received a 1 x 2mL intramuscular (IM) dose of
formalin-inactivated whole cell A. suis on days 0 and 21 of the study, respectively. Treatment
group 2 (15 pigs) received a 1 x 2 mL IM dose of formalin-inactivated A. suis culture supernatant
on days 0 and 21 of the study, respectively. Treatment group 3 (15 pigs) received a 1 x 2mL IM
dose of A.-suis outer membrane protein (omp) on days 0 and 21 respectively. Treatment group 4
(15 pigs) received a 1 x 2mL IM dose of Ingelvac® APP-ALC on days 0 and 21 respectively.
Treatment group 5 (15 pigs) designated as “challenge controls” received a 1 x 2mL dose of
placebo by IM route of administration on days 0 and 21 respectively. Treatment group 6 (10

pigs) were designated “strict controls” and did not receive vaccine or placebo treatment. All
groups were observed for 41 days.
[0092] On Day 35 of the study, Groups 1-5 received a 6mL dose/pig (3mL applied to each

nostril per pig) of A. suis strain ISU-8594 via intranasal (IN) inoculation containing 1 x 10°°

logs/dose. Group 6, the “strict control” group, did not receive any treatment or challenge.

[0093] Rectal temperatures were collected from all animals prior to treatment on Day 0; 4
hours post-inoculation; and on 1 day(s) post inoculation (DPI), 3,5,7, 14, 21, 28, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40 and 41 DPL
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[0094] Venous whole blood (6-10 mL) was collected from each animal prior to treatment

on Day 0 and weekly (Days 7, 14, 21, 28, 34 and 41) for future serological testing.

[0095] Injection sites were examined prior to treatment and at 4, 24, 48, and 72 hours post
inoculation in all pigs of Groups 1-5. The injection sites were examined for swelling, hardness,
and size. The data were documented. The following scoring system was used for injection site
observations: swelling (O=none, 1=swelling present), appearance (O=normal, 1=hard, 2=soft,
3=abscessed, 4=draining), size (O=normal, for all others, the length by width dimensions in

centimeters (i.e. length x width x diameter) were recorded).

[0096] Clinical observations were performed daily from Day 0 to Day 41 for any signs of
respiratory distress including labored breathing, sneezing, coughing, altered respiratory

movements, anorexia, lameness, swelling of joints, dehydration, ability to stand, paddling,

moribund for 2 or more consecutive days, or death.

[0097] Animals that had severe clinical symptoms during the study were humanely
euthanized and necropsied to determine the cause of death. On Day 41 of the study, all animals
were euthanized and all sections of the lung were scored for determining the percentage of lung
pathology. Fresh and fixed (lungs only) samples of the lung (3 lobes with 1esions, if present),
liver, kidney, spleen, tonsil, and swabs of nasal turbinates, trachea, bronchi, meninges, and heart

blood were collected from each animal and cultured for bacterial isolation and histopathology

(lungs only).
EXAMPLE 3: Evaluating Efficacy of Prototype Vaccines
A. Statistical Analysis
[0098] Statistical Analysis was performed using SAS version 9.1.3 for data management

and analysis. Summary statistics including mean, standard deviation, standard error, median,
range, 95% confidence intervals, coefficient of variation, and frequency distributions were
generated for all data where appropriate. Analyses included all pairwise comparisons between
all piglet treatment groups. All tests for significance were two-tailed with a p <0.05 level to

determine differences between treatment groups.

[0099] Primary Efficacy Parameters were non-normally distributed microscopic lesion

scores and gross lesion scores that were compared by Wilcoxon Two-Sample Test and Fisher’s
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Exact Test. Secondary Efficacy Parameters were (1) clinical signs that were compared using the
Wilcoxon Two-Sample Test; (2) pyrexia that was compared using the Fisher’s Exact Test and

ANOVA; and (3) bacterial isolation was compared using the Fisher’s Exact Test.
B. Moribund Animals

[0100] Two animals were removed from the study after study initiation. Animal ID #31
(treatment group 4) was found dead on day 11 of the study. Gross examination showed that this
pig was in-poor condition and thin. Its lungs had red and purple discoloration, and its abdomen
had purulent exudates with fibrous peritonitis. The presumptive diagnosis was HPS or a
streptococcal infection. Bacteriology cultures were performed on the fresh tissue and swab
samples using standard techniques accepted in the field. The recovered bacterial colonies were
analyzed, and the analysis found that the pig was infected with Arcanobacterium pyrogenes,
Aeromonas hydrophilia, and Citrobacter freundii. Histopathology on fixed lung samples
indicated no evidence of pneumonia, necrosis, pleuritis, or bacterial colonies present.

[0101] Animal ID #32 (treatment group 1) was found dead on day 36 one day
post-chailenge. Gross examination showed that this pig’s lungs had severe fibrinouses and fluid
in the chest cavity. Its lungs had consolidation and large hemorrhagic areas. The presumptive
diagnosis was acute death due to A. suis challenge. Bacteriology cultures were performed on the
fresh tissue and swab samples. Actinobacillus suis was recovered in all tissue and swab samples
except the spleen and trachea. Histopathology on fixed lung samples indicated evidence of
severe pneumonia, necrosis, pleuritis, and bacterial colonies present.

C. General Observations

[0102] - Animals were observed daily from vaccination/placebo administration to challenge
(days O through 35) for adverse events attributed to treatment with test/control articles or other
non-treatment derived health abnormalities.

[0103] General health observations for pigs in challenge control and strict control groups
(groups 5 and 6) were as follows: Pig #71 (challenge control) started showing signs of lameness
on its right front on day 7 and persisted to day 24 before symptoms ceased. The rest of the pigs
were normal for this period of observation.

[0104] General health observations for pigs in vaccine treatment groups (groups 1-4) were

as follows: Pig ID #51 (whole cell, group 1) showed poor body condition on day 1 and persisted
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for three days. In treatment group 4 (APP, group 4) Pig ID #31 was removed from the study as
stated above. The remaining pigs in groups 1 through 4 had normal health observations.

[0105] Injection site reactions for IM-vaccinated treatment groups 1, 2, 3 and 4 were as
follows: Pigs #35 (supernatant, group 2) and #10 (APP, group 4) had swelling of a 1 x 1 cm?
area recorded on days 1, 2, and 3 of the study. No injection site evaluations were recorded for
the day 21 vaccination event. Clinical observations revealed swelling in the neck in pig #10
(APP, group 4) on days 4 and 5, pig #20 (APP, group 4) on days 26 and 29, pig #40 (APP, group
4) on days 19 through 35, pig #41 (APP, group 4) on days 26 through 35, and pig #46 (APP,
group 4) on days 14 through 35. All remaining animals had a normal, healthy disposition during
this observation period.

[0106] At time of necropsy, pigs #69 and #75 both in treatment group 1 (whole cell) were
recorded as having neck abscesses at the site of injections. No other adverse injection site
recordings were reported during necropsy.

D. Primary Efficacy Parameters
1. Gross lesions

[0107] At necropsy (day 41 of the study), the lungs were removed from each pig and
examined for gross lesions. Individual lobes were scored for percent involvement, and a total
score was assigned to each individual pig. Table 1 shows the average lung lesion scores for each
treatment group and the number of animals with a positive score per group.

Table 1. Average gross lung lesion scores by treatment group and number of animals with a
positive gross score within groups.

Group Treatment N Mean Percent with
Lesion Present
66.67%
W 1 26.7

1 hole Cell 5 6.73 (10/15)
60.00%

2 Supernatant 15 12.68 (9/15)
80.00%

3 OMP 15 21.69 (12/15)
50.00%

4 APP 14 16.25 (7/14)

5 Challenge 15 28.67° 86.67

(13/15)
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Group Treatment N Mean Percent with
Lesion Present
. a 0.00°
trict .
6 Stric 10 0.00 (0/10)

*Groups 5 vs. 6 comparisons are statistically significant different (p<0.05, Wilcoxon Two
Sample Test and Fishers Exact Test where appropriate).

[0108] Using the Wilcoxon Two-Sample Test and Fishers Exact Test on the number of
positive lesions per group, statistical analyses were run to compare the means among treatment
groups 5 vs. 6 and groups 1-4 vs. 5 on average gross lesion scores. Treatment group 6 (strict
controls) was negative for gross lesion development (0) and the number of percent positive
scores (0%). Evaluation of groups 1-5 for average lung lesion scores and percent with a lesion
ranged from 12.68 to 28.67 out of a possible 100 and from 50.00% to 86.67% respectively.
[0109] - Treatment group 5 (challenge), received the highest average gross lung lesion score
(28.67) and percent with a lung lesion score (86.67%) compared to the other treatment groups.
Treatment group 5 was significantly different (p<0.05) from treatment group 6, when comparing
average gross lung lesion scores and percent positive with a lesion. Treatment group 2
(supernatant) received the lowest lesion score (12.68), but had a percent lesion score that was the
second lowest (60.00%) compared to treatment group 4 (APP) which had the lowest percent
lesion score (50.00%). Comparisons of groups 4 vs. 5 for percent with a lung lesion score was
almost statistically different (p=0.0502). Furthermore, treatment group comparisons for gross
lesion score of groups 4 vs. 5 and groups 2 vs. S were not statistically different, (p<0.0840) and
(p<0.0685) respectively. Numerically, treatment group 1 (whole cell) had the second highest
average lung lesion score of 26.73 followed by the treatment group 3 (omp) with a score of
21.69. Tréatment group 3 (omp) had the second highest number of percent lesions present with
80.00% followed by treatment group 1 (whole cell) with 66.67%.

2. Microscopic lesions

[0110] Lung sections were collected, fixed, and submitted to the Iowa State Veterinary
Diagnostiq Laboratory for evaluation of non-specific microscopic lesion development (i.e.
pneumonia, necrosis, and pleuritis) and presence of bacterial colonies. Scores were based on a
nominal scale of 1 to 3 with 1 being mild, 2 being moderate, and 3 being severe. Groups were
compared based on average lesion severity and presence of bacterial colonies (bugs) present

within each tissue, and the frequency of positives for each group are shown in Table 2.
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Table 2. Average microscopic lesion scores by treatment group and number of animals with a
positive microscopic score within groups.

Bron- Broncho
Grp | Treat- N cho | Necro | Pleuri- | Pneumo | Necrosis | Pleuritis | Bacterial
ment Pneu- -sis tis -nia Colonies
monia
lesion .
1 Whole 15 1.07 0.67 1.67 | 53.33% | 40.00% | 60.00% | 20.00%
Cell (8/15) (6/15) (9/15) (3/15)
2 Super- 15| 0.87 0.8 1.13 | 46.67% | 40.00% | 46.67% | 33.33%
natant (7/15) (6/15) (7715) (5/15)
3 OMP 15 1.60 1.47° | 1.60° | 66.67% | 60.00% | 66.67% | 46.67%
(10/15) (9/15) (10/15) (7/15)
4 APP 15 093 0.47° | 0.67°° | 46.67% | 26.67% | 46.67% | 20.00%
(7/15) (4/15) (7/15) | * (3/15)
5 | Challenge | 15| 1.27* | 0.93" 1.93*° | 66.67%" | 46.67%" | 66.67%* | 40.00%
(10/15) (7/15) (10/15) (6/15)
6 Strict 10| 0.00° | 0.00* | 0.00° | 0.00%" | 0.00%" | 0.00%" 0.00%
Control (0/10) (0/10) (0/10) (0/10)

*Groups 5 vs. 6 comparisons are statistically significant different (p<0.05, Wilcoxon Two
Sample Test and Fishers Exact Test where appropriate).

®Groups 4 vs. 5 comparisons are statistically significant different (p<0.05, Wilcoxon Two
Sample Test and Fishers Exact Test where appropriate). ’

‘Groups 3 vs. 4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, Wilcoxon Two

Sample Test and Fishers Exact Test where appropriate).

[0111]

means among treatment groups on average microscopic lung lesions scores. The Fisher Exact

Using the Wilcoxon Two-Sample Test, statistical analyses were run to compare the

Test was also performed on the number of positive scores for the percent positive animals per
group for each parameter. Statistical differences (p<0.05) were found when comparing treatment
groups 5 (challenge) vs. 6 (strict control) for bronchopneumonia, necrosis, and pleuritis lesion
scores, and percent positive. The scores were zero in all parameters for treatment group 6 (strict
controls) (Table 2).

[0112]
3 (omp) followed by (1.27) treatment group 5 (challenge). The lowest received score (0.87) was

The highest bronchopneumonia lesion scores (1.60) were found in treatment group

in group 2 (supernatant) followed by (0.93) group 4 (APP). Scores for bronchopneumonia

ranged from 0.87 to 1.60. Comparing necrosis lesion scores for treatment groups 1-5 ranged
from 0.47 found in group 4 (APP) to 1.47 found in group 3 (omp). Statistical differences

(p<0.05) were found when comparing treatment groups 3 vs. 4 for necrosis. Further
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comparisons of treatment groups 1-5 for the pleuritis parameter revealed lesion scores that
ranged from 0.67 in group 4 (App) to 1.93 in group 5 (challenge). Statistical differences
(p<0.05) were found when comparing treatment groups 3 vs. 4 and 4 vs. 5 for pleuritis.
Comparison of treatment groups 1 vs. 4 was very close to being statistically different (p=.0544).
[0113] Numerical comparisons of percent positives showed that when compared to
treatment groups 1, 2, 4, and S treatment group 3 (omp) received the highest scores for
bronchopneumonia, necrosis, pleuritis, and bacterial colonies of 66.67%, 60.00%, 66.67%, and
46.67% respectively. The highest scores were shared with treatment group 5 (challenge) for
bronchopneumonia and pleuritis parameters. Furthermore, comparisons of percent positives
showed that when compared to the treatment groups 1, 2, 3, and 5 the lowest scores were in
treatment group 4 (APP) for bronchopneumonia, necrosis, pleuritis, and bacterial colonies of
46.67%, 26.67%, 46.67%, and 20.00% respectively. Treatment group 2 (supernatant) had the
same lowest scores in bronchopneumonia and pleuritis parameters as group 4, and group 2 and
group 1 (whole cell) had the same frequency of bacterial colonies present. No statistical
differences were found for percent positives in the parameters listed in Table 2.

E. Secondary Efficacy Parameters

[0114] Secondary parameters were used to support primary efficacy parameters in this
study. Statistical analyses were performed on the following secondary parameters.

1. Clinical observations

[0115] Observations for clinical signs were made from the day of vaccination throughout
the study (days O through 41). Four main parameters were scored: body condition (gauntness)
on a scale of 1 to 3 with 1 being normal and 3 being dead; behavior (depression); locomotion;
and respiration, each on a scale of 1 to 4 with 1 being normal and 4 being dead. An average
clinical score was used from all 4 parameters by which a normal, healthy animal received a score
of 1 while a severely affected animal (dead) could have a maximum score of 3.75. Table 3
shows the average scores by treatment group. Using the Wilcoxon Two-Sample Test, statistical
analysis was only performed to compare groups 1 through 5 on average clinical observation

scores.
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Table 3. Daily average clinical scores for pre-challenge and post-challenge periods within each
treatment group.

Pre- Post Challenge " Post
Grp | Treatment | Challenge Day | Day | Day | Day | Day | Day | Challenge
Days 36 37 38 39 40 41 Days
(0-35) (36-41)

1 | WholeCell | 1.001*> [125° |1.04 [1.00 [1.02 [1.04 |1.07 1.068
2 | Supernatant | 1.000*° ]1.03 [1.03 [1.00 | 1.00° | 1.00° | 1.03* | 1.017°
3 OMP 1.000*° |1.07° [1.03 [1.05 [1.00° [1.05 |L.13 1.058"
4 APP 1.011° 1.00%° [1.02 [1.00 | 1.02 [1.04 [1.14 | 1.036
5 | Challenge 1.013° 1.12* | 1.08 [1.12 [ 128" |1.14* |1.14* | 1.148
*6 Strict 1.000 1.00 ]1.00 |1.00 {1.00 [1.00 [1.00 1.000

* Treatment group 6 was not included in the statistical analysis.

*Groups 1-4 vs. 5 comparisons are statistically significant different (p<0.05, Wilcoxon Two
Sample Test where appropriate).

®Groups 1-3 vs. 4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, Wilcoxon Two
Sample Test where appropriate).

[0116] Comparison of the treatment groups 1-5 during the pre-challenge period revealed
that during this time period compared to the treated groups 1-4 the untreated challenge controls
had the highest clinical scores of 1.013. Treatment group 4 (APP) had the second highest mean
clinical score of 1.011 followed by groups 1, 2 and 3 with scores of 1.001, 1.000, and 1.000
respectively. Statistical differences (p<0.05) were found when comparing treatment groups 1-3
vs. group S from an overall mean score for the pre-challenge period. In addition statistical
differences (p<0.05) were found when comparing groups 1-3 vs. group 4. No statistical
differences were found when comparing group 4 vs. group 5.

