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LAWSONIA INTRACELLULARIS OF EUROPEAN ORIGIN AND VACCINES,
DIAGNOSTIC AGENTS AND METHODS OF USE THEREOF

RELATED APPLICATION

This application claims benefit to United States Provisional Application serial no.
60/490,001, filed July 25, 2003, the disclosure of which is incorporated by reference in its
entirety.

BACKGROUND

The prosent invention relates to Lawsonia intracellularis vaccines and methods for
protecting against and diagnosing L. intracelludaris infection. The products and proceases
of the invention are attainable, in part, as the result of an improved method for cultivating
large scalc supplies of L intracelfularis, inchuding both & novel Isolate of L. intracelhdaris
of European origin and s method of proparing a lyophilized product containing the
attenuated Buropean isolate as vaccine product. -

L. intracellularis, the cansative‘agent of porcine proliferative enteropathy (“PPE™), affects
virtually all animals, including: rabbits, ferrets, hamsters, fox, harses, and other animals as
diverse as ostriches and emus. L. Mrmlluh'lsuaparhcuhrlygmtcmoﬂomm
swmehm'dsmEuropeuwellumtheUmmdSm

A consistent feature of PPE is the ocourrence of intracytoplasmic, non-membrane bound
ourved bacilli within enterocytes in affected portions of intestine, The bacteris associated
with PPE have been referred to as “Campylobacter-like organiams.” S. McOrist et al., Vet.
Pathol,, Vol. 26, 260-264 (1989). Subsequently, the causative bacteria have been
identified as a novel taxonomic genus and species, vernacularly referred to as fleal
symbiont (IS) intracellularis. C. Gebhart et al., Int’l. J, of Systemic Bacterlology, Vol. 43,
No. 3, 533-538 (1993). More recedtly, these novel bacteria have been given the taxonomic
name Lawsonia (L.) intraceltularis. S. MoOrlst et al., Int'l, J. of Systemic Bacteriology,
Vol. 45, No. 4, 820-825 (1995). These three names have been used interchangeably to
refer to the same organism as further identified and described herein.

-1-
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L. irtracellularis is an obligate, intracellular bacterium which cannot be oultured by normal
bacteriological methods on conventional cell-free media and has been thought to require
aitached epithelial cells for growth. S. McOrist ef al., Infection and Immunity, Vol. 61,
No. 19, 4286-4292 (1993) and G. Lawson &t al., J. of Clinical Microbiology, Vol. 31, No.
5, 1136-1142 (1993) discuss cultivation of L. intracellularis uaing IRC-18 rat intestinal
epithelial cell monolayers in conventional tissue culture flasks. In addition, H. Stills,
Infiection and Immunity, Vol. 59, No. 9, 3227-3236 (1991) discusses using Intestine 407
buman embryonic intestinal cell monolayers and GPC-16 guinea pig colonic
adenocarcinoma cell monolayers in conventional tissue culture flasks.

Recently, an L. intracelfularis vaccine has boen approved for use in the United States,
which vaccins is based on L. intracellularis isolstes described and claimed in United States
Patent Nos. 5,714,375 and 5,885,823, both of which patents are herein incorporated by
reflrence in their entiretios, The sbove-described vaccine is sold by Boehringer Ingelheim
Vetmedica, Inc., 2621 North Belt Highway, St. Joseph, Missouri 64506-2002, undar the
trademark ENTERISOL® Ilcitis.

SUMMARY OF THE INVENTION
One object of the invention is to provide an improved L. intracellularis vaccine using an
isolate of European origin.

Another object of the invention is to provide an improved method for cultivation of L.
intracellularis on a large scale and improved techniques for production of L. intracellularis
vaccines,

To achieve these and other objects, and in accordance with the purpose of the invention as
embodiod and broadly described herein, the present invention provides a newly isolated L.
intracellularis from Burope, 8 method of attenuating such an isolate, and the attenvated
isolate thereof. Also provided herein is a vaccine comprising the attenuated isclate, Also
provided herein is a method for producing a vaccine comprising the attenuated isolate in

-2~
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lyophilized form for reconstitution at the time of administration and the lyophilized
product thareof.

Tn one embodiment, the néwly isolated L. infraceliularts from Europe, isolate DK, 15540,
is doposit isolate ATCC accession No. PTA-4927. In ancther embodiment, the attenuated
isolate derived from isolate DK 15540, is designated isolate B3903, ATCC accession No.
PTA-49726.

DETAILED DESCRIPTION

As used herein, the term “L. intracellularls™ means the intraceliular, curved gram-negative
bacteria described in detail by C. Gebhart ef al., Int’l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43,
No. 3, 533-538 (1953) and S. McOrist et al,, Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45,
No. 4, 820-825 (1995), each of which'is incorporated herein by reference in their entireties,
and includes but is not limited to the isolate designated DK 15540 which was doposited
under the Budapest Treaty with the American Type Culture Collection, 10801 University
Boulovard, Manasses, Virginia 20110-2209 on January 9, 2003 and assigned ATCC
accession number PTA-4927; the causative bacteria which can be obiained from PPE
infected swine or other animals throughout the world given the knowledgs in the art and
the teachings herein; and variants or mutants of anmy of the above bacteria, whether
spontaneously or artificially obtained.

As used herein, the term "sitenusted isolate™ means any L. brtracellularis isolate that is
prepared acconding to the cultivation and passaging techniques taught herein to achieve
avirulence while meintaining immunogenic propertics when administered to a host animal
including but not limited to the atteruated isolate designated B-3903 which was deposited
under the Budapest Treaty with the American Type Culture Collection, 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 on January 9, 2003 and essigned accession
number PTA-4926. '

The ettenuated isolats of the invention can be used ss an immunogen in antimicrobial
vaccines for animals, inchuding birds, fish, and mammals such as cattle, swine, horses, and

3-
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primsates. Such vaccines can be prepared by techniques known to those skilled in the art
and given the teachings contained herein. Such a vaccine would comprise an
immunologically effective amount of the attennated isolate in a pharmaceutically
acceptable carrier. The vaccine could be administered in one or more doses. An
immunologically effective amount is determined by means known in the art without undue
cxperimentation, given the teachings contained herein. The amount of avirulent bacteria
should be sufficient to stimulate an immune response in discase-susceptible animals while
still being avirulent. This will depend upon the particular animel, bacteria, and discase
involved. The recommended dose to be administered to the susceptible animal is
preferably about 3.0 TCIDs, (tissue culture infective dose 50% end point)/doge to about 6.0
TCIDso/dose and more prefernbly about 4.0 TCIDsy/dose to about 5.0 TCIDso/dose. In a
preferred embodiment, the titor of the vaccine is about 4.9 TCIDsp/dose as determined by
Tissue Culture Infective Dose 50% endpoint dilution assay (TCIDw). Tho carriers are
known to those skilled in the art and include stabilizers and diluents. Such a vaccine may
also contrin an appropriate adjuvant. The vaccines of the invention may be used in
combination with other vaccines, for example, as a diluent of ancther vaccine. The
vaccine preparations may also be desiccated, for example, by freeze drying for storage
purposes or for subsequent formulation into lHquid vaccines.

Accordingly, the invention also comprises a method for inducing an immune response to
virulent, wild-type L. intracelularis bacteria in an animal host for the purpose of
protecting the host from such bacteria. The method comprises administering an
immunologically effective amount of the attenuated baoteria or killed bacteria of the
invention to the host and, preferably, administering the vaccine of the invention to the bost.