[0117] During the challenge period it was noted that treatment group 5 (challenge) had the
highest overall score of 1.148 followed by groups 1, 3, 4, and 2 with scores of 1.068, 1.058,
1.036, and 1.017 respectively. For overall average clinical scores, statistical differences (p<0.05)
were found when comparing groups 1-4 vs. group 5. During the challenge period, treatment
group 5 (challenge) had the highest scores on days 37 through 41. Treatment group 1 (whole
cell) had the highest score on day 36. Furthermore, treatment group 1 (whole cell) scores fell
numerically following day 36 spike from 1.25 to a range of 1.00 to 1.07. The lowest overall
score was in treatment group 2 (supernatant), and it was statistical different (p<0.05) compared
to group 5 (challenge) on days 39, 40, and 41. Further comparison of group 4 (APP) showed that

on day 36, one day post challenge, there was a statistical difference (p<0.05) compared to group
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5 (challenge). Also, on day 36 groups 1 and 3 were statistical different (p<0.05) compared to
group 4 (APP).

2. Rectal temperatures

[0118] To monitor the effects of vaccination and challenge, rectal temperatures were taken
at different time points throughout the study (Days 0, 0 + 4hrs, 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, and 41). Temperature spikes greater than (104.9°F) were considered to be
significant. The number of animals with temperatures exceeding the cut-off are listed in Table 4.
Using Fisher’s Exact Test and ANOVA, statistical analyses were only performed to compare
pyrexia scores for groups 1 through 5.

[0119] Referring to FIG. 1 and Table 4 for the first vaccination time period of day 0 to 21,
there was a general spike in rectal temperature in all treatment groups with a larger spike
>104.9°F at time 4 hours post vaccination in treatment groups 3 (omp) and 4 (APP) and
continued to day 1 for group 3 (omp). In group 1 (whole cell) there was a decrease in
temperature on day 7 to 102°F, and statistical differences were observed (p<0.05) when
comparing group 1 vs. groups 2-5 on this day. Furthermore, the treated animal temperatures in
groups 1-4 were numerically less than the untreated groups 4-5 on day 7. On day 21 of the study
the treated animals had numerically lower temperatures than the untreated and were found to be
statisticall); different (p<0.05) when comparing groups 1-4 vs. group 5.

Table 4. Rectal temperatures (°F) from day 0 to day 21 (first vaccintion period).

Grp | Treatment | Day Day Day Day | Day Day Day Day

0 | 0+4hrs. 1 3 5 7 14 21
1 | Whole Cell | 103.1 | 104.1° 103.5° | 103.3 | 103.5 [ 102.0*° | 103.4*° | 103.7*"
2 | Supernatant | 1032 | 104.2° 103.6° | 103.3 | 103.3 | 102.8*° | 103.6 | 103.3*°
3 OMP 103.2 | 104.9**%% | 104.9*°>° | 103.3 | 103.3 | 102.8*° | 103.6 | 103.5
4 APP 103.3 | 105.1*>% | 103.9° | 103.2 | 103.5 | 102.9*° | 103.8" | 103.5°
5 | Challenge | 103.1 | 103.8° 103.5* | 103.5 | 103.6 | 103.6* | 103.7* | 104.1*
6 Strict 103.1 | 103.8 1032 | 103.5 | 103.7 | 103.5 | 104.1 | 104.1

* Treatment group 6 was not included in the statistical analysis.

*Groups 1-4 vs. S comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA Test where
appropriate).

®Groups 1 vs. 2-4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA where
appropriate).

‘Groups 2 vs. 3-4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA where
appropriate).

dGroups 3 vs. 4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA where
appropriate).
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[0120] Referring to FIG. 1 and Table 3, for the booster time period of day 22 through day
35 it was observed that treatment group 4 (APP) had the highest numerical rectal temperature on
day 28 of the study. Statistical differences were observed (p<0.05) on day 28 when comparing
treatment groups 1 and 2 vs. group 4.

Table 5. Rectal temperatures in degrees Fahrenheit (°F) from day 22 to day 35 (booster period).

Group Treatment Day 28 Day 34 Day 35
1 Whole Cell 103.7° 103.5 103.9
2 Supernatant 103.6° 103.7 104.0
3 OMP 103.9 103.6 103.8
4 APP 104.3*° 103.5 103.7
5 Challenge 103.9 103.5 103.7
6 Strict 103.9 103.5 103.7

* Treatment group 6 was not included in the statistical analysis.

*Groups 1 vs. 2-4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA where
appropriate).

bGroups 2 vs. 3-4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA where
appropriate).

[0121] Referring to FIG. 1 and Table 6, for the challenge time period days 36 through day
41 it was observed that treatment group 5 (challenge) had the highest numerical rectal
temperatures on days 36, 37, 40, and 41; whereas, treatment group 1 (whole cell) had the highest
rectal temperatures on days 38 and 39. Furthermore, treatment group 4 (APP) had the lowest
overall rectal temperatures on days 36, 37, 38, and 41. In addition treatment group 5 (challenge)
had the same lowest temperature on day 38 as treatment group 4, and groups 2 and 3 had the
lowest temperatures on days 39 and 40 respectively. Both groups 3 and 5 had an initial rise in
temperature one day post-challenge that then fell for group 3; however, the temperature for
group 5 rose again on day 40.

Table 6. Rectal temperatures (°F) from day 36 to day 41 (challenge period) and number of
animals with pyrexia (>104.90°F) in parentheses for at least one day from day of challenge to
necropsy.

Group | Treatment | Day | Day | Day | Day | Day Day % Present
36 37 38 39 40 41
Whole Cell | 104.0 | 104.1 | 103.9°] 104.0 | 103.7 | 103.8° | 53.33%" (8/15)
Supernatant | 103.7* | 103.8* | 103.7 | 103.5 ] 103.9 | 103.9° |13.33%*" (2/15)
OMP 104.3 1103.9°| 103.8 [ 103.8 | 103.4* | 103.8° | 33.33% (5/15)
APP 103.5*] 103.6* | 103.5° | 103.7 | 103.6* | 103.1*> | 7.14%*" (1/14)

E-QRUSEE SR
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Group | Treatment | Day | Day Day | Day | Day Day % Present
36 37 38 39 40 41
5 Challenge | 104.6° | 104.4* | 103.5 | 103.7 | 104.1* | 104.0° | 66.67%" (10/15)
6 Strict 103.7 | 103.8 | 103.7 | 103.6 | 103.6 | 103.5 103.7
* Treatment group 6 and Spleen, Meninges, and Heart Blood were not part of the statistical
analysis.

*Groups 1-4 vs. 5 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA and
Fishers Exact Test where appropriate).

bGroups 1 vs. 2-4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA and
Fishers Exact Test where appropriate).

‘Groups 2-3 vs. 4 comparisons are statistically significant different (p<0.05, ANOVA and
Fishers Exact Test where appropriate).

[0122] Further evaluation of the challenge period showed that the challenge group 5
received the highest percent positive of animals that were febrile with a value of 66.67%, which
was statistically different (p<0.05) when compared to groups 2 and 4. The second highest score
received was in treatment group 1 with a score of 53.33%, which was also statistically different
(p<0.05) when compared to groups 2 and 4. Groups 4 (APP) and 2 (supernatant) received the
lowest scores of 7.14% and 13.33% respectively. Treatment group 3 (omp) had a score of
33.33%.

3.  Bacterial isolation

[0123] At necropsy, swabs of the nasal cavity, trachea, bronchi, meninges, and heart blood
were collected for bacterial isolation. Sheep blood agar plates (5% with TSA) and MacConkey
agar plates were inoculated with each swab, streaked for isolation and incubated overnight at
37°C. Blood agar plates were placed under anaerobic and aerobic conditions, and the
MacConkey agar plates were placed under aerobic conditions only. In addition, chocolate agar
plates were used only for culturing lung samples and incubated at 37°C under aerobic conditions.
Fresh tissue samples of the lung (3 lobes from sections containing lesions), liver, kidney, and
tonsil were obtained. Swabs of each tissue were used to inoculate agar plates for bacterial
isolation. Plates were incubated along with the swab samples mentioned above, and plates were
observed for presence of A. suis 24 hours post incubation. Biochemical analysis was done on a
random sample in each of the treatment groups to confirm the presence of A. suis. Statistical
analyses were only performed to compare groups 1 through 5 on bacterial isolation scores using
the Fisher’s Exact Test. The spleen, meninges, and heart blood were not statistically analyzed.

Tables 7a and 7b provides a summary of the bacteriology results.
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Table 7a. Number of percent positive A. suis animals in treatment groups by bacterial isolation.

Group | Treatment Lung Liver Kidney Tonsil Nasal

1 Whole Cell 40% 6.67% 6.67% 66.67% 13.33%
(6/15) (1/15) (1/15) (10/15) (2/15)

2 Supernatant 33.33% 0.00% 13.33% 80.00% 13.33%
(5/15) (0/15) (2/15) (12/15) (2/15)

3 OMP 33.33% 0.00% 0.00% 60.00% 6.67%a
(5/15) (0/15) (0/15) (9/15) (1/715)

4 APP 33.33% 6.67% 6.67% 60.00% 0.00%a
(5/15) (1/15) (1/15) (9/15) (0/15)

5 Challenge 73.33% 13.33% 20.00% 86.67% 46.67a
(11/15) (2/15) (3/15) (13/15) (7/15)

*6 Strict 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 20.00%
(0/10) (0/10) (0/10) (0/10) (3/10)

* Treatment group 6 and Parameters Spleen, Meninges, and Heart Blood were not part of the
statistical analysis. ' .
“*Groups 1-4 vs. 5 comparisons are statistically significant different (p<0.05, Fishers Exact Test
5 where appropriate).

Table 7b. Number of percent positive A. suis animals in treatment groups by bacterial isolation.

Group | Treatment Trachea Bronchi *Spleen *Meninges *Heart
blood

1 Whole Cell 6.67% 13.33% 0.00% 6.67% 6.67%
(1/15) (2/15) (0/15) (1/15) - (1/15)

2 Supernatant 6.67% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
(1/15) (0/15) (0/15) (0/15) (0/15)

3 OMP 6.67% 13.33% 6.67% 0.00% 0.00%
(1/15) (2/15) (1/15) (0/15) (0/15)

4 APP 20.00% 20.00% 0.00% 6.67% 0.00%
(3/15) (3/15) (0/15) (1/15) (0/15)

5 Challenge 20.00% 26.67% 6.67% 6.67% 6.67%
(3/15) (4/15) (1/15) (1/15) ~(1/15)

*6 Strict 6.67% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
(1/10) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10)

* Treatment group 6 and Parameters Spleen, Meninges, and Heart Blood were not part of the
statistical analysis.

*Groups 1-4 vs. 5 comparisons are statistically significant different (p<0.0S, Fishers Exact Test
10 where appropriate).

[0124]
group 5 (challenge) compared to the other groups (1-4). The highest percentage of A. suis

The recovery of A. suis in each of the target areas was the highest in treatment

recovery was found in the tonsil followed by the lung. The recovery of A. suis was low in the

spleen, meninges, and heart blood parameters with only a maximum recovery yield of 6.67%
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among the treatment groups. The strict controls, group 6, had three out of ten pigs positive for A.
suis in nasal tissue, and one pig positive for tracheal tissue. Statistical differences (p<0.05) were
found in nasal tissue when comparing groups 3 (omp) and 4 (APP) vs. group 5 (challenge).
[0125] Other common respiratory and bacterial organisms were isolated during the
culturing process. Bordettella sp. was in high numbers in all groups as well as alpha and beta
streptococcal bacteria and Pasteurella multocida. Other organisms isolated in very low numbers
were Arcanobacterium pyrogenes, E. coli, Staphylococcus sp, Enterococcous sp, Proteus, blue
fungii, and Pastunella sp.

4. Serology

[0126] Blood was drawn on study day 0, 7, 14, 21, 28, 34, and 41 of the study. Western
blots were performed on pooled sera from treatment groups 1, 2, 3, and 4 on days 0 and 34 of the
study to measure immunoreactivity to the fractions. Each treatment group consisted of three
pooled groups, which consisted of 5 pigs from that treatment group. The western blots showed
detectible seroconversion to the whole cell, supernatant, and omp fractions at 1:100 dilution, but
not a 1:1000. The APP fraction had the best reactivity and was detectable at 1:1000. For all
groups, no reactivity was found in the day O samples prior to treatment.

[0127] All of the compositions and methods disclosed and claimed herein can be made and
executed without undue experimentation in light of the present disclosure. While the
compositions and methods of this invention have been described in terms of preferred
embodiments, it will be apparent to those of skill in the art that variations may be applied to the
compositions and methods and in the steps or in the sequence of steps of the method described
herein without departing from the concept, spirit and scope of the invention. More specifically,
it will be apparent that certain agents which are both chemically and physiologically related may
be substituted for the agents described herein while the same or similar results would be
achieved. All such similar substitutes and modifications apparent to those skilled in the art are
deemed to be within the spirit, scope and concept of the invention as defined by the following
claims.
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CLAIMS

What is claimed is:

1.

10.

1.

12.
13.

An immunogenic composition for protecting a subject against Actinobacillus suis

infection, comprising

a) supernatant collected from one or more A. suis cultures grown to between 0.650
OD¢s0 and 0.850 ODeso; and

b) an adjuvant.

The immunogenic composition of claim 1, wherein the supernatant is essentially free

from A. suis cells.

The immunogenic composition of claim 1, wherein the supernatant is inactivated.

The immunogenic composition of claim 3, wherein the supernatant is formalin

inactivated.

The immunogenic composition of claim 1, wherein the adjuvant is Emulsigen® -D.

The immunogenic composition of claim 1, wherein the subject is a porcine.

A method of provoking an immune response against Actinobacillus in a subject

comprising administering to the subject the immunogenic composition of claim 1.

Thé method of claim 7, wherein the subject is a porcine.

A method of reducing the incidence of or severity of a clinical sign associated with

Actinobacillus suis infection comprising the step of administering the immunogenic

composition of claim 1 to a subject, wherein the reduction of the incidence of or the

severity of a clinical sign is relative to a subject not receiving the immunogenic

composition.

The method of claim 9, wherein the clinical sign is selected from the group consisting of

meningitis, septicemia, metritis, pneumonia, crysipelas-like lesions, and abortion.

The method of claim 9, wherein the Actinobacillus suis infection is an A. suis ISU-8594

infection.
The method of claim 9, wherein the subject is a porcine.

A method of preparing the immunogenic composition of claim 1 comprising

a) growing an Actinobacillus suis culture to between 0.650 ODgso and 0.850 ODgso;

b) collecting a supernatant from the culture;
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c) filtering the supernatant to yield a filtrate; and

d) mixing the filtrate with an adjuvant.

The method of claim 13, further comprising inactivating the supernatant.

The method of claim 14, wherein the supernatant is inactivated prior to mixing with

adjuvant.

The method of claim 13, wherein the adjuvant is Emulsigen® -D.

A method of diagnosing Actinobacillus suis infection in a subject, comprising

a) providing a filtered supernatant prepared by growing an A. suis culture to between
0.650 ODgsp and 0.850 ODgsp, collecting supernatant from the culture, and
filtering the supernatant;

b) contacting the filtered supernatant with a sample obtained from the subject; and

c) identifying the subject as having an A. suis infection if an antibody capable of
binding a component in the filtered supernatant is detected in the sample.

The method of claim 17, wherein the binding is detected using a second antibody capable

of binding the antibody in the sample.

A kit comprising

a) a filtered supernatant prepared by growing an Actinobacillus suis culture to
between 0.650 ODgsp and 0.850 ODss, collecting a supernatant of the culture, and
filtering the supernatant;

b) an adjuvant; and

c) a container for packaging the supernatant and adjuvant.

The kit of claim 19, further comprising instructions for use of the kit.

The kit of claim 19, further comprising a means of administering the filtered supernatant

to a subject.

A kit for preparing the immunogenic composition of claim 1 comprising (i) the

supernatant and (ii) the adjuvant, wherein (i) and (ii) are packaged separately.

The kit of claim 22, further comprising instructions for use of the kit.
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ANTIGENOS DE ACTINOBACILLUS SUIS
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la Invencion
La presente invencion se refiere a métodos y composiciones utiles para la
inhibicién, el tratamiento, la proteccion o la prevencién de la infeccidn por

Actinobacillus suis.

Descripcion de la Técnica Relacionada
El Actinobacillus suis ha surgido recientemente como una nueva amenaza

para la industria porcina en los Estados Unidos. Anteriormente asociado a una alta

. mortalidad en manadas "muy saludables”, A. suis es reconocido ahora como un

importante patégeno de las manadas convencionales. En particular, es perjudicial para
los animales mas jovenes. La infecciéon causa actinobacilosis y puede originar la
muerte repentina tanto en cerdos neonatos como en destetados. Los sintomas en los
cerdos destetados incluyen anorexia, fiebre, cianosis, congestién de las extremidades,

angustia respiratoria, pulmonia, neumonia necrotizante, tos persistente, lesiones

“dérmicas y septicemia fatal. Se sabe que la pulmonia, la artritis, los signos

septicémicos, pleuresia, pericarditis y los abscesos miliares ocurren en el acabado
final de cerdos. El Actinobacillosis también causa metritis y aborto en cerdas.

La amplia patologia de actinobacillosis se caracteriza por las lesiones
encontradas en pulmones, rifidn, corazon, higado, bazo, intestinos y piel; hemorragias

y necrosis; y lesiones pulmonares del tipo pleuroneumonia. Histopatolégicamente, la

enfermedad se caracteriza por la presencia del tromboembolismo bacteriano

acompafnado de necrosis fibrino-hemorragica en los vasos de diversos tejidos;
bronconeumonia necrotizante y pleuritis. Las causas y los factores que contribuyen a
la infeccidén incluyen la precipitacion por infeccion del Sindrome Reproductivo y

Respiratorio Porcino (PRRS), la secciéon de los dientes, corte de la cola, lavado de

. pezufias, y entrada via respiracion, cortes o abrasiones.

El Actinobacillus suis es un cocobacilo facultativo oportunista, gram-negativo,
no motil, aerébico y anaerobio que coloniza las vias respiratorias superiores. El
genotipado de aislados de A. suis recuperados de casos clinicos en manadas de
cerdos norteamericanas han revelado una limitada variabilidad genética, con sélo 13
cepas identificadas entre 74 aislados recuperados de 29 manadas diferentes. El indice
de diversidad de Simpson (también conocido como el indice de diversidad de

especies, véase Simpson, 1949) para los genotipos de A. suis es 0,64, lo que significa
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que un aislado aleatorio tiene una posibilidad del 64 % de ser incluido en un grupo de
genotipo unico usando, por ejemplo BOX-PCR (Simpson, 1949; Versalovic et al., 1991;
Oliveira et al., 2007). Comparado con H. parasuis, por ejemplo, que tiene un indice de
diversidad de 0,93 (Oliveira et al., 2007), A. suis es relativamente clénico.

La diversidad fenotipica de A. suis también esta relativamente limitada. Sélo 2
serovares, a saber 01 y 02 (Rullo, Papp-Szabo y Michael, 2006), y tres tipos
capsulares, K1-3, han sido descritos hasta ahora. Los estudios de patogenicidad
sugieren que los aislados del serogrupo 02 tienden a ser mas viruleﬁtos que los
aislados de 01 (Slavic, DelLay y Hayes, 2000). El serotipado de aislados de A. suis
usados para la produccion de vacunas autdgenas también confirma que un porcentaje
mas alto de aislados de 02 estaban relacionados con la enfermedad clinica comparado
con los aislados de 01 (Slavic, Toffner, y Monteiro, 2000). Aunque sean conocidos
algunos factores de la virulencia de A. suis (p.ej las toxinas de RTX ApxX lyar. suis ¥ ApX
Ilvar. suis), los factores que pueden provocar la infeccién sistémica todavia estan
indefinidos. Algunos de estos factores potenciales incluyen lipopolisacaridos (LPS) y
polisacaridos capsulares (CPS), proteina A de membrana externa (OmpA), proteasas,
y adquisicién de hierro.

Actualmente, no hay ninguna vacuna comercialmente disponible para el
control de A. suis, y la mayor parte de los veterinarios de campo confian en las
vacunas autdégenas y los tratamientos antimicrobianos para controlar la enfermedad.
Es deseable el desarrollo de una vacuna que proteja potencialmente contra la mayor
parte de aislados en el campo; sin embargo, los datos necesarios en cuanto a la
asociacion entre genotipo, serovares, toxina, perfiles de proteinas y factores que estan
implicados en la patogénesis de la infeccién de A. suis todavia estan indefinidos. En
este documento, son proporcionados dichos datos, asi como, vacunas y sus métodos

de uso contra A. suis.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona nuevas composiciones inmundgenas que
son utiles para proteger a un sujeto contra la infeccidén por Actinobacillus suis. Estas
composiciones son también Utiles para la inhibicién, el tratamiento o la prevencion de
la infeccién por varias cepas o tipos de Actinobacillus suis.

Las composiciones de la invencién comprenden un sobrenadante recogido de
uno o varios cultivos de A. suis cultivados entre ODgso 0,650 y ODgso 0,850; y un

adyuvante. Preferiblemente el sobrenadante esta inactivado, mas preferiblemente por
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la formalina. El sobrenadante también esta preferiblemente filtrado, tal como por un
filtro de 45 micras. La filtracién puede hacerse antes o después de la inactivacion
segln se juzgue apropiado para una situacion dada. El sobrenadante, mas
preferiblemente el sobrenadante filtrado, estd esencialmente libre de células de A.
suis, pero puede contener multiples componentes celulares.

El experto en la técnica reconocera que cualquiera de una variedad de
adyuvantes puede ser apropiadamente incluido en una composicién de la invencion.

Un adyuvante ejemplar es el Emulsigen ®-D. La determinacion del adyuvante

- dependera, en parte, de la naturaleza del sujeto que debe recibir la composicion, el

método de administracion al sujeto; y las condiciones bajo las cuales debe ser
administrada la composicién. Por ejemplo, el adyuvante y el sobrenadante, o el
sobrenadante filtrado, pueden ser mezclados juntos antes de la administracion a un

sujeto, pueden ser administrados simultdneamente o administrados secuencialmente a

un sujeto.

Los sujetos adecuados de las composiciones inmunogenas de la invencion
incluyen a animales y seres humanos. Los animales en los cuales la respuesta inmune
es estimulada por el uso de las composiciones o los métodos de {a invencién incluyen
a ganado, tales como cerdos, terneros, pollos, cabras y ovejas, y animales

domésticos, tales como ratones, conejos, perros, gatos y caballos. Los animales

_preferidos incluyen porcinos, muridos, équidos, lagomorfos y boévidos. Mas

preferiblemente el animal es un porcino.

La invencién también proporciona métodos para provocar una respuesta
inmune contra Actinobacillus para reducir la frecuencia o la severidad de un sintoma
clinico asociado a infeccion por Actinobacillus suis en un sujeto, que comprende

administrar al sujeto una composicién inmundgena de la invencion. Los sintomas

- clinicos asociados a A. suis que pueden ser reducidos en frecuencia o severidad en un

sujeto incluyen meningitis, septicemia, metritis, pulmonia, lesiones del tipo erisipela y
aborto. Cualquiera de los cuales puede ser disminuido por la administracion de una
composicion de la invencion con relacion a un sujeto que no reciba la composicion
inmunégena. Las composiciones preferidas de la invencién provocan una respuesta

inmunolégica protectora que supone al menos una reduccion del 10 % de al menos un

sintoma clinico de una infeccién por A. suis.

Una infeccién por Actinobacillus suis preferida que puede ser reducida por la

administracion de una composicion de la invencion es ISU-8594 de A. suis.
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La invencion también proporciona métodos para hacer o preparar
composiciones inmunédgenas de la invencion que pueden ser Utiles en la fabricacion de
un medicamento. Tales métodos incluyen las etapas de cultivar un cultivo de
Actinobacillus suis entre ODgso 0,650 y ODgsp 0,850; recoger el sobrenadante del
cultivo; filtrar el sobrenadante para producir un filtrado; y mezclar el filtrado con un
adyuvante. Tales métodos también pueden incluir inactivar el sobrenadante,
preferiblemente antes de mezclar el sobrenadante con un adyuvante. La inactivacion
puede ocurrir antes o después de filtrar el sobrenadante.

La invencidon ademas proporciona métodos para diagnosticar una infeccién
por Actinobacillus suis en un sujeto. Tales métodos comprenden: a) proborcionar un
sobrenadante filtrado preparado cultivando un cultivo de A. suis entre ODgs, 0,650 y
ODsso 0,850, recoger el sobrenadante del cultivo, y filtrar el sobrenadante; b) poner en
contacto el sobrenadante filtrado con una muestra obtenida del sujeto; y c) identificar
el sujeto que tiene una infeccion de A. suis si se detecta en la muestra un anticuerpo
capaz de unirse a un componente en el sobrenadante filtrado.

Los expertos en la técnica estaran familiarizados con una variedad de
técnicas adecuadas para averiguar si un anticuerpo es capaz de unirse a un
componente. Por ejemplo, la unién puede ser detectada usando un segundo
anticuerpo capaz de unirse al anticuerpo en la muestra. La unién de tales segundos
anticuerpos puede detectarse por un ensayo colorimétrico u otros medios adecuados.

La invencion también proporciona kits que comprenden: a) un sobrenadante
fitrado preparado cultivando un cultivo de Actinobacillus suis entre ODgso 0,650 y
ODsso 0,850, recoger el sobrenadante del cultivo, y filtrar el sobrenadante; b) un
adyuvante; y c) un contenedor para envasar el sobrenadante y el adyuvante. Ei
sobrenadante filtrado y el adyuvante pueden ser envasados juntos o por separado.

El kit puede comprender ademas instrucciones para el uso del kit. También
puede comprender un medio para administrar el sobrenadante filtrado y el 'adyuvante a
un sujeto. También puede ser incluido en el kit un medio para mezclar el sobrenadante
y el adyuvante juntos.

Las composiciones de la invencion pueden comprender ademas a un vehiculo
veterinariamente aceptable, un segundo adyuvante, o su combinacion. Tales
composiciones pueden usarse como una vacuna y comprender una vacuna atenuada,
una vacuna inactivada, o sus combinaciones. Tales vacunas producen una respuesta

inmunolégica protectora contra al menos una enfermedad asociada a Actinobacillus.




10

15

20

25

30

o

-5- P10/0124-prio

Los agentes de inactivacion preferidos para uso en los métodos de la

-invencion son seleccionados del grupo que consiste en etilenimina binario (BEI) y

formalina. La formalina es el agente de inactivaciéon mas preferido. Los expertos en la
técnica reconpceran que otros agentes de inactivacidn y métodos (es decir
calentamiento, cambio del pH, etc.) son conocidos en la técnica y que pueden usarse,
de modo intercambiable, en la practica de la invencion, siempre que tales agentes o

métodos de desactivacion no alteren negativamente las propiedades inmunogenas o la

" seguridad de la composicién producida.

Los métodos de la invencion también pueden comprender mezclar una
composicién de la invencién con un vehiculo veterinariamente aceptable, adyuvante o
su combinacién. Los expertos en la técnica reconoceran que la opcién del vehiculo,

adyuvante o combinacion sera determinada por la ruta de administracién, preferencia

~personal y especies de animales, entre otros.

Las rutas preferidas de la administracion incluyen intranasal, oral,
intradérmica e intramuscular. Se prefiere la administracién en agua potable, o mas
preferiblemente en una dosis individual. El experto en la técnica reconocera que las
composiciones de la invencion también pueden administrarse en dos 0 mas dosis, asi

como, por otras rutas de administraciéon. Por ejemplo, tales otras rutas incluyen

- subcutaneamente,  intracutaneamente, intravenosamente, intravascularmente,

intraarterialmente, intraperitonealmente, intratecalmente, intratraquealmente,
intracutaneamente, intracardialmente, intralobalmente, intramedularmente,
intrapulmonarmente o intravaginaimente. Segun la duracion deseada y la eficacia del
tratamiento, las composiciones segun la invencién pueden administrarse una vez o

varias veces, también intermitentemente, por ejemplo cada dia durante varios dias,

" semanas o meses y en dosis diferentes.

La invencion también proporciona kits para vacunar a un sujeto que
comprende un juego de instrucciones impresas; un dosificador capaz de administrar
una vacuna a un animal y un sobrenadante de un cultivo de A. suis que tiene uno o
varios componentes que estimulan con eficacia una respuesta inmune en un sujeto.
Los kits de la invencion pueden comprender ademas a un vehiculo veterinariamente
aceptable, adyuvante o su combinacion.

Un dosificador en un kit de Ia invencién es capaz de dispensar su contenido
como gotitas; y el sobrenadante de A. suis incluido en el kit es capaz de reducir la

severidad de al menos un sintoma clinico de una infeccién de A. suis cuando se
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administra a un sujeto. Preferiblemente, la severidad de un sintoma clinico es reducida
en al menos el 10 % comparado con un sujeto no tratado e infectado.

Una "composicién inmunégena o inmunolégica" se refiere a una composicion
de materia que comprende al menos un sobrenadante de A. suis, o su parte
inmunogena, que provoca una respuesta inmunolégica de una respuesta celular o
inmune mediada por el anticuerpo a la composicion en el sujeto. En una realizacion
preferida de la presente invencién, una composicion inmunégena induce una
respuesta inmune y, mas preferiblemente, confiere inmunidad protectora contra uno o
varios de los sintomas clinicos de una infeccién de Actinobacillus.

Una "respuesta inmune" o "respuesta inmunologica" significa, aunque no esta
limitada al desarrollo de una respuesta celular y/o inmune mediada por el anticuerpo
frente a la composicion o la vacuna de interés. Por lo general, una respuesta inmune o
inmunoldgica incluye, aunque no esta limitada a uno o varios de los efectos siguientes:
la produccién o activacién de anticuerpos, células B, linfocitos T ayudantes, linfocitos T
supresores, y/o linfocitos T citotdxicos, dirigidos expresamente contra un antigeno o
antigenos incluidos en la composiciéon o vacuna de interes. Preferiblemente, el sujeto
vacunado mostrara una respuesta terapéutica o protectora inmunolégica (memoria) tal
que la resistencia frente a la nueva infeccidén sera realzada y/o la severidad clinica de
la enfermedad sera reducida. Tal proteccion sera demostrada por la reduccién del
numero de sintomas, severidad de los sintomas o por la carencia de uno o varios de
los sintomas asociados con la infecciéon del patégeno, el retraso del inicio de los
sintomas clinicos, la menor persistencia patégena, una reduccién de la carga
patégena total y/o una reduccién de la excreciéon patégena.

La "proteccion contra A. suis”, "inmunidad protectora”, "inmunidad funcional”,
y expresiones similares, significa una respuesta inmune contra A. suis generada por
un programa de inmunizacion que causa menos efectos deletéreos que los que serian
esperados por un sujeto no inmunizado que no ha sido expuesto con anterioridad a A.
suis. Es decir, la severidad de los efectos deletéreos de la infeccion disminuye en un
sujeto inmunizado porque el sistema inmunolégico del sujeto es resistente a la
bacteria. La infeccion puede reducirse, ralentizarse o prevenirse posiblemente
totalmente, en un sujeto inmunizado, preferiblemente un cerdo. En este documento,
cuando se supone que hay una prevencion completa de la infeccién, se establece
expresamente. Si no se establece la prevencion completa, entonces el término incluye

la prevencién parcial.
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En este documento, la "reduccidn de la frecuencia y/o severidad de los
sintomas clinicos" o la "reduccién de los sintomas clinicos" significa, aunque no esta
limitado a reducir el nimero de sujetos infectados en un grupo, reducir o eliminar el
nimero de sujetos que muestran sintomas clinicos de la infeccion, o reducir la
severidad de algun sintoma clinico que esta presente en los sujetos, en comparacion
con la infeccion tipo silvestre. Por ejemplo, deberia referirse a cualquier reduccién de
carga patégena, presencia del patdégeno, reduccién de la transmisién patdégena o
reduccién de cualquier sintoma clinico sintomatico de la infeccion de A. suis.
Preferiblemente estos sintomas clinicos se reducen en sujetos que reciben la

composicién de la presente invencién en al menos un 10 % en comparacién con

. sujetos que no reciben la composicién y que pueden volverse infectados. Mas

preferiblemente, se reducen los signos clinicos en sujetos que reciben la composicion
de la presente invencion en al menos el 20 %, preferiblemente en al menos el 30 %,
mas preferiblemente en al menos el 40 %, y aun mas preferiblemente en al menos el
50 %.

La expresion "aumento de la proteccidon" significa en este documento, aunque

"no esta limitado a una reduccidén estadisticamente significativa de uno o varios

sintomas clinicos que tienen que ver con la infecciéon de A. suis en un grupo vacunado
de sujetos frente a un grupo de control no vacunado de sujetos. La expresion
"reduccién estadisticamente significativa de los sintomas clinicos” significa, aunque no
esta limitada, que la frecuencia en la incidencia de al menos un sintoma clinico en el

grupo vacunado de sujetos es de al menos el 20 %, preferiblemente el 30 %, mas

. preferiblemente el 50 %, y aun mas preferiblemente el 70 % menor que en el grupo de

control no vacunado después de la exposicibn a una bacteria de Actinobacillus
infecciosa.
Los expertos en la técnica entenderan que las composiciones usadas en este

documento pueden incorporar conocidas soluciones estériles inyectables

. fisiologicamente aceptables. Para preparar una solucioén lista para su uso para la

inyeccién parenteral o infusidn, las soluciones isotonicas acuosas, p.ej soluciones de
proteinas salinas o plasma, estan disponibles en el acto. Ademas, las composiciones
inmundgenas y las composiciones de vacuna de la presente invencidén pueden incluir a
vehiculos aceptables para el veterinario, diluyentes, agentes isoténicos,
estabilizadores o adyuvantes.