As used herein, the term “large-scale cultivation” means a lovel of cultivation of L.
intracellularis grester than epproximstely 2.0 to 3.0 liters and includes production ona
scale of 100 liters or more. “Cultivation” as nsed herein, means the process of pramoting
the growth, reproduction and/or proliferation of L. intracellularis,
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L. intracellularis can be cultivated by methods known in the art, preferably, according to
United States Patent Nos. 5,714,375 and 5,885,823. For example, culture cells may first be
inoculated with an inocutum comprising L. intracelfularis bacteria so as to infect the cclls
with the bacteria. Numerous cell lines can be used in practicing the invention, including,
but not limited to, IEC-18 (ATCC 1589)-rat intestinal cpithelial cells, HEp-2 (ATCC
23)-human epidermoid carcinoma cells, McCoys (ATCC 1696)-mouse (non-specified)
cells, BGMK (Biowhittaker #71-176)-buffalo green monkey kidney cells, and swine
intestinal epithelium cells. The preferred culture colls are HEp-2, McCoys or IEC-18 cells.

If culture cells are used, prior to being inoculated, the cells may be in the form of a
monolayer. To form a monolayer, the cells may be seeded into conventional flasks. Each
flagk is generally seeded with between about 1x10? cells to about 10x10° cells per 25, 75,
150, 850 cm? flask or roller bottle mixed with growth media. The growth media may be
any media for cell cultivation which includes a nitrogen source, necessary growth factors .
forﬂmchomculmaeﬂs.mdacubonsome,mhasglumorhctose. The preferred
medmlsDMEMforh.ﬁqdmthI-hm 3 F 12 with 1-5% fetal bovine serum, although other
commerciaily available media may be used with good results.

Successful cultivation of L. intraceliularis is enhanced by maintaining the culture cells in a
constant state of growth. Therefore, the culture ccll monolayer should be at about 20
percent to about 50 percent confluency at the time of inoculation. Preferably, the cells

should be at about 30 percent to about 40 percent confluency at the time of inoculation,
most preferably at about 30 percent confluency.

Alternatively, the cells, prior to being inoculsted, may be grown in suspension, as
described infra. Preferably, the cells are first grown to 100% confluency in the form of a
monolayer in an adherent type system, e.g., & roller bottle system, and then transferred to
3-3000 liters and grown in suspension. Alternatively, the cells can be grown in suspension
to the desired cell density, e.g. 2 x 10° calls/ml, within the 3-3000 liter vessel (bioreactor,
Fermentor, spinner flask, etc.) using parameters suitable for growth within this system
prior to inoculation.
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The inoculum may be a pure culture of L. intracellularis obtained from infected swine or
other animals. Preferably the inoculum may be a pure culture of L. #mtracellularis obtained
from AT'CC accession No. PTA-4927.

The inoculum can be an intestinal homogenate prepared by scraping the mucosa off of the
ileumn of a swine or other animal infected with PPE. When preparing an intostinal
homogenste, ileal sections selected for cultare should show severe lesions with gross
thickening of the gut. Due to the fragile nature of the bacteria, samples should preferably
be stored at -70°C as quickly as possible after necropsy. An antibiotic to which L
intracellularis is resistant such as Vancomycin, Amphotericin B or members of the
amjnoglycoside group of antibiotics, including Gentamicin and Necmycin, to name & few,
is preferably added to the inooulum to suppress contaminating bacteria while permitting L.
intracellularis growth. Whether the inoculum is a pure culture or an intestinal
homogenats, inoculation of the culture cells can be performed by various techniques
known in the art, given the teachings herein.

The bacteria and/or inoculated culture cells arc then incubated under a redused dissolved
O3 concentration. At dissolved oxygen concentrations greater than 10% L imracellularis
growth is loss than optimal with cessation of growth eventually occurring at oxygen
concentrations outside this range. Preforably, the bacteria end/or inoculated culture colls
are incubatad in a dissolved oxygen concentration in the range of about 0% to about 10%.
More preferably, the bacteria and/or oells are incubated in an oxygen concentration in the
range of about 0% to about 8%, with an oxygen concentration of about 0% to about 3.0%
being most preferred.

The proper concentration of carbon dicxdde is also important to the proper growth of L.
intracellularis. At carbon dioxide concentrations greater than 09 and less than 4%, non-
optimum growth occurs with cessation of growth eventually occurring at carbon dioxide
concentrations outside this renge. Preferably, the carbon dioxide concentration is in the
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range from about 6% to about 10%, with a carbon dioxide concentration of about 8.8%
being most preferred.

In addition, the cells are preferably incubated at a hydrogen concentration in the range
from about 4% to about 10%. Most preferably, the cells are incubated in about { to about
8.0% O, about 8.8% CO,, and about 4% H;. Nitrogen is used as a “balance” in the gas
mixture containing nitrogen (96%) and hydrogen (4%) or nitrogen (80%), carbon dioxide
(10%) and hydrogen (10%) for growth of this organism. Cells are preferably incubated at
a nitrogen concentration in the range from about 80% to 96%. Therefore, colls are most

preferably incubated in about 0 to about 8.0% O, about 8.8% CO,, about 4% H; and about
96% Na.

Inoculated cells may be incubated in a dual gas incubator or other gas chambers which
contain the proper hydrogen, oxygen and carbon dioxide concentrations and which allow
the cells to be suspended during incubation. The chamber should comprise a means for
maintaining the inoculated cells in suspension, and a gas monitor and supply source to
supply and maintain the proper gas concentrations. The incubation temperature should be
in the range of from 30°C to about 45°C and is more preferably in the range of from about
36°C to about 38°C. Most preferably, the temperature is about 37°C. The necessary
equipment for cultivation and attenuation is readily available to those of ordinary skill in
the art given the teachings herein, One example of equipment suitable for carrying out the
prescnt invention is a dual gas incubator, e.g, model 480 (Lab-Line, Melrose Park, IL) in
conjunction with spinner flasks to maintain the cells in suspension, ‘The presently
preferred equipment comprises a fermentor, bioreactor, stir plate or rotary shaker
containing at least about 2 liters media and capable of maintaining the cultare cells in
mupmﬂ&nvhnparglnggasofﬂlelppmpﬁmmmmﬁmmo&mmofmhmiﬂl
agitation, and continuously monitoring dissolved O; levels in the media. New Brunswick,
Braun and other campanies make suitable fermentors and bioreactors for this purpose,

By maintaining the inoculated cells in a suspendod statc during incubation, maximum
growlhofﬂmeglls.andhnneel. intracslllaris, is achieved by increasing eech individual

-
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cell's exposure to growth media and the proper mixture of kydrogen, oxygea and carbon
dioxide. The culture cells can be agitated and maintained in suspension by a variety of
methods known in the art including, for example, culture flasks, roller bottles, membrane
cultures, biobags, WAVE™ bioreactor systems, fermentors and spinner fiasks. The cells
may be kept in suspension during incubation by incubating the cells in a spinner flask
inside a dual gas incubator or similar apparstua. The term “spinner flask™, as used herein,
means a flask or other container which employs a paddle, propeller or other means to
agitate the culture and keep the cells contained therein in suspension.

In u preferred embodiment, the inoculated cells are incubated until the cells reach
confluency and then the cells are placed in a spinner flask containing growth madia and
incubated in a dual gas incubator while spinning the flask. Preferably, the inoculsted cells
are scraped or trypsinized and passaged into ths spinner flask. This can be achieved by a
variety of methods known in the art such as uging a cell scraper to detach the cells. Once
the cells are introduced into the spinner flask, the paddie of the spinner flask is typically
rotated in the range of from about 5 to about 500 rpm on a magnetic stir plate in order to
maintain the infected cells in suspension.

A portion of the cultivated L. imtracellularis is then passaged to fresh culture to increase
the production of L. infracellularis bacteria. The term “passaging” or vatiations thereof
herein means the process of transferring a portion of the cultivated L. intracellulariy to
fresh culture cells in order to infect the fresh cells with the bacterium, The term “fresh”, as
used herein, means celis which have not yet been infacted by L. intraceliulariy. Preferably
such cells are on the average no more than approximately one day old.