Segun se usa en este documento, un "vehiculo aceptable para el veterinario”

incluye alguno y todos los disolventes, medios de dispersién, capas, adyuvantes,
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agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y
antifungosos, agentes isotonicos, agentes retardantes de la adsorcién y-otros por el
estilo. En algunas realizaciones preferidas, y sobre todo aquellas que incluyen las
composiciones inmunégenas liofilizadas, los agentes estabilizantes para uso en la
presente invencion incluyen estabilizadores para la liofilizacion o el deshidratado por
congelacion.

En algunas realizaciones, la composicion inmunégena de la presente
invencién contiene un adyuvante. Los "adyuvantes" segln se usan en este
documento, pueden incluir hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio, saponinas p.ej,
Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc, Cambridge, MA), GPI-0100 (Galenica
Pharmaceuticals, Inc, Birmingham, AL), emulsion de agua en aceite, emulsién de
aceite en agua, emulsion de agua en aceite en agua. La emulsion puede estar basada
particularmente en aceite de parafina liquido ligero (tipo farmacopea europea); aceite
de isoprenoide tal como escualeno; aceite que resulta de la oligomerizacion de
alguenos, en particular de isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que
contienen un grupo alquilo lineal, mas en particular aceites de planta, oleato de etilo,
propilenglicol di-(caprilato/caprato), tri-(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de
propilenglicol; ésteres de acidos grasos ramificados o alcoholes, en particular ésteres
de acido isoestearico. El aceite se usa en combinacion con emulsionantes para formar
la emulsién. Los emulsionantes son tensioactivos preferiblemente no iénicos, en
particular ésteres de sorbitan, de manida (p.ej oleato de anhidromanitol), de glicol, de
poliglicerol, de propilenglicol y de acido oleico, isoestearico, ricinoleico o
hidroxiestearico, que estan opcionalmente etoxilados, y bloques de copolimero de
polioxipropileno-polioxietileno, en particular los productos de Pluronic, sobre todo
L121. Véase Hunter et al, “The Theory and Practical Application of Adjuvants”
(Ed.Stewart-Tull, D. E. S.). John Wiley and Sons, NY, pags. 51-94 (1995) y Todd et al.,
Vaccine 15:564-570 (1997).

Otros adyuvantes ejemplares son la emulsiéon SPT descrita en la pagina 147
del "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 de este
mismo libro.

Un caso mas de un adyuvante es un compuesto elegido de los polimeros de
acido acrilico o metacrilico y los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de
alquenilo. Los compuestos de adyuvantes ventajosos son los polimeros de acido

acrilico o metacrilico que son reticulados, sobre todo con éteres de polialquenilo de
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azlcares o polialcoholes. Estos compuestos son conocidos por el término carbémero
{volumen 8 de Phameuropa, N° 2, junio de 1996). Las personas expertas en la técnica
también pueden referirse a la patente de EE.UU. N° 2.909.462 que describe tales
polimeros acrilicos reticulados con un compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3
grupos hidroxilo, preferiblemente no mas de 8, estando los atomos de hidrogeno de al
menos tres hidroxilos sustituidos por radicales alifaticos no saturados que tienen ai
menos 2 atomos de carbono. Los radicales preferidos son aquellos que contienen de 2
a 4 atomos de carbono, p.ej vinilos, alilos y otros grupos etilenicamente no saturados.

Los radicales no saturados pueden contener otros sustituyentes, tales como el metilo.

“Los productos vendidos bajo el nombre Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son

particularmente apropiados. Se reticulan con una sacarosa de alilo 0 con pentaeritritol
de alilo. Entre estos, pueden mencionarse Carbopol 974P, 934P y 971P. El mas
preferido es el uso del Carbopol 971P. Entre los copolimeros de anhidrido maleico y

derivado de alquenilo, estan los copolimeros EMA (Monsanto), que son copolimeros

~de anhidrido maleico y etileno. La disolucion de estos polimeros en agua conduce a

una solucién acida que sera neutralizada, preferiblemente a pH fisioldgico, a fin de dar
lugar a la solucidn de adyuvante en la cual la composicion de inmunégeno,
inmunoloégica o de vacuna sera incorporada por si mismo.

Otros adyuvantes adecuados incluyen, pero no estan limitados al sistema
adyuvante de RIBI (Ribi Inc), copolimero de bloque (CytRx, Atlanta GA), SAF-M

- (Chiron, Emeryville CA), lipido A monofosforilo, adyuvante de lipido-amina de Avridine,

enterotoxina termolabil de E. coli (recombinante u otra), toxina del colera, IMS 1314 o
dipéptido de muramilo, o citoquinas naturales o recombinantes o sus analogos o
estimulantes de la liberacién de citoquina enddgena, entre muchos otros.

Los "diluyentes" pueden incluir agua, solucién salina, dextrosa, etanol, glicerol

y otros por el estilo. Los agentes isoténicos pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa,

" manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizadores incluyen albtimina y sales

de alcali del acido etilendiaminotetracético, entre otros.
Se espera que pueda afiadirse un adyuvante en una cantidad de
aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg por dosis, preferiblemente en

una cantidad de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg por dosis, mas

. preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 500 ug a aproximadamente 5

mg por dosis, aun mas preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 750 ug a
aproximadamente 2,5 mg por dosis, y lo mas preferiblemente en una cantidad de

aproximadamente 1 mg por dosis. O bien, el adyuvante puede estar en una
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concentracion de aproximadamente 0,01 a 50 %, preferiblemente en una
concentracién de aproximadamente 2 % a 30 %, mas preferiblemente en una
concentracion de aproximadamente 5 % a 25 %, todavia mas preferiblemente en una
concentracion de aproximadamente 7 % a 22 %, y lo mas preferiblemente en una
concentracion de 10 % a 20 % por volumen del producto final.

En este documento, "dosis eficaz" significa, aunque no esta limitado a una
cantidad de sobrenadante de A. suis o sobrenadante filtrado que provoca, o es capaz
de provocar, una respuesta inmune que produce una reduccion de los sintomas
clinicos en un sujeto al cual el sobrenadante es administrado.

La "seguridad" se refiere a la ausencia de consecuencias adversas en un
sujeto vacunado después de la vacunacioén, incluyendo, pero no limitado a: reversiéon
potencial de una vacuna basada en la bacteria respecto a los efectos secundarios
clinicamente significativos de virulencia, tales como enfermedad persistente, sistémica
o inflamacién inaceptable en el sitio de la administracién de la vacuna.

Los términos "vacunacién” o "vacunar" o sus variantes, segun se usa en este
documento significa, aunque no esta limitado a un procedimiento que incluye la
administracion de una composicion de la invencién que, cuando se administra a un
sujeto, provoca, o es capaz de provocar directamente o indirectamente, una respuesta
inmune en el sujeto contra A. suis.

También se describen métodos para el tratamiento o la profilaxis de
infecciones causadas por A. suis. El método comprende administrar una cantidad
eficaz de la composicion inmundgena de la presente invencion a un sujeto, en el que
dicho tratamiento o profilaxis son seleccionados del grupo que consiste en reducir los
signos de la infeccion de A. suis, reduciendo la severidad o frecuencia de los sintomas
clinicos de una infeccion de A. suis, reduciendo la mortalidad de los sujetos de una
infeccion de A. suis, y sus combinaciones.

La "mortalidad”, en el contexto de la presente invencién, se refiere a la muerte
causada por la infeccion de A. suis, e incluye la situacién en la que la infeccién es tan
severa que un animal se sacrificaria para prevenir el sufrimiento y proporcionar un final
digno a su vida.

"Atenuacion” significa que se reduce la virulencia de un patégeno. En la
presente invencion, la "atenuacion” es un sinénimo de "no virulento”. En la presente
invencion, una bacteria atenuada es aquella en la cual la virulencia ha sido reducida
de modo que no cause sintomas clinicos de una infeccion de A. suis, pero que es

capaz de inducir una respuesta inmune en el sujeto objetivo, aunque también puede
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significar que los sintomas clinicos son reducidos en frecuencia o severidad en sujetos

_infectados por A. suis atenuado en comparaciéon con un "grupo de control" de sujetos

infectados por A. suis no atenuado y que no reciben la bacteria atenuada. En este
contexto, el término "reduce/reducido" significa una reduccion de al menos el 10 %,
preferiblemente el 25 %, aun mas preferiblemente el 50 %, todavia mas
preferiblemente el 60 %, aun mas preferiblemente el 70 %, todavia mas

preferiblemente el 80 %, aun mas preferiblemente el 90 % y lo mas preferiblemente el

100 % comparando con el grupo de control segun se define anteriormente.

Una "cantidad eficaz", para los fines de la presente invencién, significa una
cantidad de una composicion inmunégena capaz de inducir una respuesta inmune que
reduce la frecuencia o disminuye la severidad de la infecciéon de A. suis en un sujeto.

Una cantidad eficaz se refiere a unidades formadores de colonia (CFU) por dosis o

log/dosis.

“Proteccion duradera” se referira a una "mejor eficacia" que persiste durante
al menos 3 semanas, pero mas preferiblemente al menos 3 meses, todavia mas
preferiblemente al menos 6 meses. Es mas preferido que una proteccién duradera
persista hasta una edad promedio en la cual los animales porcinos sean
comercializados para obtener su carne.

En este documento, a menos que se requiera de otra forma por el contexto,
los términos y expresiones singulares incluiran a los plurales y los términos en plural
incluiran el singular. En esta solicitud, el uso de "o" significa "y/0" a menos que se
establezca de otra manera.

Otros objetos, rasgos y ventajas de la presente invencion seran evidentes a

partir de la siguiente descripciéon detailada. Deberia entenderse, sin embargo, que la

" descripcion detallada y los ejemplos especificos, cuando indican las realizaciones

preferidas de la invencidn, son proporcionados mediante la ilustracién sélo, ya que los
diversos cambios y modificaciones dentro del espiritu y el alcance de la invencion

seran evidentes para los expertos en la técnica de esta descripcién detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y
estan incluidos para demostrar ademas ciertos aspectos de la presente invencion. La
invencion puede ser entendida mejor en cuanto a uno o varios de estos dibujos en
combinacion con la descripcién detallada de las realizaciones especificas presentadas

en este documento.
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FIGURA 1. Temperaturas promedio diarias entre grupos de tratamiento a partir del dia
0 hasta el dia 41 del estudio.

DESCRIPCION DETALLADA

La invencion proporciona métodos y composiciones Utiles para la inhibicion, el
tratamiento, la protecciéon o la prevencién de la infeccidn por Actinobacillus suis. En
este documento, se describe la eficacia de vacunas prototipo de A. suis contra una
exposicion heteréloga de varios serotipos o aislados de A. suis. Se demostré que
estas vacunas estimulaban atilmente reacciones inmundgenas en animales tratados.
Algunas vacunas estimularon reacciones suficientes para ser protectoras contra A.
suis.

Los prototipos de vacuna de A. suis consistieron en diferentes frécciones del
cultivo (p.ej células enteras, el sobrenadante o proteinas de la membrana externa
(omp)) y una vacuna viva de Ingelvac ® APP-ALC contra A. pleuroneumoniae (APP).
La vacuna de las células enteras se hizo con el material granulado que resulté del
centrifugado de un cultivo celular. El sobrenadante del cultivo se hizo con el
sobrenadante que resultd del centrifugado, y que puede incluir. exotoxinas,
endotoxinas, omps secretadas o descamadas, y otros componentes celulares que no
fueron eliminados durante el centrifugado (véase el Ejemplo 1). La vacuna viva de
Ingelvac ® APP-ALC fue incluida porque APP codifica las toxinas Apx | e Il que son
muy similares respecto a las toxinas de A. suis. Se supone que la vacuna de Ingelvac
® APP-ALC puede proporcionar un poco de proteccion inespecifica contra A. suis.

Este estudio de eficacia consistié en seis grupos de tratamiento de cerdos de
3 semanas destetados + 7 dias. El grupo de tratamiento 1 (15 cerdos) recibié una
dosis (1M) intramuscular de 1 x 2mL de una fraccion de células enteras inactivadas
por formalina de A. suis los dias 0 y 21 del estudio, respectivamente. El grupo de
tratamiento 2 (15 cerdos) recibié una dosis 1M de 1 x 2mL de una fracciéon de
sobrenadante de cultivo de A. suis inactivado con formalina los dias 0 y 21 del estudio,
respectivamente. El grupo de tratamiento 3 (15 cerdos) recibié una dosis 1M de 1 x
2mL de una fraccion celular de proteina de membrana externa (omp) de A. suis los
dias 0 y 21 respectivamente. El grupo de tratamiento 4 (15 cerdos) recibié una dosis
1M de 1 x 2mL de Ingelvac ® APP-ALC los dias 0 y 21 respectivamente. El grupo de
tratamiento 5 (15 cerdos) denominado "controles de exposicion" recibié una dosis 1M

de 1 x 2mL de placebo los dias 0 y 21 respectivamente. El grupo de tratamiento 6 (10
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cerdos) fue denominado "controles estrictos" y no recibié ni el tratamiento placebo ni la
vacuna.
El dia de exposicion (dia 35) los cerdos en los grupos 1-5 recibieron una dosis

de 6 mb/cerdo, aplicados 3 mL a cada fosa nasal, de una inoculacion via intranasal

(IN) de la cepa ISU-8594 de A. suis que contenia 1 x 10°° log/dosis. Se controlaron

observaciones generales en todas las partes del estudio, los dias de 0 a 41, para
registrar la salud global de los cerdos, asi como la reactividad del sitio de inyeccion y
las temperaturas rectales. El dia 41 del estudio, se sacrificaron todos los animales y se
marcaron todas las secciones de pulmén para determinar el porcentaje de patologia
pulmonar. Se recogieron de cada animal muestras del pulmoén recientes y fijadas
(pulmones s6lo) (3 l6bulos con lesiones, si aparecian), higado, riién, bazo, amigdala y
muestras de turbinatos nasales, traquea, bronquios, meninges y sangre de corazoéon y
fueron cultivadas para el aislamiento bacteriano e histopatologia (sélo pulmones).

Las fracciones de A. suis y los grupos de placebo se mezclaron con
adyuvante de Emulsigen ®-D, y se apreciaron en estos grupos unas reacciones

adversas en el lugar de inyeccion. Se aprecié una reaccién suave en un cerdo en el

"grupo del sobrenadante (grupo 2) en el sitio de inyeccidn durante el primer

acontecimiento de vacunacidon. En general, el Emulsigen ®-D en combinacién con los
articulos de ensayo no produjo ninguna reaccién del sitio de inyeccion significativa en
el sobrenadante y los grupos omp. Sin embargo, el grupo de células enteras tenia

realmente a unos animales con abscesos presentes en el momento de la autopsia, lo

que podria haber sido debido a la formulacién del articulo de ensayo que consistid en

una disolucidon madre de células enteras concentrada. La administracién de estos
prototipos de vacuna (es decir, células enteras, sobrenadante y omp) parecid ser bien
tolerada durante el tiempo de administracién. El grupo APP-ALC tenia un poco de
hinchazdn del sitio de inyeccion, lo que es consecuente con la bibliografia del producto
que presenta hinchazén en el 11 % de los animales vacunados.

La salud global general de los cerdos en cada uno de los grupos de
tratamiento fue buena durante el periodo de pre-exposicién. Sélo un cerdo, del grupo
de tratamiento 4, fue quitado del estudio durante este periodo. Este cerdo fue quitado
debido a una infecciéon bacteriana que se pensaba que no tenia que ver con la
administracion de la vacuna APP. Otras observaciones mostraron que un cerdo en el

grupo de control de exposicidn estuvo cojo en su pierna derecha desde el dia 7 hasta

" el dia 24 del estudio. Este cerdo sesg6 los resultados de observacion clinica durante el

periodo de pre-exposicién y podia considerarse un valor atipico y se quité del andlisis
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de datos de estudio. También, un cerdo mostré una pobre condicién corporal en el
grupo de células enteras y muri6 después de unos dias. Ninguno de los cerdos en el
periodo de prevacunacién mostro signos de dificultades respiratorias.

La evaluacién de los parametros primarios y secundarios fue validada por
incrementos significativos (p <0,05) del desarrollo de lesiéon que ocurrio en el grupo de
control de exposicion (grupo de tratamiento 5) comparado con el grupo de control
estricto (grupo de tratamiento 6). Los resultados de esta evaluacion validaron el
modelo de exposicion de A. suis del cultivo puro virulento en cerdos. Se hicieron otras
comparaciones frente al control de exposicion y no al grupo de control estricto
comparando los grupos 1-4.

Durante el periodo de exposicion del dia seis, un cerdo murié de muerte
aguda debido a la infeccién de A. suis el dia post-exposicion en el grupo de células
enteras. Segun estos estudios de exposicion anteriores, la ruta intranasal y la potencia
eran apropiadas para causar un desarrollo de lesién significativo en los animales de
ensayo y muerte repentina fatal, como fue el caso para este cerdo en el grupo de
células enteras.