The passage of L. intracellularis in suspension cultures may be accomplished by removing
& portion of the original culture and adding it to & new flask containing fresh culture cells,
If the ariginal culture has a high number of bacteria/ml, for example, greater than about 10°*
bacteria/ml, it is preferable to add between about 1 to 10% (volume to volume) of culture
from the infected flask to a now flask containing fresh cells. This is preferably done when
50-100% of the oolls arc infected. If fewer than 50% of the oolls are infected, passeging is

4
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pafuablymomplish.edbylp]iﬁnghculnn 1:2 into & new flask and scaling-up the
volume by adding fresh tissue culture cells and media. In either case, coll lysis and other
steps are not required, in direct contrast to the passage of monolayer cultures, as in the
prior art,

After suffictent growth of the culturs cells and subsequent infection by L. intracellularis,
as determined by indirect fluorescent antibody (IFA) staining, TCIDs or another '
comparable method, at least a portion of the cultivated L. intracellularis bacteria ia then
harvesicd. Harvesting is typically performed at cell infectivity of about 60% or higher;
however, one skilled in the art knows that harvesting could be performed st a cell
infectivity of less than 60%. Tho harvesting step may be performed by separating the
bacteria from the suspension by various techniques known to those of ordinary skill in the
art, given the teachings herein, Preferubly, the L. intracellularis bacteria 1s harvested by
centrifuging the contents of all or a portion of the suspension to pellet the culture cells,
resuspending the resulting cell pellets, and lysing the infected cells. Typically, at leasta
portion of the contents is cantrifuged at about 3000xg for about 20 minutes in order to
pellet the cells and baoteria, The pellet may then be resuspended in, for example, a
sucrose-phosphate-giutamate (SPG) solution and passed approximately 20 times through a
25 gauge needle in order to lyse the cells. If further purification is desired, the samples can
be centrifuged at about 145xg for about five minutes to remove cellular nuclei and debris.
The supernatant may then be centrifuged at about 3000xg for about twenty minutes and the
resulting pellet resuspended in an appropriste diluent, such as SPG with fietal bovine serum
(to prepare harvested bacteria suitablo for lyophilization, freezing, or use as an inoculant)
or growth media (to prepare harvested bacteria more suiteble for passaging to fresh cells),

As previously mentioned, effsctive growth of L. intracellularis for large-scale production
is enhanced by keeping the tissuo cells actively growing. With monalayers, when cultures
become confluent, the mte of cell division decreases substantially, Attempts to grow L.

intracellularis on monolayer tissue cultures have had limited success and scale-up has not

-beanponlble. However, using suspension cultures greatly facilitates keeping the colls

mﬁvolygrowingmdpemitscmﬁnuon:culﬁmmsimmdwﬂm. Using a
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fermentor and between about 0 to 3% dissolved O, as explained above, enables growth of
up to and greater than 10" bacteria/ml.

When using IEC-18 cells, it is preferable to add gelatin, agarose, collagen, acrylamide or
silica beads, such as Cultisphere-G porous microcarriers (HyClone Laboratories, Logan
Utrh), along with the growth media, However, HEp-2 cells and others do not require
microcarriers according to the methods used herein.

For culture maintenance purposes, with HEp-2 cultures, preferably 25% to 50% of the
culture is removed and replaced with fresh media at weekly intervals. For cell cultures
with microcarriers or beads, preferably 25% to 50% of the culture is removed and replaced
with fresh media 1-2 times weekly. For scale-up purposes, an additional 25% to 50% of
media, or media with microcarriers, may be added to the culture.

Depending upon the rate at which the culture cells become infected, passage to fresh cells
generally occurs between sbout every 2 to about 7 days. Assuming that the oulture cells
become at least 70% infected within 2 to 7 days, preferably passage occurs between sbout
overy 5 to 7 days.

The present invention also provides vacoines end methods for producing vaccines against a
novel isolate of L. intracsllularis of Buropean origin. Preferably, after maintaining the
infected cells in suspension for an extended time (for exampls, 6-8 months), at least 8
portion of the cultivated L. buracelularis bacteria are harvested and monitored for
potential attenuation. Such monltoring is prefarably accomplished by host animal or
animal model challenges to select for an attermated isolate. Such attenuated isolates are
used in vaccines according to the methods tanght herein,

The present invention allows rapid culture expansion, an increaso in yields of 100-1000
fold, and reduced cost for production of L. intracellularts of Europeen origin. As a result,
the abundant supply of L. intracellularis bacteria produced is readily attenusted for vaccine
production purposes. The method of growing L. intracelfularis in suspension greatly

-10-
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increases the case, speed, and number of bacterium available for this purpose. The more
cells and cell divisions which occur, the greater the level of mutations occurring which are
advantegeous in vaccine development. Thus, growth in suspensions increases the
expression of important immunogens controlled by environmentally regulated genes and
their expression products.

The resulting attenuated isolates can be cultivated in tissue culture monolayers but are
prefmblycultivntedlnsuspunslonoulﬁm. Other means of aitenuation can include
chemical attenuation by the use of, for example, N-methyl nitrosoguanidine and others
known in the art. Whether by multiple passage or chemical means, an attenuated L.
intracellularis is produced and selected for vaccine preparation. In a preferred
embodiment, the resulting attenuited isolate is ATCC acceasion No. FTA-4926.

The vaccine antigen can be harvested by centrifugation or microfiltration as described
above. The antigen is then standardized at a defined level based on the optimum host
animal immune response, determined by a dose titration in the host animal species. The
bacteria may be inactivated by methods known in the art, e.g:, by using 0.3% formalin or
oﬂlm'hmﬁvuﬁngmtopmpmakillode.oim. The antigen is thea incorporated into
a suitable adjuvant, such as aluminum hydroxide or mineral cil to enhance the immune
response. Tho antigen is then used to vaccinate the host via intramuscular or subcutancous
infection, in the case of swine at about 3-4 weeks of age, with a booster dose if necessary.

Preferably, the bacteria is serially passaged to induce and select for an attenuated, avirulen:
live culture, The culture is tested in the host animal for signs of attenuation. The culture is
harvested as desoribed earlicr and lyophilized. Swine, for example, are orally vaccinated
with 1x10* to 1x10° bacteria. About twenty-eight days after vaccination, the swine are
orally inoculated with about 1x10’ organisms from a less passaged (less than 30 passages
in vitro past the original isolation from the intestinal homogenate) viralent culture of Z.
intracellularis. Infected animals arc necropsied 21 deys after challenge and the small
intestines observed for gross lesions as well as mioroscopic lesions. PCR, indirect
fluorescent antibody (IFA) or immunohistochemisiry (IHC) should also be performed.

=11-
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About eighty percent of the control animals will show grosa or microscopic lesions and test
positive for the presence of L. intraceliularis in the mucosal cells of the intestines using
either PCR, IFA or IHC testing methods. Vaccinated animals will have normal mucosal
surfaces as determined by histological observations and will be negative by PCR testing 3
to 4 weeks post inoculation.

Generally, an attenuated immunogenic L. intracellularis isolate is produced after
continuocus culture for about 150 days to about 250 days, during which time the culture is
passaged about 50-100 times. However, one skilled in the art knows that other attenuatad
cultures may be produced by varying these figures.

The vaccine product of the invention can be lyophilized. After harvesting, the isolate can
be concentruted by various methods known in the art and can be mixed with & stabilizer,
e.g. sucrose polatin stabilizer. The vaccine product can then be subjected to freezing and
drying (Tyophilization). Generally, the freezing step comprises ramping to about -45°C +
3°C and holding for about 150 minutes to about 480 minutes. The drying step can
comprise primary and secondary drying steps. For cxample, the primary drying step can
comprise: () ramping to between about -30°C to about -5°C and holding for between
about 120 minutes to about 1000 minutes, and, opticnally (b) ramping to between about -
5°C to about 5°C and holding for between about 150 minutes to about 2000 minutes. The
secondary step generally comprises ramping to about 27°C £ 5°C and holding for between
about 330 minutes to about 1120 minutes. One skilled in the art knows that these ranges
can be adjusted depending on conditions, e.g., starting volume.

A vaccine is then prepared comprising an immunologically effective amount of the
attenuated L. intracelfularis in s phermaceutically acceptable carrier. In & preferred
embodiment, & vaccine comprises ATCC accession No. PTA-4926 in a pharmaceutically
accepiable carrier. The combined immunogen and carrier mey be an aqueous solution,
emulsion or suspension. An immunologically effective amount is determinable by mesns
known in the art without undus experimentation given the teachings contained hereis, Tn
general, the quantity of immunogen will be between 5 and 5000 micrograms, and between
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10*? and 10*° TCID4p, when purified bacteria are used.

The present invention also encompasses combination vaccines comprising the attenuated
L. imiracellularts isolate designated ATCC accession No. PTA-4926 and antigenic material
from at least one other pathogen, including but not imited to: Salmonella spp. (e.g.,
Salmonella cholerassuls, Salmonella typhimuriam), Erysipelothrix spp. (o.g.,
Erysipelothrix rhusiopathiae), Haemophilus spp. (¢.g., Haemophilus parasuis),
Mycoplasma spp. (¢.g., Mycoplasma hyopneumonia), Leptosptra spp., Clastridium spp.
(e.g., Clostridium perfingens, Clostridium difficile), Streptococcus spp. (e.g-, Streptococcus
suls), Brachyspira spp. (e.g., Brachyspira lyodysenteriae), Bordetella (e.g., Bordetella
bronchiseptica), Pasteurella spp. (6.8, Pasteurella multocida), circavirus (e.g., porcine
circovirus type 2), porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) virus, swine
influenza virus (SIV), coronavirus (e.g., tranamissible gastro-enteritis (TGE) virus, porcine
respiratory corona virus), pervovirus, or Escherichia coli; and a pharmaceutically
acceptable carrier.

In one embodiment, the combination vaccine comprises the attenuated Z. intracellularis
Isolate designated ATCC accession No. PTA-4926 and antigenic material from Salmonalla
choleraesuis, Erysipelothrix spp. Closiridium spp, Brachyspira spp., transmissible gastro-
enteritis (TGE) virus, and Escherichia colf, and a pharmaceutically acceptable carrier.
Antigenic material from Clastridium spp. can include, but is not limited to, Clostridium

_ perfingens and Clostridium difficil. Antigenic material from Evysipelothrix spp. can

include, but is not limited to, Emsipelothris rhusiopathice.

In another embodiment, the combination veccine comprises the attenuated L.
intracellularls isolats designated ATCC accession No. PTA-4926 and antigenic material
from Salmonella choleraesuls end Erysipelothrix spp.; and a pharmaceutically acceptable
carrier. In another embodiment, the combination vaccine comprises the attenuated Z,
intracellulariy isolate doﬁgmmd!_LTCCmionNO. PTA-4926 and antigenic material

-13-

O



WO 2005011731 PCT/US2004/022704

10

15

from Salmonella choleraesuls and Erysipslothrix rhusiopathice; and a pharmaceutically
acceptable carrier,

In another embodiment, the combination vaccine comprises the attenuated L.
imtracellularis isolate designated ATCC uccession No. PTA-4926 and antigenic material
from at least one other pathogen, including but not limited to: Clostridium spp. (¢.g8-
Clostridium tetan), equine influenza virus (2IV) (e.g., BIV-1, EIV-2), oquine herpes virus
(EHV) (o.g., BHV-1, EHV-2, EHV-3, EHV-4, EHV-5, EHV-6, EHV-7,), alphavirus (e.g.,
castem encephalitis virus, western encephalitis virus, Venezuelan encophalitia virus), or
West Nile virus; and a pharmaceutically ecceptable carrier.

The vaccines according to the invention are generally administered to susceptible animals,
preferably swine, in one or more dasea. The live or killed vaccine may be administered 1
or 2 times at 2 week intervels. For the attenuated, live vacoines, one dose is preferred. The
prefirred routes of administration of attenuated live isolates are intramuscular, oral or
intranagal, but intramuscnlar and subcutaneous injection routes are most prefierred for the

Effective diagnosis of PPE has also been hindered by the time required to culfure the
causative bacteria. As a result of the present invention, development of diagnostic tools
promoting rapid and accurate assays for the presence of L. imtracellularis in biological
samples taken from swine and other animals susceptible to PPE is now possible,

The L. intracellularis bacteria of Buropean origin of the instant invention, or components
derived from such bacteria, can be used as an antigen in an ELISA or other immunoassay,
such as an imnmmoflucrescent antibody test (*IFA”), to detect antibodies to L.
intracellularis in the serum and other body fiuids of animals suspected of being infected
with the bacteria. The presently preferred immunoassay is an IFA as desoribed in the
example bolow. Altematively, the bacteria of the instant invention can be used ina
Western Blot assay.

14
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.The preferred ELISA protocol according to the invention is as follows:

1.

Add 0.1 mi/well antigen diluted in coating buffer. Incubate for 18 hours at 4°C.

2. Wash 3 times with PBS.

. Add 0.25 ml of blocking butfer to each well of plate, Incubate 1 to 2 hours at

37°C.
Wash 3 times with wash buffer.

. Dilute serum in blocking buffer and add 0.1 m] to the first wells of plate, Maks

serial 1:2 dilutions across the plate. Incubate for 1 hour at 37.

6. Wash 3 fo 5 times with wash buffer.

8.
9. .
10, Measure absorbance of light with a spectrophotomster.

Dilute conjugate in blocking buffer and add 0.1 mi to wells of plate and incubate
for 1 hour at 37°C.

Wash 3 to § times with wash buffer.

Add substrate,

11. Wells in which antigen was not added are used as blanks. _
12.Postﬁwmdn=gnﬁvemlswinomumahouldalsobeusedwiﬂ:uchm

The preferred Western Blot protoool is as follows:

1. Run sntigen on 12% SDS-PAGE and transfer to nitrocellulose membrans,

2. Placo membrans in blocking buffer for 2 hours.

3.

4. Dilute sarum in blocking buffer and add to membrene. Incubate for 2 hours et

Remove blocking buffier and rinse with PBS for 1 minute.

room temperature.

5. Wash 3 times with wash buffer (5 minutes for each wash).
6. Dilute conjugate in blooking buffer and add to membrane. Incubate for 1 hour at

7.
8.
9.

room temperature.

‘Wash 3 times with wash buffer.

Add substrate for 10 minutes ar until strong banding oocurs.
Rinse with PBS.

10, Afr dry end storo in the dark.

-15-
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The L. intracellulariy bacteria of European origin of the instant invention, or components
derived from such bacteria, can also be used to prepare antiserum or antibodies for
diagnostic, prophylactic, or therapeutic use. The L. intracellularis bacteria of European
origin of the instant invention, or componenta derived from such bacteria, can be
administered to a non-human animal in an amount effective to elicit an immune response
and the antiserum or plasma containing antibodies to the L. intracellularis bacteria, or
components derived from such bacteria, can be collected according to methods known in
the art and deseribed herein.