Segun los valores de lesiones pulmonares promedios y el tanto por ciento con
una lesion, los valores de lesiones pulmonares graves parecieron ser los mas severos
en el grupo de exposicion. Los analisis estadisticos no mostraron ninguna diferencia
estadistica (p <0,05) en los valores de lesiones pulmonares promedios o el tanto por
ciento con una lesién presente comparando los grupos de 1 a 5. Numéricamente, los
controles de exposicién recibieron en general los valores de lesiones pulmonares
graves promedios mas altos seguido de los grupos de células enteras y omp, que
también recibieron valores relativamente altos. El desarrollo de la lesién fue inferior en
los grupos del sobrenadante y APP, que recibieron valores numeéricos inferiores
comparado con los otros grupos. Todos los grupos 1-5 tenian al menos el 50 % de los
cerdos con un valor de lesion grave, y los grupos de exposicidon y omp tenian como
mucho el 80 % de los cerdos un desarrollo de lesion.

Ademas, el analisis de lesién pulmonar microscépica estaba basado en la
severidad de los rasgos caracteristicos de una infeccion de A. suis, es decir
bronconeumonia, necrosis y pleuritis. La bronconeumonia y la necrosis eran mas
severas en los grupos de control de exposicion y omp donde los valores microscopicos
de las lesiones eran inferiores que en los grupos del sobrenadante y APP. El grupo
APP mostré los mejores signos de proteccion contra una infeccion de A. suis segun los

datos de lesiones microscopicas con diferencias estadisticas (p <0,05) encontradas
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entre el grupo 3 (omp) para necrosis y pleuritis y el grupo 5 (exposicion) para pleuritis.

La presencia de colonias bacterianas en todos los grupos se extendid de

aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 46,7 % apareciendo la colonizacién

" en tanto por ciento mas baja en los grupos de células enteras y APP (20,0 %).

Se usaron los parametros secundarios controlados para apoyar las
respuestas de los parametros de eficacia primarios (es decir, lesiones (IHC) graves y
microscopicas) debido a la vacuna y a la exposicién para cada grupo de tratamiento.
Las observaciones clinicas hechas durante el periodo de exposicién indicaron que los

controles de exposicidn tenian un resultado global mas alto cuando se comparaba con

los grupos de tratamiento de vacuna 1-4, mostrando que los controles de exposicion

respondieron a la exposicion. El grupo del sobrenadante no parecia estar clinicamente
afectado. Sin embargo, todos los grupos tenian realmente a algunos cerdos que de
hecho tenian algunos sintomas respiratorios con una condicién o comportamiento
corporal de constipado.

Los grupos tratados mostraron un aumento de las temperaturas rectales
promedio, por encima de 104 °F (40°C), cuatro horas después del primer
acontecimiento de vacunacion. Las temperaturas para los grupos del APP y omp
alcanzaron o superaron los 104,9 °F (40,5°C), que era el limite de la pirexia cuatro
horas después de la vacunacion, y duré aproximadamente veinticuatro horas para el

grupo omp. Las temperaturas en los grupos volvieron a los valores de temperaturas

“normales el dia 1 6 3. Para el acontecimiento de refuerzo, las temperaturas sélo fueron

tomadas el dia 28 y no a las 4 horas o los dias 1, 3 y 5 después de la vacunacién
como con la primera vacunaciéon. Durante el periodo de refuerzo, el dia 28 el grupo
APP fue estadisticamente diferente (p <0,05) seglin se comparaba con los grupos de
las células enteras y el sobrenadante. Durante el periodo de exposicion, los controles

de exposicion tenian una temperatura rectal global mas alta tanto al principio como al

final del periodo. El grupo de células enteras tenia las temperaturas rectales mas altas

los dias 38 y 39. El grupo de control de exposicion tenia el tanto por ciento total mas
alto de animales febriles (10/15) seguido de los grupos de células enteras (8/15), OMP
(5/15), sobrenadante (2/15) y APP (1/15), respectivamente.

El aislamiento bacteriano fue el mas alto en las muestras de amigdala y

. pulmén. La recuperacion mas alta de A. suis ocurri6 en el grupo de control de

exposicién. El grupo de control estricto fue negativo para A. suis excepto en las
muestras nasales y de amigdala, que tenian 3 de 10 y 1 de 10, respectivamente. Estos

resultados fueron registrados como un aspecto positivo y no fueron verificados por
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BCA u otros medios. Los motivos posibles de estos resultados podrian haber sido una
mala lectura involuntaria de la placa de agar-agar o un acontecimiento de
contaminacion inespecifico durante el procesamiento de las muestras. Ademas, tres
parametros tuvieron tasas de recuperacién muy bajas de A. suis que eran de bazo,
meninges y sangre de corazoén, y por eso, no fueron incluidos en el analisis. En
general, la tasa de septicemia fue baja debido a la baja recuperacion de A. suis en los
organos viscerales y sangre de corazén. También hubo ensayos de que esta
exposicion cruzaba la barrera sangre-cerebro en tres de los animales que fueron
infectados con severidad. Otras bacterias detectadas fueron estreptococos alfa y beta
de Bordetella. '

Se realizaron ensayos de serologia usando un procedimiento de transferencia
Western para analizar la reactividad frente al articulo de ensayo que fue usado para
vacunar a los grupos de tratamiento. Los ensayos de transferencia Western mostraron
una seroconversion detectable respecto a las fracciones de células enteras,
sobrenadante y omp en una dilucién 1:100. La fraccion APP tenia la mejor reactividad
y era detectable en una dilucién de 1:1000, confirmando que el huésped reconocia
alguna parte de las fracciones usadas para la vacunacion de cada grupo de
tratamiento.

En general, la mejor proteccioén ocurrié en los cerdos vacunados con vacunas
prototipo de APP y sobrenadante. Comparativamente, ni las vacunas de células
enteras ni las de omp o antigenos derivados de LPS proporcionaron mucha proteccion
a partir de la exposiciébn de A. suis. Se proporcionan los detalles del estudio de
exposicion en los Ejemplos de mas abajo.

A menos que sea definido de otra manera, todos los términos y expresiones
técnicas y cientificas usadas en este documento tienen el mismo sentido que es
comunmente entendido por cualquier experto en la técnica para el cual esta invencion
pertenece en el momento de la presentacién. Si se define expresamente, entonces la
definicion proporcionada en este documento prevalece sobre cualquier diccionario o
definicién extrinseca. Ademas, a menos que se requiera de otra forma por el contexto,
los términos en singular incluiran los plurales, y los términos en plural incluiran el
singular. En este documento, el uso de "o" significa "y/o" a menos que se establezca
de otra forma. Todas las patentes y publicaciones referidas en este documento son

incorporadas como referencia.
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EJEMPLOS

Los ejemplos siguientes se incluyen para demostrar las realizaciones
preferidas de fa invencidén. Debe apreciarse por los expertos en la técnica que las
técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan técnicas detectadas por los
inventores que funcionan bien en la practica de la invencion, y que asi pueden
pensarse como que constituyen los modos preferidos para su practica. Sin embargo,
los expertos en la técnica, a la luz de la presente descripcion, deben apreciar que
pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas que son descritas y
gue todavia se obtienen resultados parecidos o similares sin alejarse del espiritu y del

alcance de la invencion.

EJEMPLO 1: Vacunas Prototipo y Tratamiento de Exposicion

A. Preparacion de Prototipos de Vacuna

Crecimiento de cultivos de A. suis (KSU-1): Un mililitro del lote (103007-1KSU) N°.
201-9,10,11 de A. suis se us6 para inocular 150 ml del medio BHI (lote N°. 195-121)

en un centrifugador de 250 ml. Los medios inoculados se colocaron a 37°C a

aproximadamente 72 revoluciones por minuto durante seis horas. Después, se

afadieron aproximadamente 2,5 ml del medio inoculado a aproximadamente 2500 ml

- de medio BHI recién preparado. Esta etapa fue repetida hasta que se prepararon

cuatro lotes de 2500 ml. Los cuatro lotes se incubaron a 37°C toda la noche a
aproximadamente 72 revoluciones por minuto. Se usaron dos lotes para aislar las
fracciones de OMP, células enteras y sobrenadante, se usé un lote para preparar una
fraccidon de células enteras concentradas, y el lote final se us6 para la extracciéon del
LPS.

Cosecha de las fracciones celulares: Las densidades Opticas de los lotes se leyeron

quince horas después de la inoculaciéon. Las densidades odpticas estaban en el
intervalo de 0,775 a 0,815 a 600 nm. Los BAP fueron rayados de cada cultivo para
verificar que los cultivos eran puros para A. suis.

Para recuperar las fracciones de OMP y sobrenadante, se transfirieron dos

_lotes de cultivo a tubos de centrifugadora de 500 ml, se colocaron en un rotor JA-10, y

se centrifugaron a 10 K durante 10 minutos. Los sobrenadantes fueron decantados, y
los peletes fueron transferidos dentro de tubos de centrifugadora de 250 mL estériles
Corning. Los peletes se centrifugaron a aproximadamente 5000 revoluciones por
minuto en un rotor JA-10 durante 10 minutos, y los sobrenadantes restantes se

retiraron. Los peletes se reunieron y se colocaron a -80°C hasta la extracciéon del
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sarcosilo (véase mas abajo). Los sobrenadantes decantados fueron reunidos, vy
filtrados en filtros de 0,45 pm (Nalgene 0.45 SFCA) en botellas de Pyrex de 2 L
estériles. El sobrenadante filtrado fue repartido en alicuotas en 2 x 850 cm RBs, viales
de 81 x 5 mL, y botellas de 4 x 250 mL de Nalgene. El sobrenadante filtrado se
almacené a -20°C hasta su uso.

Para recuperar la fraccion de pelete de células enteras concentrada (10x), se
recogio un lote de cultivo como antes, pero los peletes se resuspendieron en 300 mL
de tampoén TSP. La soluciéon fue mezclada bien y se repartio en alicuotas en viales de
50 x 2 mL y boteltas de vacuna de 4 x 50 mL. Los peletes de células enteras
resuspendidas se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Para preparar la fraccion LPS, el cultivo de A. suis se coseché como se
describe antes. Los peletes se resuspendieron en tampoén 1x PBS y se centrifugaron
de nuevo a 10K revoluciones por minuto durante diez minutos. Los sobrenadantes
fueron decantados, y los peletes se resuspendieron en 1 L de tampén 1x PBS. Una
lectura de densidad optica a aproximadamente 600 nm fue 1,003, que esta dentro del
intervalo esperado de 0,8-1,200 para la extraccion de LPS. La fracciéon de LPS fue
repartida en alicuotas en botellas de 3 x 250 mL de Nalgene y fue almacenada a -80°C
hasta su uso. El volumen restante de la fraccién de LPS se almacené a 4°C para la
extraccién de LPS.

Vacuna inactivada por formalina de células enteras de KSU-1: La densidad éptica

(OD) del cultivo celular medido a una longitud de onda de 600 nanémetros fue a 0,775
en el momento de la recuperacién. En estudios anteriores, esta densidad optica ha
guardado correlacion en aproximadamente 8,7 log/mL segun la curva de estimacion
logaritmica para determinar el log/mL segun las unidades formadores de colonia (cfu).
La fraccion de células enteras se concentré6 10x y se congeld. La disolucion madre
congelada fue inactivada por formalina entonces, y se diluyé (54 mL del cultivo en 26
mL de la solucion salina tamponada de fosfato 1x (pbs), al 67,5 % de la fraccion total.
La disolucién madre de vacuna inactivada diluida fue almacenada entonces a 4°C.

La disolucién madre de vacuna inactivada por formalina de células enteras
fue eliminada a partir de 4°C para la formulacién. Trabajando en una campana de
bioseguridad, se repartieron en alicuotas 80mL del material en una botella estéril de
Pyrex de 100 mL que contenia una barra de agitacidon magnética. La botella fue
colocada en una placa de agitacién, y con agitacién continua, se anadieron 20 mL (20
% v/v) del adyuvante (Emulsigen ®-D) en 1 minuto. El prototipo con el adyuvante se

agitdé entonces durante unos 10 minutos mas. El material se transfirié a una botella de
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—vacuna de 100 mL donde se tap6 y colocdé a 4°C. Los numeros de lote para el

prototipo de vacuna inactivado por formalina de células enteras fueron N201-110-WC-
073108 (dia 7) y N201-122-WC-082108 (dia 21).
La esterilidad fue verificada por ningun crecimiento en la placa de agar-agar

de sangre de ovejas al 5 % (BAP) después de 28 horas y 30 horas de una incubacién

. aerobica de 37°C el dia 0 y dia 21, respectivamente. El material del prototipo de

vacuna se mantuvo en hielo antes de la administracion a los animales de ensayo y

durante todo el procedimiento de administracién de la vacuna.

Vacuna inactivada por formalina del sobrenadante de KSU-1: El prototipo de

sobrenadante fue formulado a partir de la etapa de concentracion 10x de la

“preparacion de la fraccion de células enteras (véase antes) recogiendo el

sobrenadante vy filtrandolo a través de un filtro de 0,45 micras. El sobrenadante filtrado
resultante se congel6. Este sobrenadante se inactivé entonces con formalina y se
almacen6 a 4°C hasta su formulacion. La etapa de formulaciéon fue como para la
vacuna inactivada por formalina de células enteras. Los nimeros de lote para el

prototipo de vacuna inactivada por formalina del sobrenadante fueron N201-110-Supe-

073108 (dia 7) y N201-122-Supe-082108 (dia 21).

Se verificod la esterilidad, y el material del prototipo de vacuna fue mantenido
antes de la administracién a los animales de ensayo y durante todo el procedimiento

de administracién de vacuna segun se describe anteriormente.

Vacuna de la fraccion de OMP de KSU-1: La fraccion de OMP fue producida a partir

de peletes preparados a partir de un cultivo de KSU-1 (aislado BI-103007-1KSU) y se
almacené a -80°C usando el procedimiento de extraccién de sarcosilo de OMP
siguiente. Los peletes se descongelaron en la superficie de la mesa de trabajo. Los
peletes se resuspendieron (22,5 g de peso mojado) con 130 mL de una solucién salina

equilibrada de HEPES 10 mM y se repartieron en alicuotas en cuatro tubos Falcon

" conicos de 50 mL (40 mL/tubo). (Una muestra de pelete resuspendida de 1 mL fue

retenida para la cuantificacién y andlisis de la proteina.) Los peletes resuspendidos se
colocaron en un bafio de hielo y se sonicaron durante 1 minuto usando una sonda
(Large / Microtip) (partes alicuotas de 50 mL) con un ajuste de pulso de sonicacién de

1 pulso/segundo. La sonicaciéon fue repetida tres veces. (Una muestra de

postsonicacién de 1 mL fue retenida.) Los peletes sonicados se centrifugaron a 17.000

X g durante 20 minutos en tubos de 50 mL. Después, los sobrenadantes se decantaron
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y se reunieron en un contenedor separado. Los peletes se almacenaron a 4°C hacia el
final de un ensayo de acido bicinconinico (BCA) y luego fueron desechados.

Los sobrenadantes reunidos se sometieron a una ultra-centrifugadora,
~0,0128 kilogramos/tubos, en un ajuste de 124.000 x g (30.000 revoluciones por
minuto), 1:10 horas, 4°C, con la aceleracion maxima, y ningun freno. Los
sobrenadantes se decantaron, se reunieron con el sobrenadante mas temprano, y se
almacenaron a 4°C. Aproximadamente se afadié 1 mL de HEPES 10 mM encima de
cada pelete en los tubos de la ultra-centrifugadora, y los peletes fueron incubados toda
la noche a 4°C para soltar los peletes de los tubos. Se afiadieron otros 2 mL de
HEPES 10 mM a cada tubo para resuspender los peletes. Cada solucion de pelete
resuspendida era g.s. a 6 mL (volumen total) con HEPES 10 mM, y se afiadieron 6 mL
de sarcosilo al 2 % a cada uno. Las soluciones se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Después, los tubos fueron equilibrados en los alabes de la
ultra-centrifugadora (~0,0128 kilogramos/tubos) usando sarcosilo al 2 % y se
sometieron a una ultra-centrifugadora a 124.000 x g, 1:10 hora, 4°C, con aceleracion
maxima, y ningun freno. Los sobrenadantes se recogieron en un recipiente, y se
anadio 1 mL de HEPES 10 mM a cada pelete. Los peletes de OMP se almacenaron a
4°C durante 1 hora antes de medir la concentracion de proteina o de la visualizacion
de las proteinas.

Las muestras por duplicado (dilucion 1:10) se corrieron en un gel de SDS
PAGE Bis-Tris al 10-12 % de MOPS o un gel de Bis-Tris al 4-12 % de NuPAGE para
visualizar las bandas de proteina. Las concentraciones de proteina totales de la
disolucion madre de OMP final fueron determinadas usando el BCA y se determinaron
antes de la formulacién con el adyuvante. Segun los valores obtenidos por BCA, la
masa total de la proteina contenida en la disolucién madre de extraccion OMP fue 1,75
ug/mL. Seguln este valor, la potencia del prototipo de OMP de la vacuna formulada fue
250 pg/dosis. La fraccion de OMP resuspendida y extraida fue repartida en alicuotas
en muestras de 200 pl, fue marcada y congelada a -70°C.