Thepnaentinvenﬁmhﬁ:rherdewﬁbedhthafnllowing_mmpbswhichmpmided
for illustrative purposcs only and are not to be construed as limiting. Indeed, other variants
of the invention will be readily apparcnt to one of ordinary skill in the art.

All publications and patents cited herein are incorporated by reference in their entireties.

EXAMPLE 1
PRODUCTION OF L. INTRACELLULARIS VACCINE

Isolation and Attenuation of L. intracellularis from the Intestines of Buropean Pigs with
Parcine Proliferative Enteropathy (PPE):

L. intracellularis virulent isolate DK 15540 (DK 15540, DK-15540 and 15540 are used
interchangeably herein) was lsolated by the University of Minnesota from an {leal
homogenate of a Danish pig infected with acute porcine hemaorthagic enteropathy. This
isolate has been doposited under the Budapest Treaty with the American Type Culture
Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 on January 9,
2003 and assigned accession number PTA-4927. The isolation process included scraping
the mucosa from the ileum, homogenizing, trypsinizing for 30 minutes, and passing
through a tissue grinder. The ileal homogenate was then pessed through a series of filters
consisting of 5.0, 1.0, and 0.65 um. The homogenate was diluted in sucrose phosphate
glutamate buffer with 10% fetal bovine serum (FBS). Aliquots (6x1 ml) of homogeaste
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were made and stored at less than -70°C. The homogenate was used as inoculum to infect
T-75 cm? flasks of McCoy cells. Cultures were monitored daily for McCoy cell infection
by scraping McCoy cell monolayers, lysing cells by potassium chloride treatment, and
placing the concentrated cell pellet on microscope slides stained by IFA using monoclonal
antibodies specific for L. intracellularis. After sleven passages on anchorage dependent
coll cultures, inocufum from passage eleven was transferred Into a 250 ml spinner flask
containing McCoy cells and grown in suspension until harvest. The Danish isolate of L.
intracellularis (ATCC accession No. PTA-4927) was attenuated by continuous in vitro
passage in McCoy cells for 80 weeks and tested for identity by monoclonal antibodies.
The attenuated isolate was designated B3903 (B3903, B 3903 and B-3903 arc used
Interchangeably herein), holﬁbBSWSwudepouibdmderﬂwBudapest'nulywiﬂtﬂm
American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia
20110-2209 on January 9, 2003 and assigned ATCC accession No. PTA-4926.

Cultures:

Identification
were used to identify L. intraceliularis Master and Working Seed materials.

Purity

Purity of Master Seed and Working Seed of L. intracellularis was determined by
examining cultures with monoclonal antibody stains, conventional extraneous agents tests
for bacteria and viruses end by sterllity mycoplasma tests.

Virulence
Master Seeds of L. intracellularis were not virulent as demonstrated by the lack of ability
of the Master Seed and Back passage inoculum to produce clinical signs and gross lesions

that are observed in susceptible swine following exposure of virulent L. intracellularis, as
further {llustrated in Example 2, infra.

-17-
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Range of Subcultures
Final harvested material from production of L. intracellularis did not exceed eleven
passages from the Master Seed.

Medium Composition

BU McCoy Master Coll Stock (MCS) were grown and maintained in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium with Ham’s Fortified F12 (DMEM/F12) and 1-10%% (v/v) newborn bovine
serum (NBS) or fetal bovine serum (FBS) (cell growth and maintenance media).

Master and Working Seed were stored in DMEM/F12 with 1-10% (v/v) NBS or FBS and
5-15% (v/v) glycerol (master and working seed storage media).

The final harvest product was stored in sucrose gelatin stabilizer (SGS) (final product
storage media),

Propagation

Master and Working Seed cultures of L. intracellularis were propagated in EU McCoy
MCS using cell growth and maintenance media as desoribed supra and stored at less than
or about -35°C,

Source of Tissue

L. irgracellularis soed and production organisms were grown in MoCoy Master Cell Stock
(ATCC accession number CRL 1696, batch number F-10422). The mast cell stock was
identified as 3894MMCSS at passage X. The master cell stock was passaged an additional
six times and identified as EU McCoy MCS X+0. EU McCay MCS passago X+0 was
stored at -70°C + 5°C or colder. Production vaccine was mads in EU McCoy MCS cell
line subcultures through the 40™ passage.

-18-
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Culture Containers

EU McCoy MCS were propagated in tissue culture flasks with 25-150 cm® surface area,
Costar cell cubes, in roller bottles with 850 cm? to 2, 2250 cm?, in spinner flasks up to 40L
capacity, and in bioreactors having 3L to 500L capacity.

Seed cultures of L, intracellularis were grown in 250-40,000ml spinner flasks, 850 cm? to
2,250 cm? roller bottles, tiasue culture flasks with 25-150 cm? surface ares, or in
bioreactors having 3L to 500L capacity.

Production cultures of L. intraceliularis were grown in 6L to 40L spinner flasks or in
bioreactors having 3L to S00L capacity.

Methods of Preparing Suspensions for Seeding or Inoculation

Seeding Cultures .

Frozen or fresh L. intracellularis Master or expanded Working Seeds were thawed at room
temperature (25°C +: 3°C) or at 37°C + 2°C. Bioreactors, spinner flasks or bottlea
previously sceded with McCoy cells at a cell density of 50,000 to 500,000 cells/ml were
infiscted with L. intracellularis at a concentration of 1 to 10% (v/v) or MOI of 0.08 to 1.0.
The infected culture was incubated under reduced oxygen concentrations by overlaying
with a gas mbcture composed of 86% Na, 4% Ha and 10% CO;. The culture was incubated
for 3 to 10 days at 37°C 1 2°C, pH 6.7 to 7.3, and with continuous agitation (10 to 100
rpm) to maintain adequate mixing for the cells to remain in suspension.

Production Cultures

Frozen or fresh L. intracellularis Master or expanded Working Seeds were thawed at room
tempersture (25°C & 3°C) or at 37°C 4 2°C. Biorcactors or spinner flagks 3L to 500L
capacity) proviously seed (0 to 7 days) with McCoy cells at a cell density of 50,000 to
500,000 cells/ml wore inficted with L intracelixlaris et a concentration of 1 to 10% (Vi)
or MOI of 0.08 to 1.0. The infected culture was incubated under reduced oxygen .
concentrations by overlaying or sparging with a gas mixture composed of 96% N, 4% H.
The culture was incubated for 3 to 8 days at 37°C + 2°C, pH 6.7 to 7.3, and with
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continuous agitation {10 to 100.rpm) to maintain adequate mbxing for the cells to ramain in
suspension.

Inoculation Techniques for Seed and Production Cultures

Seed Cultures

Up to 10% (v/v) of Master or Working Seed are inoculated (MOI=0.08 to 1.0) into
bioreactors, spinner flasks or bottles seed with McCoy cells at 0-7 days in growth medium.

Production Cultures

Up to 10% (v/v) of Production Seed was inoculated (MOI=0.08 to 1.0) into an appropriate
volume of growth medium seeded with McCoy cells at 0 to 7 days with the appropriate
MsCoycelldmsityinntoSOOLu?mltyvemh.

Incubation of Microorganisms

The cultures were incubeted at 37°C + 2°C for 3 to 10 days in a reduced oxygen
atmosphere with agitation to maintain the suspension. Additional medjum and/or McCoy
cells can be added to continue the growth process.

Cultures were observed macroscopically during the incubation period for evidence of
abnormal growth or signs of contamination.

Harvest:

Handling and Preparation of Cultures

Cultures were examined for signs of adequate bacterial growth by indirect fluorescent
antibody (IFA) staining. Cultures thet were ready for harvest exemplified 60 to 100% cell
infectivity. Percent infectivity was determimed by observation of at least three fields, each
field containing enough McCoy cells to fill at least 80% of the area. To be considered
infected, approximately 50% of the cell is filled with bacteria,
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Potency of the harvest culture is tested by titration of the sample on McCoy cells which are
fixed and stained using specific monoclonal antibody (anti-L. intracellularis monoclanal
antibody VPM 53 Lot 31599 or equivalent; anti-mouse IgG-fluarescein conjugate (FITC)
(ICN No. 55499) after 6 days of incubation at 37°C + 2°C.

Cultures were examined visually for any obvious signs of contamination. Harvest
ocourred 3 to 10 days post inoculation.

Harvesting Techniques and Specifications

Cell and fluid contents in the production culture bioreactar, spinner flasks and bottle were

partially or fully collected in a sterilo receiving vessel. Each production culture bioreactor,
spinner fiask and bottle was harvested individually or the contents of several vessels were

pooled with the addition of SGS end stared at 1°C to 7°C or colder. Harvested production
culture was sampled for potency by TCIDy and identification by IFA staining,

Production cultures exhibited at least 4.9 TCIDs/ml by IFA staining and were free of any
evidence of contamination upon microscopic observation.

Preparation of Vaccine Product:

Concentration Methods

The vaccine product can be concentrated by various methods, e.g., by allowing the culture
to settle with subsequent decanting of the supernatent, by membrane filtration (0.22 pm or
smaller), perfusion, or by centrifugution,

Sucrose Gelatin Stabilizer (SGS)

Hydrolyzed gelatin solution is prepared by mixing gelatin with deionized water or water
for injection at approximately 25% final total volume of SGS batch size and hydrolyzing in
an autoclave for 120 minutes at 121°C.

21-
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The hydrolyzed geletin solution (40,0 g/L) was then mixed with deionized water or water
for injection at approximately 75% final total volume of SGS batch size. Potassivm
hydroxide (AR) (0.548 g/L), L-glutamic acid (1.440 g/L), dipotassium phosphate (AR)
(2.508 g/L), potassium dihydrogen phosphate (AR) (1.030 g/L), and sucrose (AR) (150.00
g/L) were added and the solution was thoroughly mixed. The pH of the stabilizer was then
adjusted to 6.8 to 7.0 with hydrochloric acid or sodium hydroxide solutions. Deionized
water or water for Injection was added to 100% of desired final volume of the $GS. The
complete stabilizer was thoroughly mixed, and the entire solution was sterilized by
filtration through a 0.1 mjcron filter.

Example of Assembly of Units to Make a Serial is shown in Table 1:

Table 1
L. intracellulariy 200,000-300,000 ml
sucrose gelatin stabilizer (SGS) 100,000 ml (25% vA¥)
DMEM/F12 (May be added to standardize the product) 0-150,000 mi
TOTAL VOLUME 400,000 mi

Yolume of an average serial was S0L to 500L.

Lyophilization
The vaccine product was Iyophilized according to the procedure outlined in Table 2 fora
10 dose cycle (6.0 ml fill) or Table 3 for a 50/100 dose cycle (10.0 ml £ilI).



WO 2005011731 PCT/US2004/022704
Tabls 2
STEPS *C " Rate Hold Pressure
(minutes) {minutes) (mT)
PRE-COOL* 5° Na Na Atm
FREEZR 477+ 3° As fast ag 150 Afm
possible
1° DRYING, 1st -15°% 2° 120 120 100-150
1° DRYING, 2nd L2 120 180 100-150
2°DRYING, 1* 320420 240 180 60-80
2° DRYING, 2nd 26°+2° 240 As fast as 60-80
possible

10

__ __
Total Time: 1352 mimutes (22.5 hrs)

*Shelves are pre-cooled to 5° & 2°C during the loading of the lyophilizer.

Table 3
STEPS °C Ruate Hold Pressure
(mirutes) (minutes) | (mT)
PRE-COOL* 5° N/A N/A Atm
FREEZE 48%+3° 60 90 Atm
1° DRYING 1504720 60 1500 100-150
2° DRYING 26°+2° 60 600 60-80

Total Time: 2370 mimtes (39.5 hrs)
*Shelves are pro-oooled to 5° & 2°C during the loading of the lyophilizer.
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EXAMPLE 2
SAFETY OF L. INTRACELLULARIS VACCINE

Purpose:

The objectivea of this study were two-fold. The first objective of this study was to observe
and compare the incidence of disease cansed by three different low passage isolates (two of
U.S. origin and one of Buropean origin) of L. intracellularis in pigs at 6 % weeks of age.
The second objective was to observe the safety of two high passage isolates (both of
European origin) of L. intracellularis in pigs at 6 % weeks of age.

Materials and Methods:

Test Substances

L. intracellularis low passage U.S. isolate N343

L. indracellularis low passage U.S. isolate N101494.

L. imtracellularis low passage EU isolate DK 15540 p20

L. intracellularis high passage EU isolate DK 15540 p60

L. intracellularis high passege EU isolate DK 15540 p80 (Master Seed designation
B3903).

Formulation of Test Subatances

Low passage isolates were grown contiouously for 10-20 weeks after isolation in MoCoy
coll suspension. High passage isolates were grown continuously for 60-80 weeks after
isolation in McCoy cell suspension. All cultures were harvested via centrifugation at
10,000 RPM for 15 minutes. The McCoy cell culture pellets containing Lawsonia were
resuspended in Sucrose-Phosphate-Glutamine (SPG) solution with 10% FBS.

LI I i

Storage of Test Substances

Harvested cultures were stored at -70°C until the day of challenge. Challenge cultures of
the same isolate but from various harvest daics were thawed and combined into plastic
vacoine bottles, Iabeled, and stored at 4°C or on ice until the time of challenge,

Assay of Test Substances
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TCIDy wes performed on all pooled chailenge isolates at the time of challenge (day 0).
The average titers (n=3) (TCIDso/ml) were a3 follows in Table 4:

Tablo 4

Tost Substance Average Titer (TCIDso/ml)
L. intracellularis N343 6.4

| Z. intraceliularis N101494 6.1

L. intraceltularis DK 15540 p20 62

[ L. intracellulariy DK 15540 p60 6.87

[ L. intracellularis DK 15540 p&0 14

Study Design _

The study consisted of five experimental groups and one control group. On day 0 of the
study, Group 1 (10 pigs, 6 4 weeks of ege) received one 10ml or equivalent intragastric .
(IG) dose of L. intracellularis low passage U.S. isolate N343. Group 2 (10 pigs, 6 %
weeks of age) recelved ope 10ml or equivalent G dose of L. irtracel/luaris low passage
U.S. isolate N101494. Group 3 (10 pigs, 6 % weeks of age) received one 10ml or
equivalent IG dose of L. intracellularis low passage EU isolate DK 15540 p20, Group 4
(10 pigs, 6 ¥ weeks of age) received coe 10ml or equivalent 1G dose of L. intracellularis
high passage EU isolate DK15540 60 week. Group 5 (20 pigs, 6 weeks of age) received
one 10ml or equivalent dose of L. intracellularis high passage EU isolate DK 15540 p80.
Group 6 (10 pigs, 6 V2 weekn of age) designated as “Strict Controls” did not recoive a
treatment.

Daily health obsarvations were made from initistion of study to the day of challenge of
appropriate test animals. Clinical health (behavior, appetite, body condition, hair coat, and
stool consistency on a scale of 1 to 4 wero scored daily from day of challenge (day 0) to
termination of study (day 21). Average daily weight gains (ADWG) were calculated from
day of challenge (day 0) to termination of study (day 21). Fecal shedding of L.
intrecollularis was cvaluated on days 0, 7, 14, and 21. The one anima) that died (from
Group 1) throughout the study was examined fir gross and microscopio lesions. Death
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was determined to be dus to lesions associsted with PPE confirmed by histology and PCR
analysis; the animal was not repleced. Qualitative analysia of Lawsonia content in ficces
was evaluated by PCR along with bistological evaluation for L. intracellularis on the llenm
and colon. Serum was collected on days 0, 7, 14, and 21 of the study.