Cinco viales que contenian 0,5 mL de la fraccion de OMP extraida fueron
quitados a partir de -70°C. Estos viales se descongelaron a temperatura ambiente.
Trabajando en una campana de bioseguridad, fueron repartidos en alicuotas 23,25 mL
de la solucién salina tamponada de fosfato 1x (pbs) y 2,35 mL del material OMP en
una botella de Pyrex de 100 mL estéril que contenia una barra de agitacién magnética.
La botella fue colocada en una placa de agitacion, y con agitacion continua, se
afiadieron 6,4 mL (20 % v/v) del adyuvante (Emulsigen ®-D) en 1 minuto. La vacuna
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prototipo de OMP con adyuvante se agité entonces durante unos 10 minutos
adicionales. La vacuna prototipo de OMP se transfiri6 a una botella de vacuna de 60
mL que se tapo y coloco a 4°C. Los numeros de lote para el prototipo de vacuna de
OMP fueron N201-110-OMP-073108 (dia 7) y N201-122-OMP-082108 (dia 21).

La esterilidad fue verificada, y el material prototipo de vacuna fue mantenido
antes de la administracion a los animales de ensayo y durante todo el procedimiento

de administracién de vacuna segun se describe anteriormente.

Vacuna APP-ALC Ingelvac ®: Una botella de APP-ALC fue quitada de - 70°C y se

descongelé en agua caliente tibia. Una vez descongelada, se retird una muestra

usando una aguja estéril del calibre 16 y se colocd en una botella de vacuna para

realizar los ensayos de potencia. La botella de la vacuna fue colocada a 4°C. Las
titulaciones de Ingelvac APP-ALC fueron realizadas los dias O y 21 para determinar las
unidades formadores de colonia (CFU) por dosis. Las muestras se diluyeron en serie

10 veces y se pusieron en placas de agar-agar Mueller Hinton Chocolate. Se

_realizaron tres repeticiones y se dejaron incubar a 37°C durante 24 horas antes de

determinar las CFU. Las unidades formadores de colonia fueron respectivamente en el
Dia 0: 9,99 log/dosis y el Dia 21: 10,2 log/dosis. Los niumeros de lote para la vacuna
Ingelvac ® APP-ALC fueron N201-110-APP-073108 (dia 0) y N201-122-APP-082108
(dia 21).

El material prototipo de vacuna fue mantenido antes de la administracion a los

- animales de ensayo y durante todo el procedimiento de administracién de la vacuna

segun se describe anteriormente.

Vacuna placebo. Trabajando en una campana de bioseguridad, se tomé una alicuota

de 60 mL de solucién salina tamponada de fosfato 1x (pbs) y se puso dentro una
botella de Pyrex de 100 mL estéril que contenia una barra de agitacién magnética. La

botella fue colocada en una placa de agitacion, y con agitacién continua, se afiadieron

15 mL (20 % v/v) del adyuvante (Emulsigen ®-D) en 1 minuto. El prototipo del
adyuvante se agité entonces durante unos 10 minutos mas. El material se transfirié a
la botella de la vacuna de 100 mL que se tap6 y colocé a 4°C. El N°. de lote para la
vacuna placebo fue N 201-109.

Fue verificada la esterilidad, y el material prototipo del placebo fue mantenido
antes de la administracién a los animales de ensayo y durante todo el procedimiento

de administracion de la vacuna segun se describe anteriormente.
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B. Preparacion del Tratamiento de Exposicién

La cepa de exposicion usada fue el aislado de A. suis ISU-8594 p5. EI
material de exposicién fue producido inoculando un matraz del centrifugador de Belco
de 1 litro que contenia 800 mL de medio porcino de infusion de cerebro-corazon (BHI-
porcino) con 5 mL de ISU-8594 p4. El centrifugador se coloco en una incubadora a
37°C a ~100 revoluciones por minuto. El cultivo fue cultivado a una densidad éptica
(ODegyo) de 5 horas 0,109 -aproximadamente 5 horas y 30 minutos después de la
inoculacion. El cultivo se transfirid entonces a botellas de vacuna de 6 x 100 mL que
contenian 100 mL de volumen total que se cerraron y taponaron. Cinco de las botellas
fueron colocadas en un refrigerador que contenia barras de hielo y una botella que
sirvio para representar las otras cinco botellas para las titulaciones fue colocada en
otro refrigerador que contenia barras de hielo. El titulo del material de exposicién fue
determinado por la cuenta de CFU generada a partir de diluciones de 10 veces en
series en placas agar-agar de sangre de oveja al 5 %. El titulo de la exposicion
obtenido fue 1,69 x 10° cfu(s)/mL o 9,0 log/6 mL dosis. E! N°. de lote para el material
de exposicion fue N201-138.

El material de exposicidon se mantuvo en hielo antes de la administracion a los

animales de ensayo y durante todo el procedimiento de exposicién.

EJEMPLO 2: Vacunacion de Cerdos

Una mezcla de animales porcinos machos y hembras esterilizados de un
cruce comercial y de 3 semanas + 7 dias de edad fue obtenida de las Granjas de
Wilson Praire View. Los animales estaban sanos sin signos de enfermedad respiratoria
clinica y daban negativo respecto a patégenos respiratorios bacterianos tales como A.
pleuroneumonia, H. parasuis, S. suis, P. multocida, B. bronchiseptica, E. rhusiopathiae
y A. suis. Aunque se hizo la concesion de que se excluirian los animales del estudio
siempre y cuando se hicieran patentes problemas de salud sin relacion con la
vacunacién o la exposicién, ningin animal fue retirado.

En el momento de la llegada al sitio de ensayo, todos los animales recibieron
un tiro de 1 mL de Excenel ® (un antibiético de actuacion corta). Los animales se
alojaron en el sitio de ensayo hasta que el estudio fue terminado. Los animales se
marcaron en la oreja a la llegada, y se alojaron apropiadamente por especie, edad,
tamafio y condicién. Los cerdos de la exposicion y de control estricto fueron alojados
juntos en pocilgas separadas en un edificio separado lejos de los otros grupos de

tratamiento. En el momento de la exposicion, los controles de exposicion fueron
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trasladados dentro del mismo edificio que los grupos tratados. Todos los grupos de

tratamiento fueron alojados en pocilgas separadas en todas las etapas del estudio. Los

" animales fueron provistos de una racién que no tenia antibiéticos y que era apropiada

para la especie, edad, tamafio y condicion de los animales. Los animales tenian buena
salud y estado alimenticio al inicio del estudio. Se realizdé un chequeo de salud por un
veterinario clinico segtin fa practica veterinaria generalmente aceptada con cada
animal antes de la inclusion en el estudio.

Se usé un generador de numeros aleatorios informatico (Microsoft Office
Excel) para asignar a cada animal un nimero aleatorio Unico. El nimero aleatorio fue
clasificado entonces en orden ascendente. Las asignaciones se hicieron asignando las
unidades experimentales a través de grupos de tratamiento comenzando con el bloque
mas bajo de numeros aleatorios y asignandolos a los grupos de tratamiento 1 a 6.

Aumentando el numero aleatorio, el siguiente bloque de unidades experimentales fue

- asignado entonces a los grupos de tratamiento, etcétera, hasta que todos los animales

se asignaron a un grupo de tratamiento.

Este estudio de eficacia consisti6 en 6 grupos de tratamiento de cerdos
destetados de 3 semanas * 7 dias. El grupo de tratamiento 1 (15 cerdos) recibié una
dosis (1M) intramuscular de 1 x 2mL de células enteras inactivadas por formalina de A.

suis los dias 0 y 21 del estudio, respectivamente. El grupo de tratamiento 2 (15 cerdos)

“recibié una dosis 1M de 1 x 2 mL del sobrenadante de cultivo de A. suis inactivado por

formalina los dias 0 y 21 del estudio, respectivamente. El grupo de tratamiento 3 (15
cerdos) recibidé una dosis 1M de 1 x 2 mL de proteina de membrana externa (omp) de
A. suis los dias 0 y 21 respectivamente. El grupo de tratamiento 4 (15 cerdos) recibié
una dosis 1M de 1 x 2mL de Ingelvac ® APP-ALC los dias 0 y 21 respectivamente. El

_grupo de tratamiento 5 (15 cerdos) denominado "controles de exposicion” recibi6 una

dosis de 1 x 2mL de placebo por la ruta de administracién IM los dias 0 y 21
respectivamente. El grupo de tratamiento 6 (10 cerdos) fue denominado "controles
estrictos" y no recibié el tratamiento de placebo o vacuna. Todos los grupos fueron
observados durante 41 dias.

El Dia 35 del estudio, los Grupos 1-5 recibieron una dosis/cerdo de 6 mL (3

-mL aplicados a cada fosa nasal por cerdo) de una inoculacién de la cepa ISU-8594 de

A. suis via intranasal (IN) que contenia 1 x 10°° log/dosis. El grupo 6, grupo "control

estricto", no recibié ningtin tratamiento o exposicion.
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Las temperaturas rectales fueron recogidas de todos los animales antes del
tratamiento durante el Dia O; 4 horas después de la inoculacién; y el 1 dia (s) después
de la inoculacion (DPI), 3, 5, 7, 14, 21, 28, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40y 41 DPI.

Fue recogida sangre entera venosa (6-10 mL) de cada animal antes del
tratamiento el Dia 0 y cada semana (Dias 7, 14, 21, 28, 34 y 41) para los futuros
ensayos serolégicos.

Los sitios de inyeccion se examinaron antes del tratamiento y a las 4, 24, 48 y
72 horas después de la inoculacion en todos los cerdos de los Grupos 1-5. Los sitios
de inyeccién se examinaron segun la hinchazén, dureza y tamano. Los datos fueron
documentados. Se usd el siguiente sistema de valoraciéon para las observaciones del
sitio de inyeccion: hinchazén (0 = ninguna, 1 = hinchazén presente), aspecto (0 =
normal, 1 = dura, 2 = blanda, 3 = abscedado, 4 = supuracion), tamafo (0 = normal,
para todos los otros, se registraron las dimensiones de longitud por anchura en
centimetros (es decir, longitud x anchura x diametro)).

Se realizaron observaciones clinicas diariamente a partir del Dia 0 hasta el
Dia 41 para cualquier signo de dificultad respiratoria incluyendo respiracion laboriosa,
estornudos, toses, movimientos respiratorios alterados, anorexia, cojera, hinchazén de
las articulaciones, deshidratacién, capacidad de estar de pie, agitacion de patas,
moribundo durante 2 o mas dias consecutivos, o muerte.

Los animales que tuvieron sintomas clinicos severos durante el estudio fueron
dignamente sacrificados y se les hizo la autopsia para determinar la causa de su
muerte. El Dia 41 del estudio, todos los animales se sacrificaron y todas las secciones
de pulmén se marcaron para determinar el porcentaje de patologia pulmonar. Las
muestras recientes y fijadas (pulmones so6lo) de pulmoén (3 Iébulos con lesiones, si
estaban presentes), higado, rifién, bazo, amigdala y muestras de cornetes nasales,
traquea, bronquios, meninges, y sangre de corazén fueron recogidas de cada animal y

cultivadas para su aislamiento bacteriano e histopatologia (pulmones so6lo).

EJEMPLO 3: Evaluacién de la Eficacia de Vacunas Prototipo
A. Analisis Estadistico

Se realizé el andlisis estadistico usando la version 9.1.3 de SAS para el
procesamiento de los datos y el andlisis. Las estadisticas sumarias incluyendo media,
desviacion estandar, error estandar, mediana, variedad, intervalos de confianza del 95
%, coeficiente de variacién y distribuciones de frecuencia fueron generadas para todos

los datos cuando fue apropiado. Los analisis incluyeron todas las comparaciones en
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pares entre todos los grupos de tratamiento de lechones. Todos los ensayos de

significancia eran de dos colas con un nivel p <0,05 para determinar las diferencias
entre los grupos de tratamiento.

Los Parametros de Eficacia Primarios fueron valores de lesidon microscopicos
y valores de lesidén graves distribuidos no normalmente que fueron comparados por la

Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon y la Prueba Exacta de Fisher. Los Parametros

- de Eficacia Secundarios fueron (1) sintomas clinicos que fueron comparados usando

la Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon; (2) la pirexia que fue comparada usando Ia
Prueba Exacta de Fisher y ANOVA; (y 3) el aislamiento bacteriano fue comparado

usando la Prueba Exacta de Fisher.

B. Animales Moribundos

Dos animales fueron quitados del estudio después de la iniciacion del estudio.
Se encontré muerto al animal ID N°.31 (grupo de tratamiento 4) el dia 11 del estudio.
El examen de gravedad mostr6 que este cerdo tenia una pobre condicién y estaba
delgado. Sus pulmones tenian una decoloracion roja y morada, y su abdomen tenia

exudados purulentos con peritonitis fibrosa. El presunto diagnéstico fue HPS o una

infeccion por estreptococos. Los cultivos bacteriologicos fueron realizados en tejido

reciente y las muestras usando técnicas estandares aceptadas en la técnica. Las
colonias bacterianas recuperadas fueron analizadas, y el andlisis encontré que el
cerdo estaba infectado por Arcanobacterium pyrogenes, Aeromonas hydrophilia y
Citrobacter freundii. La histopatologia en muestras pulmonares fijadas no indicd
ninguna prueba de pulmonia, necrosis, pleuritis, o de colonias bacterianas presentes.
Fue encontrado muerto el animal ID N°.32 (grupo de tratamiento 1) el dia 36,
un dia después de la exposicién. El examen de gravedad mostro que los pulmones de
este cerdo tenian fibrinosis severa y fluido en la cavidad del pecho. Sus pulmones
tenian areas de consolidacién y hemorragicas grandes. El presunto diagnéstico era
muerte aguda debido a la exposicion de A. suis. Fueron realizados los cultivos

bacteriologicos en tejido reciente y muestras. El Actinobacillus suis fue recuperado en

“todo el tejido y se recogieron las muestras, excepto de bazo y traquea. La

histopatologia en las muestras de pulmén fijado mostré pruebas de pulmonia severa,

necrosis, pleuritis y colonias bacterianas presentes.

C. Observaciones Generales



10

15

20

25

30

35

- 26 - P10/0124-prio

Fueron observados los animales diariamente a partir de la administracion de
vacunacién/placebo para exponerlos (dias 0 a 35) a acontecimientos adversos
atribuidos al tratamiento con articulos de ensayo/control u otras anormalidades de
salud derivadas de la falta de tratamiento.

Las observaciones de salud general para los cerdos en los grupos de control
de exposicion y control estricto (grupos 5 y 6) fueron como sigue: Cerdo N°.71 (control
de exposicion) comenzé a mostrar signos de cojera en su frente derecho el dia 7 y
persisti6 hasta el dia 24 antes de que los sintomas cesaran. El resto de los cerdos
estuvieron normales durante este periodo de observacién.

Las observaciones de salud general para los cerdos en los grupos de
tratamiento de vacuna (grupos 1-4) fueron como sigue: Cerdo ID N°.51 (célula entera,
grupo 1) mostro una condicion corporal pobre el dia 1 y persistio durante tres dias. En
el grupo de tratamiento 4 (APP, grupo 4) el Cerdo ID N° 31 fue quitado del estudio
como se dice antes. Los cerdos restantes en los grupos 1 a 4 presentaron una salud
normal.

Las reacciones del sitio de inyeccion para los grupos de tratamiento
vacunados IM 1, 2, 3 y 4 fueron como sigue: los Cerdos N°.35 (sobrenadante, grupo 2)
y N°.10 (APP, grupo 4) tenian hinchazén de un areade 1 x 1 cm? registrada los dias 1,
2 y 3 del estudio. Ninguna evaluacidén del sitio de inyeccion se registré para el
acontecimiento de vacunacién del dia 21. Las observaciones clinicas revelaron
hinchazén en el cuello en el cerdo N°.10 (APP, grupo 4) los dias 4 y 5, el cerdo N°.20
(APP, grupo 4) los dias 26 y 29, el cerdo N°.40 (APP, grupo 4) los dias 19 a 35, el
cerdo N°.41 (APP, grupo 4) los dias 26 a 35, y el cerdo N°.46 (APP, grupo 4) los dias
14 a 35. Todos los animales restantes mostraron una disposicién normal y sana
durante este periodo de observacion.

En el momento de la autopsia, los cerdos N°.69 y N°.75 ambos en el grupo de
tratamiento 1 (células enteras) fueron registrados con abscesos de cuello en el sitio de
inyeccion. No se aprecié ninguna otra observacion adversa del sitio de inyeccion

durante la autopsia.

D. Parametros de Eficacia Primarios
1. Lesiones graves

En la autopsia (dia 41 del estudio), se retiraron los pulmones de cada cerdo y
se examinaron las lesiones graves. Los lobulos individuales se valoraron segun el

tanto por ciento de participacion, y se asigné un resultado total a cada cerdo individual.
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La tabla 1 muestra los valores de lesién pulmonar promedio para cada grupo de

tratamiento y el numero de animales con un resultado positivo por grupo.

Tabla 1. Valores de lesion pulmonar grave promedio por grupo de tratamiento y

- niumero de animales con un valor grave positivo dentro de los grupos.

Grupo | Tratamiento N |Promedio | Tanto por ciento con lesion presente
1 Células Enteras| 15 26,73 66,67% (10/15)
2 Sobrenadante | 15 12,68 60,00% (9/15)
3 OMP 15 21,69 80,00% (12/15)
4 APP 14 | 16,25 50,00% (7/14)
5 Exposicién 15 | 28,672 86,672 (13/15)
6 Estricto 10 0,00° 0,00%(0/10)

. ®Las comparaciones de los Grupos 5 y 6 son estadisticamente significativas y

diferentes (p <0,05, Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon y Prueba Exacta de Fisher

cuando sea apropiado).

Utilizando la Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon y la Prueba Exacta de

Fisher respecto al numero de lesiones positivas por grupo, se realizaron analisis

" estadisticos para comparar las medias entre los grupos de tratamiento 5y 6 y los

grupos 1-4 y 5 respecto a los valores de lesion graves promedio. El grupo de
tratamiento 6 (controles estrictos) fue negativo para el desarrollo de lesiones graves
(0) y el numero de valores positivos en tanto por ciento (0 %). La evaluacion de los

grupos 1-5 de los valores de lesiones pulmonares promedio y el tanto por ciento con

una lesion estaba en el intervalo de 12,68 a 28,67 de unos 100 posibles y del 50,00 %

al 86,67 % respectivamente.

El grupo de tratamiento 5 (exposicion), recibié el valor de lesién pulmonar
grave promedio mas alto (28,67) y el tanto por ciento con un valor de lesién pulmonar
(86,67 %) comparado con los otros grupos de tratamiento. El grupo de tratamiento 5

fue significativamente diferente (p <0,05) del grupo de tratamiento 6, cuando se

. comparaba los valores de lesiones pulmonares graves promedio y el tanto por ciento

positivo con una lesién. El grupo de tratamiento 2 (sobrenadante) recibid el valor de

lesion mas bajo (12,68), pero tenia un valor de lesién en tanto por ciento que era el
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segundo mas bajo (el 60,00 %) comparado con el grupo de tratamiento 4 (APP) que
tenia el valor de lesiéon en tanto por ciento mas bajo (50,00 %). Las comparaciones de
los grupos 4 y 5 para el tanto por ciento con un valor de lesion puImonAar eran casi
estadisticamente diferentes (p=0,0502). Ademas, las comparaciones del grupo de
tratamiento para el valor de lesién grave de los grupos 4 y 5y grupos 2 y 5 no eran
estadisticamente diferentes, (p <0,0840) y (p <0,0685) respectivamente.
Numéricamente, el grupo de tratamiento 1 (células enteras) tenia el segundo valor de
lesion pulmonar promedio mas alto de 26,73 seguido del grupo de tratamiento 3 (omp)
con un valor de 21,69. El grupo de tratamiento 3 (omp) tenia el segundo numero mas
alto de lesiones en tanto por ciento presentes con el 80,00 % seguido del grupo de

tratamiento 1 (célula entera) con el 66,67 %.

2. Lesiones microscoépicas

Las secciones pulmonares fueron recogidas, fijadas y enviadas al Veterinario
del Estado de lowa del Laboratorio Diagnéstico para la evaluacién del desarrolio de
lesiones microscépicas no especificas (es decir, pulmonia, necrosis y pleuritis) y la
presencia de colonias bacterianas. Los valores estaban basados en una escala
nominal de 1 a 3 siendo 1 suave, siendo 2 moderado y siendo 3 severo. Los grupos
fueron comparados segun la severidad de la lesion promedio y la presencia de
colonias bacterianas (bichos) presentes dentro de cada tejido, y la frecuencia de

positivos para cada grupo se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de lesion microscépica promedio por grupo de tratamiento y

nimero de animales con un valor microscopico positivo dentro de los grupos.

Grp |Tratamiento|N |Lesion [Necro |Pleuritis [Bronco- |Necrosis |Pleuritis |Colonias

bronco- |sis neumo- Bacteria-
neumo- nia nas
nia
1 Células 15 |1,07 0,67 |1,67 53.33% [40,00% |60,00% |20,00%
Enteras (8/15) |(6/15) (9/15)  |(3/15)
2 Sobrena- 15 10,87 0,8 1,13 46,67% |40,00% |46,67% [33.33%
dante (7/15) (6/15) (7/15) (5/15)
3 OMP 15 11,60 1,47° {1,60° 66,67% |60,00% [66,67% (46,67%
(10/15) |(9/15) (10/15) |(7/15)
4 APP 15 10,93 0,47° [067”° |46,67% (26,67% |46,67% [20,00%

(7115)  |(4115)  |(7/15)  |(3/15)

5  |Exposicion |15 |1,27°  |0,93° [1,93%° [66,67%"|46,67% |66,67%"|40,00%
(10/15) |(7115)  |(10/15) |(6/15)

6 Estricto 10 |0,00° 0,00 [0,00° [0,00%" [0,00%° |0,00%" [0,00%
Control (0/10)  {(0/10) (0/10)  |(0/10)
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#Las comparaciones de los Grupos 5 y 6 son estadisticamente significativas y

diferentes (p <0,05, Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon y Prueba Exacta de Fisher

. cuando sea apropiado).

®as comparaciones de los Grupos 4 y 5 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon y Prueba Exacta de Fisher
cuando sea apropiado).

‘Las comparaciones de los Grupos 3 y 4 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon y Prueba Exacta de Fisher

cuando sea apropiado).

Utilizando la Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon, se realizaron analisis
estadisticos para comparar las medias entre grupos de tratamiento respecto a los

valores de lesiones pulmonares microscopicos promedio. La Prueba Exacta de Fisher

también fue realizada respecto al numero de valores positivos para el tanto por ciento

de animales positivos por grupo para cada parametro. Las diferencias estadisticas (p
<0,05) fueron encontradas comparando los grupos de tratamiento 5 (exposicidon) y 6
(control estricto) para los valores de lesiéon por bronconeumonia, necrosis y pleuritis, y
el tanto por ciento positivo. Los valores fueron cero en todos los parametros para el
grupo de tratamiento 6 (controles estrictos) (Tabla 2).

Los valores de lesion por bronconeumonia mas altos (1,60) fueron
encontrados en el grupo de tratamiento 3 (omp) seguido del grupo de tratamiento 5
(1,27) (exposicién). El valor recibido mas bajo (0,87) estaba en el grupo 2
(sobrenadante) seguido del grupo 4 (0,93) (APP). Los valores para la bronconeumonia
estaban en el intervalo de 0,87 a 1,60. La comparacion de los valores de lesién de

necrosis para los grupos de tratamiento 1-5 estaban en el intervalo de 0,47 encontrado

“en el grupo 4 (APP) a 1,47 encontrado en el grupo 3 (omp). Las diferencias

estadisticas (p <0,05) fueron encontradas comparando los grupos de tratamiento 3 y 4
para la necrosis. Otras comparaciones de los grupos de tratamiento 1-5 para el
pardmetro de pleuritis revelaron valores de lesion que estaban en el intervaio de 0,67
en el grupo 4 (App) a 1,93 en el grupo 5 (exposicidn). Las diferencias estadisticas (p
<0,05) fueron encontradas comparando los grupos de tratamiento 3y 4,y 4y 5 parala
pleuritis. La comparacion de los grupos de tratamiento 1 y 4 estaba muy cerca de ser
estadisticamente diferente (p =0,0544).

Las comparaciones numéricas de los positivos en tanto por ciento mostraron

que segun se comparaba a los grupos de tratamiento 1, 2, 4 y 5, el grupo de
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tratamiento 3 (omp) recibié los valores mas altos para bronconeumonia, necrosis,
pleuritis y colonias bacterianas del 66,67 %, 60,00 %, 66,67 % y 46,67 %,
respectivamente. Los valores mas altos fueron compartidos con el grupo de
tratamiento 5 (exposiciéon) para los parametros de bronconeumonia y pleuritis.
Ademas, las comparaciones de los positivos en tanto por ciento mostraron que segun
se comparaba a los grupos de tratamiento 1, 2, 3 y 5, los valores mas bajos estaban
en el grupo de tratamiento 4 (APP) para bronconeumonia, necrosis, pleuritis y colonias
bacterianas del 46,67 %, 26,67 %, 46,67 % y 20,00 %, respectivamente. El grupo de
tratamiento 2 (sobrenadante) tenia los mismos valores mas bajos en los parametros
de bronconeumonia y pleuritis como el grupo 4 y el grupo 2 y el grupo 1 (célula entera)
tenia la misma frecuencia de las colonias bacterianas presentes. No se encontro
ninguna diferencia estadistica para los positivos en tanto por ciento en los parametros

enumerados en la Tabla 2.

E. Parametros de Eficacia Secundarios
Fueron usados parametros secundarios para apoyar los parametros de
eficacia primarios en este estudio. Fueron realizados analisis estadisticos en los

parametros secundarios siguientes.

1. Observaciones clinicas

Se hicieron observaciones para los sintomas clinicos a partir del dia de
vacunacion en todas las etapas del estudio (dias O a 41). Cuatro parametros
principales fueron valorados: condicién corporal (flaqueza) en una escala de 1 a 3
siendo 1 normal y 3 para muerto; comportamiento (depresion); locomocién; y
respiracion, cada uno en una escala de 1 a 4 siendo 1 normal y 4 para muerto. Un
valor clinico promedio se usé a partir de todos los 4 parametros por los cuales un
animal normal y sano recibié un valor de 1 mientras que un animal afectado con
severidad (muerto) podria tener un valor maximo de 3,75. La Tabla 3 muestra los
valores promedios por grupo de tratamiento. Usando la Prueba de Dos Muestras de
Wilcoxon, el analisis estadistico fue realizado sé6lo para comparar los grupos 1 a 5

respecto a los valores de observacion clinicos promedio.
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Tabla 3. Valores clinicos promedio diarios para periodos de pre-exposicion y

post-exposicion dentro de cada grupo de tratamiento.

Grupo |Tratamiento Dias de Post-exposicion Dias de
Pre- Dia |Dia |Dia |Dia |[Dia |Dia |Post-
exposicién |36 |37 (38 (39 |40 |41 |exposicion
(0-35) (36-41)

1 Células Enteras [1,001%° 1,25 1,04 {1,00 [1,02 |1,04 [1,07 |1,068°

2 Sobrenadante  |1,000%” 1,03 [1,03 {1,00 {1,00%]1,00%|1,03%|1,017°

3 OMP 1,000*° 1,07 {1,03 [1,05 |1,00%]1,05 [1,13 |1,058%

4 APP 1,011" 1,00 {1,02 [1,00 {1,02 {1,04 |1,14 |1,036°

5 Exposicién 1,013 1,12 [1,08 [1,12 1,281,147 [1,14° [1,148°

*6 Estricto 1,000 1,00 {1,00 |1,00 |1,00 1,00 |1,00 |1,000

*El grupo de tratamiento 6 no fue incluido en el analisis estadistico.
"®Las comparaciones de los Grupos 1-4 y 5 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon, cuando sea apropiado).
®Las comparaciones de los Grupos 1-3 y 4 son estadisticamente significativas y

diferentes (p <0,05, Prueba de Dos Muestras de Wilcoxon, cuando sea apropiado).

La comparacion de los grupos de tratamiento 1-5 durante el periodo de pre-

exposicidén reveld que durante este periodo de tiempo comparado con los grupos

tratados 1-4 los controles de exposicion no tratados tenian los valores clinicos mas
altos de 1,013. El grupo de tratamiento 4 (APP) tenia el segundo valor clinico
promedio mas alto de 1,011 seguido de los grupos 1, 2 y 3 con los valores de 1,001,

1,000 y 1,000 respectivamente. Fueron encontradas diferencias estadisticas (p <0,05)

. comparando los grupos de tratamiento 1-3 y el grupo 5 de un valor promedio total para

el periodo de pre-exposicion. Ademas fueron encontradas diferencias estadisticas (p
<0,05) comparando los grupos 1-3 y el grupo 4. No se encontré ninguna diferencia
estadistica comparando el grupo 4 con el grupo 5.

Durante el periodo de exposicion fue notado que el grupo de tratamiento 5

(exposicion) tenia el valor total mas alto de 1,148 seguido de los grupos 1, 3,4y 2 con

" los valores de 1,068, 1,058, 1,036 y 1,017 respectivamente. Para los valores clinicos

promedio totales, fueron encontradas diferencias estadisticas (p <0,05) comparando
los grupos 1-4 con el grupo 5. Durante el periodo de exposicién, el grupo de
tratamiento 5 (exposicién) tenia los valores mas altos los dias 37 a 41. El grupo de

tratamiento 1 (células enteras) tenia el valor mas alto el dia 36. Ademas, los valores

del grupo de tratamiento 1 (células enteras) cayeron numéricamente al dia siguiente

g
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36 punto de 1,25 a un intervalo de 1,00 a 1,07. El valor total mas bajo estaba en el
grupo de tratamiento 2 (sobrenadante), y era estadisticamente diferente (p <0,05)
comparado con el grupo 5 (exposicion) los dias 39, 40, y 41. Otra comparacion del
grupo 4 (APP) mostré que el dia 36, un dia después de la exposicion, habia una
diferencia estadistica (p <0,05) comparado con el grupo 5 (exposicion). También, el
dia 36 los grupos 1 y 3 eran estadisticamente diferentes (p <0,05) comparado con el
grupo 4 (APP).

2. Temperaturas rectales

Para controlar los efectos de la vacunacion y la exposicion, fueron tomadas
las temperaturas rectales en momentos diferentes en todas las etapa del estudio (Dias
0,0+ 4 horas, 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, y 41). Se consideraron
que los puntos eran significativos a temperaturas mayores que (104,9F = 40,5°C). El
numero de animales con temperaturas que exceden el limite se pone en una lista en fa
Tabla 4. Usando la Prueba Exacta de Fisher y ANOVA, los analisis estadisticos fueron
realizados s6lo para comparar los valores de pirexia para los grupos 1 a 5.

Respecto a la FIGURA 1 y a la Tabla 4 para el primer periodo de tiempo de
vacunacion del dia 0 al 21, habia un punto general en la temperatura rectal en todos
los grupos de tratamiento con un punto mayor > 104,9°F (40,5°C) en el momento
después de una vacunacién de 4 horas en los grupos de tratamiento 3 (omp) y 4
(APP) y siguié hasta el dia 1 para el grupo 3 (omp). En el grupo 1 (células enteras)
hubo una disminucién en la temperatura el dia 7 a 102°F (38,89°C), y fueron
observadas diferencias estadisticas (p <0,05) comparando el grupo 1 con los grupos
2-5 este dia. Ademas, las temperaturas de los animales tratados en los grupos 1-4
fueron numéricamente menores que las de los grupos no tratados 4-5 el dia 7. El dia
21 del estudio los animales tratados tenian temperaturas numéricamente inferiores
gue los no tratados y se encontré que eran estadisticamente diferentes (p <0,05)

comparando los grupos 1-4 con el grupo 5.
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Tabla 4. Temperaturas rectales (°F y °C en paréntesis) a partir del dia 0 hasta el

dia 21 (primer periodo de vacunacion).

Grp | Tratamiento Dia0 |Dia Dia 1 Dia3 |Dia5 |[Dia7 Dia14 |[Dia 21
0+4h

1 [Células Enteras [103,1 [104,1° 103,5° 103,3 [103,5 [102,0*" [103,4%° [103,7°°
(39,5) |(40,06) (39,72) (39,61) {(39,72) |(38,89) [(39,67) [(39,83)

12 [Sobrenadante 1032 [104,2° 103,6° 103,3 |103,3 [102,8°° [1036 |103,3°"
(39,56) |(40,11)  |(39,78)  [(39,61) {(39,61) [(39,33) |(39,78) |(39.61)

3 |OMP 103,2 [104,9*°°Y [104,9*>7 [103,3 [103,3 [102,8°° {1036 103,5°
(39,56) |(40,5) (40,5) (39,61) [(39,61) {(39,33) [(39,78) [(39,72)
4 |APP 103,3 [105,1*°7 [103,9° 103,2 [103,5 [102,9*° [103,8° [1035°
(39,61) ((40,61) (39,94) (39,56) |(39,72) {(39,39) [(39.89) {(39,72)
5 |Exposicion 103,1 [103,8° 103,5° 103,5 [1036 [103,6° [103,7° [104.1°
(39,5) ((39,89) (39,72) (39,72) |(39,78) {(39,78) [(39.83) |(40,06)
6 |Estricto 103,17 [103.8 103,2 103,5 [103,7 [103,5 [104,1 104,1

(39,5) [(39,89) |(39,56)  |(39,72) |(39,83) |(39,72) |(40,06) |(40,06)

*El grupo de tratamiento 6 no fue incluido en el andlisis estadistico.

%Las comparaciones de los Grupos 1-4 y 5 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, Ensayo de ANOVA cuando sea apropiado).

®Las comparaciones de los Grupos 1 y 2-4 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, ANOVA cuando sea apropiado).

‘Las comparaciones de los Grupos 2 y 3-4 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, ANOVA cuando sea apropiado).

dLas comparaciones de los Grupos 3 y 4 son estadisticamente significativas vy

diferentes (p <0,05, ANOVA cuando sea apropiado).