Rosults:
Summary of Study Results
Table 5
IGmuplﬁ_uhnm: o.uq_T'H:r WMM FA [Histology] Gross [ADWG] Clinical|
— Pl Soores
1 ‘rma 9 14 19% | 11% | 0% [11%] 44% 1 (06l [ 5.3
2 Imoxm 10 7.1 | 10% | 10% [10%|30%| 30% | 12 | 08 | 5.5
3 |DK15540p20| 10 | 72 | 16% | 13% |[30%|10%| 20% | 12 | 086 | 5.01
4 [DKI5s40ps0| 10 | 7.87 | 3% | 0% [O%|0% [ 10% 1 | 09 5
5 |DK15540p80| 20 54 0% | 0% |0%|0%| O% 1 [ 105 S
6 [Strict 10 0 0% | 0% |0%]0%| 0% [ 105 091 | 5
Coutrols
General Observations

Daily health observations were made until challenge. The olinical condition of the animals
was evaluated daily following challenge for the duration of the study. Observations
inciuded: behavior, appetite, body condition, hair coat, and stool consistency. The clinical
conditions of these animais were evaluated based on a numerical point system, which
reflects the severity of illness, Scores renged from 1 to 4 for each parameter. A scare of 1
was given to an animal with a normal, healthy appearance, a score of 3 for an animal
demonstrating severe clinical signs, and a score of 4 for an animal that has doceased. The
average daily score for the strict controls, DK 15540 p60, and DK15540 p80 was 5.0, The
average daily scores for low passage material was N343 (5.23), N101494 (5.15), end
DK15540 p20 (5.01). Statistical analysls on these results indicated no differences among
treatment and control groups using Kruskal-Wallia Rank Sum Test.
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Average Daily Weight Gains (ADWGQG)

Average daily weight gaing were calculated from the timo of challenge (day 0) to the
termination of the study (day 21). The average weight gain per day fior the strict control
group was 0.9 pounds. The average weight gain for the low passago treatmeont groups was
only 0.6 (N343), 0.8 (N101494), and 0.86 (DK15540 p20) pounds/day. The high passage
treaiment groups revealed the same or increased average weight gain per day compared to
the strict comtrol group that didn’t receive challange with 0.9 pounds/dsy (DK15540 p60)
and 1.05 pounds/day (DK15540 p80) respectively. The mean difference in average daily
weight gains was significantly lower in the N343 treatment group compared to higher
passage treatment groups (DK15540 p60 and p80) and striot control greup at day 21 of the
study. (Pearson Chi-square p<0.05).

Seroconversion .

Seroconversion to Lawsonia exposure in pigs was measured by testing for the presence of
anti-Lawsonia antibodies using an IFAT assay. On day 0, only the N343 treatment group
observed detectable seroconversion in 2/10 pigs. Day 7 observed 2/9 pigs (N343) and 1/10
pigs (DK15540 p20) IFA positive for Lawsonia antibodies. On day 14, 2/9 pigs were IFA
positive in N343 treatment group, 1/10 in DK15540 p20 and pé0 respectively. Day 21
revealed 1/10 pigs (N343), 4/10 pigs (N101494) and 6/10 pigs (DK15540 p20) were IFA
positive while high passage treatment groups (DK 15540 p60 and p80) show no detectable
seroconversion. Seroconversion to Lawsconia exposure increased in treatment groups
receiving low passage L. intracellularis of both the U.S. and BU isolates day 21 of the
study.

Fecal Shedding

PCR testing of the feces demonstrated shedding of L. intracellularis beginning on day 14
where 4/9 in the N343, 4/10 in tho N101494, and 5/10 intanK15540p2010Wpamg£
animals tested positive. Both high passago treatment and strict control groups were PCR
negative for day 14. Ou day 21, DK15540 p20 treatment group had 1 animal PCR positive
while all other treatment and contro] groups were PCR negative. No evidence of shedding
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was observed in high passage isolate groups (DK15540 p60 and p80) using PCR
throughout the study. PCR positive animals indicating active shedding of Lawsonia in
their feces wore more significant in the low passage isolate groups (N343, N101494, and
DK15540 p20) on day 14 of the study than high passage isolate groups and strict controls
(Pearson Chi-square p<0.05).

PCR at Day 21: Ileums and Colons

PCR testing of mucosal scrapings from ileums and colons was performed after necropsy
(day 21). Samples that were PCR positive for L. intracellularis colonization were (2710
colons) in N101494 and (2/10 ileums, and 4/10 colons) in DK 15540 p20 low passage
isolate groups. All other treatment end control groups were PCR negative in tissues day 21
of the study. Results indicated ileums and colons of pigs in DK15540 p20 were
significantly more colonized with L. intracellularis compared to all treatment and control
groups (*Pearson Chi-square p<0.05).

Histology

Sections of the terminal ileum and colon were collected at necropsy (day 21) and placed in
buffered formalit for histological analysis. Presence of intracellular bacteria and crypt
hyperplasia was observed in tissues stained with Hematoxylin and Eosin (H&E) and
Warthin-Starry silver reagents of 4/9 pigs (N343), 3/10 pigs (N101494), 2/10 pigs
(DK15540 p60) and 1/20 pigs (DK15540 p80). Lesion development was confirmed by
florescent antibody staining using monoclonal antibodies against Lawsonia intracellularis
in 1/9 pips (N343), 3/10 pigs (N101494), and 1/10 pigs (DX15540 p60). FA detected no
lesions caused by Lawsonia in the colons of all treatment and control groups. FA results
indicated significant lesion development in ileums of pigs in N101494 treatment group
compared to all treatment and control groups. H&E / silver staining showed significant
lesion development assooiated with PPE in N343 treatment group compared to all
treatment and control groups. (Pearson Chi-square p<0.05).
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Gross Scores .
Ileums and colons were scored at the time of necropsy (day 21) for lesions associated with
PPE. Tissues were given a score of 1 for normal appearance (no lesion development), a
score of 2 for lesions demonstrating mild thickening, 3 for moderate thickening, and &
score of 4 for sovere thickening. Strict controls had an average clinical score of 1.05,
N343 (1.0), N101494 (1.2), DK 15540 p20 (1.2), and DK15540 p60 and p80 (1.0).
Average gross lesion scores indicated no statistica! difference between control and
treatment groups using ANOVA test for muitiple comparisons.

" Conchusions:

Based on the data collected, this study demonstrated that pigs challenged with a low
passage dose of N343, N101494, and DK15540 with a TCIDy greater than 1X107
bacteria/dose increases the incidence of PPRE in these animals. High passage isolates
(DK15540 p60 and p80) given to pigs of the same age with a TCIDy greater than 1X107
were proven safe and show reduction of colonization and lesion development associated
with PPE. This conclusion was based on PCR on the mucosa of the ileum, histopathology,
and FA stains of tissue sections.