Respecto a la FIGURA 1 y la Tabla 5, para el periodo de tiempo de refuerzo del dia
22 al dia 35 fue observado que el grupo de tratamiento 4 (APP) tenia la temperatura
rectal numérica mas alta el dia 28 del estudio. Las diferencias estadisticas fueron
observadas (p <0,05) el dia 28 comparando los grupos de tratamiento 1 y 2 con el
_grupo 4,
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Tabla 5. Temperaturas rectales en grados Fahrenheit (°F) del dia 22 al dia 35

(periodo de refuerzo).

Grupo Tratamiento |Dia 28 Dia 34 Dia 35

1 Células 103,7%(39,83) [103,5 (39,72){103,9 (39,94)
2 Sobrenadante [103,6°(39,78) [103,7 (39,83) {104,0 (40,00)
3 OMP 103,9 (39,94) {103,6 (39,78)(103,8 (39,89)
4 APP 104,3*° 103,5 (39,72) {103,7 (39,83)
5 Exposicion 103,9 (39,94) 1103,5 (39,72)|103,7 (39,83).
6 Estricto 103,9 (39,94) [103,5(39,72)(103,7 (39,83)

*El grupo de tratamiento 6 no fue incluido en el analisis estadistico.

¥Las comparaciones de los Grupos 1 y 2-4 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, ANOVA cuando sea apropiado).

®Las comparaciones de los Grupos 2 y 3-4 son estadisticamente significativas y

diferentes (p <0,05, ANOVA cuando sea apropiado).

Respecto a la FIGURA 1 y la Tabla 6, para los dias de periodo de tiempo de
exposicion 36 al dia 41 fue observado que el grupo de tratamiento 5 (exposicion) tenia
las temperaturas rectales numéricas mas altas los dias 36, 37, 40 y 41, mientras que,
el grupo de tratamiento 1 (célula entera) tenia las temperaturas rectales mas altas los
dias 38 y 39. Ademas, el grupo de tratamiento 4 (APP) tenia las temperaturas rectales
totales mas bajas los dias 36, 37, 38 y 41. Ademéas el grupo de tratamiento 5
(exposicion) tenia la misma temperatura mas baja el dia 38 que el grupo de
tratamiento 4, y los grupos 2 y 3 tenian las temperaturas mas bajas los dias 39 y 40
respectivamente. Ambos grupos 3 y 5 tuvieron una subida inicial de la temperatura un
dia después de la exposicion que entonces cay6 para el grupo 3; sin embargo, la

temperatura para el grupo 5 se elevo otra vez el dia 40.
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Tabla 6. Temperaturas rectales (°F, en paréntesis °C) del dia 36 al dia 41 (periodo
de exposicion) y niumero de animales con pirexia (> 104,90°F) en paréntesis

durante al menos un dia a partir del dia de exposicion a la autopsia.

1Grp|Tratamiento |Dia 36 [Dia37 |Dia38 [Dia39 |[Dia40 |Dia41 % Presente

1 |Celulas 104,0 [104,1 [103,9° {1040 [103,7 [103,8° 53,33%"°(8/15)
Enteras (39,94) |(40,068) [(39,94) |(39,94) [(39,83) [(39,89)

2 |Sobrenadante |103,7° |103,8% |103,7 |103,5 [103,9 |103.9° |13,33%°(2/15)
(39,83) [(39,89) [(39,83) [(39,72) [(39,94) |(39,94)

3 |[omP 104,3 [103,9° [103,8 [103,8 [103,4° [103,8° [33,33% (5/15)
(40,17) [(39,94) [(39,89) [(39,89) 1(39,67) |(39,89)
4 |APP 103,5° [103,6° [103,5° [103,7 [103,6° [103,1*°¢ |7,14%*°(1/14)

(39,72) |(39,78) [(39,72) |(39,83) [(39,78) |(39,5)

5 |Exposicion  |104,6° |104,4% [103,5 |103,7 [104,1° [104,0° |66,67%" (10/15)
(40,33) [(40,22) [(39,72) [(39,83) |(40,06) |(39,94)

6 |Estricto 103,7 |[103,8 [103,7 |1036 |1036 [1035  [1037
(39,83) [(39,89) [(39,83) [(39,78) [(39,78) (39,72) [(39,83)

*El grupo de tratamiento 6 y Bazo, Meninges y Sangre de Corazén no era parte del
analisis estadistico.

®as comparaciones de los Grupos 1-4 y 5 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, ANOVA y Prueba Exacta de Fisher cuando sea apropiado).

®Las comparaciones de los Grupos 1 y 2-4 son estadisticamente significativas y

" diferentes (p <0,05, ANOVA y Prueba Exacta de Fisher cuando sea apropiado).

‘Las comparaciones de los Grupos 2-3 y 4 son estadisticamente significativas y
diferentes (p <0,05, ANOVA y Prueba Exacta de Fisher cuando sea apropiado).

Otra evaluacién del periodo de exposicion mostré que el grupo de exposicion 5

recibié el tanto por ciento positivo mas alto de animales que eran febriles con un valor

del 66,67 %, que era estadisticamente diferente (p <0,05) segtin se comparaba con los
grupos 2 y 4. El segundo valor mas alto recibido estaba en el grupo de tratamiento 1
con un valor del 53,33 %, que era también estadisticamente diferente (p <0,05) segun
se comparaba con los grupos 2 y 4. Los grupos 4 (APP) y 2 (sobrenadante) recibieron

los valores mas bajos del 7,14 % y 13,33 % respectivamente. El grupo de tratamiento

. 3 (omp) tenia un valor del 33,33 %.

3. Aislamiento bacteriano
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En la autopsia, fueron recogidas muestras de la cavidad nasal, traquea,
bronquios, meninges y sangre de corazon para el aislamiento bacteriano. Las placas
agar-agar de sangre de ovejas (5 % con TSA) y las placas agar-agar de MacConkey
fueron inoculadas con cada muestra, rayadas para el aislamiento e incubadas toda la
noche a 37°C. Las placas agar-agar de sangre fueron colocadas en condiciones
anaerobias y aerbbicas, y las placas agar-agar de MacConkey fueron colocadas en
condiciones aerodbicas so6lo. Ademas, las placas agar-agar de chocolate se usaron soélo
para cultivar muestras pulmonares y se incubaron a 37°C en condiciones aerdbicas.
Fueron obtenidas muestras de tejido recientes del pulmén (3 I6bulos de secciones que
contienen lesiones), higado, rifidn y amigdala. Las muestras de cada tejido se usaron
para inocular placas agar-agar para el aislamiento bacteriano. Las placas se incubaron
junto con las muestras mencionadas anteriormente, y las placas fueron observadas
segun la presencia de A. suis 24 horas después de la incubaciéon. Se hizo el analisis
bioquimico en una muestra aleatoria en cada uno de los grupos de tratamiento para
confirmar la presencia de A. suis. Los analisis estadisticos sélo fueron realizados para
comparar los grupos 1 a 5 en los valores de aislamiento bacterianos usando la Prueba
Exacta de Fisher. El bazo, meninges y la sangre dé corazén no fueron
estadisticamente analizados. Las tablas 7a y 7b proporcionan un resumen de los

valores de bacteriologia.

Tabla 7a. Nimero de animales de A. suis en tanto por ciento positivos en grupos

de tratamiento por aislamiento bacteriano.

Grp | Tratamiento Pulmén Higado Rifndn Amigdala Fosa Nasal

1 Células Enteras {40% (6/15) 6,67% (1/15) |6,67% (1/15) |66,67% (10/15) |13,33% (2/15)

2 |Sobrenadante |33,33% (5/15) |0,00% (0/15) [13,33% (2/15) |80,00% (12/15) |13,33% (2/15)

3 |OMP 33,33% (5/15) |0,00% (0/15) [0,00% (0/156) [60,00% (9/15) |6,67%a (1/15)
4 1APP 33,33% (5/15) |6,67% (1/15) {6,67% (1/15) [60,00% (9/15) |0,00%a (0/15)
5 |Exposicién 73,33% (11/15) |13,33% (2/15) |20,00% (3/15) (86,67% (13/15) |46,67a (7/15)
*6 |Estricto 0,00% (0/10) 0,00% (0/10) |0,00% (0/10) }0,00% (0/10) 20,00% (3/10)

*El grupo de tratamiento 6 y los Parametros Bazo, Meninges y Sangre de Corazén no
era parte del analisis estadistico.
®Las comparaciones de los Grupos 1-4 y 5 son estadisticamente significativas y

diferentes (p <0,05, Prueba Exacta de Fisher cuando sea apropiado).
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Tabla 7b. Nimero de animales de A. suis en tanto por ciento positivos en grupos

de tratamiento por aislamiento bacteriano.

Grp|Tratamiento |Traquea Bronquios *Bazo *Meninges [*Sangre del
corazén
1 |Células 6,67% (1/15) {13,33% (2/15) |0,00% (0/15) |6,67% (1/15) 16,67% (1/15)
Enteras

2 |Sobrenadante |6,67% (1/15) |0,00% (0/15) [0,00% (0/15) |0,00% (0/15) |0,00% (0/15)

3 |OMP 6,67% (1/15) |13,33% (2/15) |6,67% (1/15) |0,00% (0/15) |0,00% (0/15)

El grupo de tratamiento 6 y los Parametros Bazo, Meninges y Sangre de Corazén no
eran parte del analisis estadistico.
®Las comparaciones de los Grupos 1-4 y 5 son estadisticamente significativas y

diferentes (p <0,05, Prueba Exacta de Fisher cuando sea apropiado).

La recuperacion de A. suis en cada una de las areas objetivo era la mas alta
en el grupo de tratamiento 5 (exposicién) comparada con los otros grupos (1-4). El
porcentaje mas alto de recuperacién de A. suis fue encontrado en la amigdala seguido
del pulmén. La recuperacion de A. suis fue baja en los parametros bazo, meninges y
sangre de corazén con sélo un rendimiento de recuperacién maximo del 6,67 % entre

los grupos de tratamiento. Los controles estrictos, grupo 6, tuvieron de tres a diez

' cerdos positivos para A. suis en el tejido nasal, y un cerdo positivo para el tejido

traqueal. Se encontraron diferencias estadisticas (p <0,05) en el tejido nasal
comparando los grupos 3 (omp) y 4 (APP) con el grupo 5 (exposicion).
Se aislaron otros organismos respiratorios y bacterianos comunes durante el

proceso de cultivo. Bordettella sp, estaba en numeros altos en todos los grupos asi

.como las bacterias de estreptococos alfa y beta y Pasteurella multocida. Otros

organismos aislados en numeros muy bajos fueron Arcanobacterium pyrogenes, E.

coli, Staphylococcus sp, Enterococcous sp, Proteus, hongos azules y Pastunella sp.

4. Serologia

La sangre se usé en los dias de estudio 0, 7, 14, 21, 28, 34 y 41 del estudio.

" Se realizaron ensayos de transferencia Western en sueros recogidos de los grupos de

tratamiento 1, 2, 3, y 4 los dias 0 y 34 del estudio para medir las inmunorreactividad
respecto a las fracciones. Cada grupo de tratamiento consisti6 en tres grupos
reunidos, que consistieron en 5 cerdos de dicho grupo de tratamiento. Los ensayos de

transferencia Western mostraron una seroconversion detectable para las fracciones de
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células enteras, el sobrenadante y omp en una dilucién 1:100, pero no en una 1:1000.
La fraccion APP tuvo la mejor reactividad y fue detectable en 1:1000. Para todos los
grupos, no fue encontrada ninguna reactividad en las muestras del dia 0 antes del
tratamiento.

Pueden hacerse todas las composiciones y métodos descritos y reivindicados
en este documento y realizarse sin una experimentacion excesiva a la luz de la
presente descripcién. Si bien las composiciones y los métodos de esta invenciéon han
sido descritos en términos de realizaciones preferidas, sera evidente para los expertos
en la técnica que pueden ser aplicadas variaciones a las composiciones y los métodos
y en las etapas o en la secuencia de etapas del método descrito en este documento
sin apartarse del concepto, espiritu y alcance de la invencién. Mas especificamente,
sera evidente que pueden ser sustituidos ciertos agentes que estan, tanto quimica
como fisiolégicamente relacionados, por los agentes descritos en este documento
siempre que sean conseguidos los mismos valores o similares. Se piensa que todos
dichos sustitutos similares y modificaciones evidentes para los expertos en la técnica
estan dentro del espiritu, alcance y concepto de la invencién como se define por las

reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1, Una composicion inmundgena para proteger a un sujeto contra una infeccién
de Actinobacillus suis, que comprende:

a) el sobrenadante recogido de uno o varios cultivos de A. suis cultivado entre
ODgs 0,650 y ODgs0 0,850; y

b) un adyuvante.

2. La composiciéon inmunégena de la reivindicacion 1, en la que el sobrenadante

esta esencialmente libre de células de A. suis.

3. La composicion inmunoégena de la reivindicacion 1, en la que el sobrenadante

esta inactivado.

4, La composicion inmunogena de la reivindicacion 3, en la que el sobrenadante

es formalina inactivada.

5. La composicion inmunoégena de ia reivindicacién 1, en la que el adyuvante es

Emulsigen ®-D.

6. La composicion inmunédgena de la reivindicacion 1, en la que el sujeto es un

porcino.

7. Un método para provocar una respuesta inmune contra Actinobacillus en un
sujeto que comprende administrar al sujeto la composicién inmunégena de la

reivindicacién 1.
8. El método de la reivindicacién 7, en el que el sujeto es un porcino.

9. Un método para reducir la frecuencia o severidad de un sintoma clinico
asociado a una infeccion por Actinobacillus. suis que comprende la etapa de

administrar la composicion inmundgena de la reivindicacion 1 a un sujeto, en el que la
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reduccion de la frecuencia o la severidad de un sintoma clinico es con relacién a un

sujeto que no recibe la composiciéon inmunégena.

"10. El método de la reivindicacion 9, en el que el sintoma clinico se selecciona del

grupo que consiste en meningitis, septicemia, metritis, puimonia, lesiones del tipo

erisipela y aborto.

11.  El método de la reivindicacién 9, en el que la infeccién por Actinobacillus suis es

una infeccion de ISU-8594 por A. suis.

12. El método de la reivindicacion 9, en el que el sujeto es un porcino.

13. Un método para preparar la composicion inmundgena de la reivindicacién 1,

gue comprende:

' a) cultivar un cultivo de Actinobacillus suis entre ODgso 0,650 y ODgs0 0,850,

b) recoger un sobrenadante del cultivo;
C) filtrar el sobrenadante para producir un filtrado; y

d) mezclar el filtrado con un adyuvante.

14. El método de la reivindicacién 13, que comprende ademas inactivar el

sobrenadante.

15.  El método de la reivindicacién 14, en el que el sobrenadante es inactivado

antes de mezclar con el adyuvante.

16.  El método de Ia reivindicacion 13, en el que el adyuvante es Emulsigen ®-D.

17.  Un método para diagnosticar una infeccion por Actinobacillus suis en un sujeto,

que comprende:

"a) proporcionar un sobrenadante filtrado preparado cultivando un cultivo de A. suis

entre ODgso 0,650 y ODgso 0,850, recoger el sobrenadante del cultivo y filtrar el

sobrenadante;
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b) poner en contacto el sobrenadante filtrado con una muestra obtenida del sujeto;
y
C) identificar el sujeto que tiene una infeccion de A. suis si se detecta en la

muestra un anticuerpo capaz de unirse a un componente en el sobrenadante filtrado.

18. El método de la reivindicacion 17, en el que se detecta la unién usando un

segundo anticuerpo capaz de unirse al anticuerpo en la muestra.

19.  Un kit que comprende:

a) un sobrenadante filtrado preparado cultivando un cultivo de Actinobacillus suis
entre ODgs 0,650 y ODgso 0,850, recogiendo un sobrenadante del cultivo y filtrando el
sobrenadante;

b) un adyuvante; y

C) un contenedor para envasar el sobrenadante y el adyuvante.

20.  El kit de la reivindicacion 19, que comprende ademas instrucciones para el uso
del kit.

21. El kit de la reivindicacion 19, que comprende ademas un medio para

administrar el sobrenadante filtrado a un sujeto.

22. Un kit para preparar la composicion inmunégena de la reivindicacion 1 que
comprende (i) el sobrenadante y (ii) el adyuvante, en el que (i) e (ii) son envasados por

separado.

23. El kit de la reivindicacién 22, que comprende ademas las instrucciones para

uso del kit.
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RESUMEN

La invencién proporciona composiciones inmunogenas utiles para la
inhibicion, el tratamiento, la proteccion o la prevencion de la infeccion por
Actinobacillus suis. Se demuestran que estas composiciones inmunégenas estimulan
Gtilmente respuestas inmundgenas en los cerdos tratados. Algunas vacunas
estimularon reacciones suficientes para ser protectoras contra a A suis. Ademas, la
-invencién proporciona kits que comprenden las composiciones inmundgenas; asi

como métodos para usar las composiciones y los kits.
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