A reduction of shedding L, intracellularis in the feces determined by PCR was evident in
high passage isolates compared to low passago isolates. Average daily weight gains
calculated for all treatment and control groups support this conclusion by demonstrating
positive uniform daily weight gain in groups given the high passage isolate and strict
controls compared to groups given low passage isolates especially animals in the N343
treatment group. This observation indicates reduction of weight gains in animals given
low passage material which supports adequate and similar grow performance of animals
given high passage material with animals receiving no challenge material. Compared to
ﬂm:ﬂctoonhol;thehighmbolﬂuuhumdmmgnﬂwhpaﬂmmightphmﬂ
overall heaith based on clinical scores.
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EXAMFLE 3
EFFICACY AND MINIMAL PROTECTIVE TITER

Purpose:

The objectives of this study were to determine the minimal protective titer of a vaccine
compriging isolate B3903 (lyophilized) (DK 15540, passage 80) ("B3903 (Lyophilized)
vaccine® and “B3903 vaccine” are used interchangeably herein) administered by orel
drench in pigs 3 weeks of ago and to demonstrate efficacy against a virulent heterologous
pure culture challenge with low passage L iniracellularis, the causative agent of Porcine
Proliferative Enteropathy (PPE) in swine,

Materials and Methods:
Teat Substance: Attenuated Live Culture of L. intracellularis, Isolate B3903

Formulation of B3903 (Lyophilized) Vaccine

DK 15540 isolates were grown continuously for 80 weeks after isolation in McCoy cell
suspension. All cultures were harvested via centrifugstion at 10,000 RPM for 15 minutes.
The McCoy cell culture pellets containing Lawsonia were resuspended in Sucrose-
Phosphate-Glutzmine (SPG) solution with 10% FBS. Desiccation was performed as
described in Example 1, supra. The lyophilized product is reconstituted in water, q.s. ad
2.0 ml, for injections.

Storage of B3903 (Lyophilized) Vaccine
The vaccine was stored at 2°C-8°C until roady for use. After resuspension, the vaccine
was stored on ice until administration.

Doses of B3903 (Lyophilized) Vaccine
1. High dose (Treatment Group 1): 1 x 2mL (6.0 logs/dose) via direct aral drench on
day 0 of the study.
2. Medium dose (Treatment Group 2): 1 x 2mL (4.9 loga/dose) via direct oral dreach
on day 0 of the study.
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3. I.owdoso(Irui;nﬂnGl'oupS): 1 x 2ml. (3.8 logs/dose) via direct oral drench on
day 0 of the study.

Test Substance: Placebo

A placebo consisting of yninfected MeCoy tissue culture cells suspended in DMEM/F12
growth medium fortified with 5% NBS was given to treaitment Groups 4 (challenge
control) and 5 (negative control) on day 0 of the study. This substance was administered to
piglets in treatment Group 4 by direct oral drench and given 1 x 2ml. of placebo per test
animal,

Test Substance: L. intracellulariy N101494 Virulent Challenge
L. intracellulariy N101494 was obtained from the intestines of a 12 week old pig from an
Indiana farm (Unitos States Patent 5,714,375).

Formulation of L. intracelularis N101494 Viralent Challenge .

L. intracellularis challenge matarial was grown continuously in McCoy cell suspension a0
more than 30 passos after initial isolation from infected gut tissue. Astive cultures (2 x 3L)
identificd as SF 1422 and SF 1423 in addition to (1L) SF 1421 were grown in McCoy ceil
suspension for 7 days to 15-30% McCoy cell infection. On the day of challenge (day 21),
active cultures were harvested vis centrifugation at 10,000 RPM for 15 minutes and cell
pellets resuspended in 350mls total volume with SPQ stabilizer. Harvested active culture
was pooled with 300mLs of frozen 10X to 20X concentrated challenge stocks of low
passage N101494 at various passages (pass 24 to 27 post isolation).

Storage of L. intracsliularis N101494 Virulent Challenge

Final formulations ready for challenge were stored at 2°C to 8°C or on ice until
moculation. '

Pre/ Post-Vaccination and Challenge Titers
Rosults from the TCIDy, assay verifiod the amount of live L. intraceliularis sdministered
to each test animal per dose during vaccination and challengs. The average titers (n=5) of
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pre and post titrations for the B3903 vaccine and the challenge material (L. intracellularis
N101494) were as follows in Table 6:

Table 6
Group Treatment Average Average Total Average
(loga/dose) | logs/dose (2ml) | logs/dose (2mi) loga/dose
Pre-vaccination | Post-vaccination
(TCIDgy/mi) (TCIDso/ml)

1 B3903 vaccine 6.07 589 6.0
high dose

2 B3903 vaccine 494 4.84 49

‘medium dose .

3 B3903 vaccine 39 35 s
low dose

4 Challenge 7.85 1.57 7171
Controls

Studvy Desi

Sixty-five healthy L. fntreceliularis negative weaned piglets at 3 weeks of age were
randomly divided into 5 treatment groupe and housed separately thronghout tha study. On
day 0, treatment Group 1 (15 pigs) received a 2mL dose (6.0 logs/dose) of B3903 vacoine
by direct oral drench. Treatment Group 2 (15 pigs) received 1 x 2ml. dose of B3903
vaceine titrated at 4.9 logs/dose by direct oral drench. Treatment Group 3 (15 pigs)
received 1 x 2ml. dose of B3903 vaccine titrated at 3.8 logs/dose by direct oral drench.

Treatment Groups 4 and 5 (10 pigs/group) received 1 x 2mL dose of placebo by direct oral
drench.

On day 21 of the study (3 weeks post vaccination), test pigs in treatment Groupa 1 - 4
received 1 x 10mL dose of virulent low passage pure culture L. intracellularis
heterologous isolate N101494 by gastric gavage.
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On day 42 of the study (3 weeks post challenge), all treatment Groups (1 - 5) were
cuthanized and necropsied for gross and microscopic lesion analysis for PPE.

Daily health observations were made from study initiation to the day of challenge for each
test animal. Clinical health (diarrhea, behavior, and body condition) were scored daily
from day of challenge (day 21) to termination of study (day 42). Weights were taken on
day of vaccination (day 0), day of challenge (day 21) and on day of study termination (day
42) to calculate average daily weight gains of each treatment group. Fecal shedding of L.
intraceilularis was evaluated by polymernse chain reaction (PCR) by testing fecal swabs
(-PCR) on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, and 42 of the study. All animals euthanized at study
terminstion (day 42) were examined for gross and microscopic lesions. Qualitative
analysis of becterial content in tissucs was evaluated by PCR (t-PCR) along with
histological evaluation for L. intracellularis in the ileum, colon, tonsil, and mesenteric
lymph node day 42 of the study. Serum was collected on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, and 42
of the study. Serum was tested using the indirect florescent entibody test (IFAT) to detect
anti-Lawsonia antibodies in test animals. Treatment group comparisons were made by
data analysis of average daily weight gains post vaccination and post challenge, clinical
scores, seroconversion rates (IFAT), colonization (t-PCR), fecal shedding (f-PCR), gross
lesion, and microscopic lesion development by immunohistochemistry (THC).
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Results:
Summary of Primary Results
Table 7
Treatment| Pigs | Treatment | Average | Average Averagn Average
Group | per Group ID Gross Gross Micro- Micro-
Group| (loge/dose) | Lesion Lesion Lesion Lesion
Scores Scorea £00TSs Scores
(ileum) | (colon) (ileum) (colon)
1 15 {B3903 vaccine | 1.5ab 12a 02s8b 0.1a
high dose (6.0)
2 15 |B3903 veccine[ 1.2ab 1.0a 0.4 ab 0.0a
medium dose
(4.9)
3 15 |B3903 vaccine| 2.5b 150 1.0b 03
low dose (3.8)
4 10 Challenge 36¢c 22b 24¢ 1.5b
Controls
5 10 ] StrictControls| 1.0a 10a 00a 00a

10

15

*Like letters indicate no significant difference (p<0.05)

Final test results for each freatment group revealed significant gross and microscopic lesion
development of the ileum and colon in non-vaccinated, challengs control pigs (Group 4)
compared to vaccinated pigs regardiess of dose (high, medium, and low) in Groups 1, 2,

and 3 (p<0.05). Average gross lesion scares of the vacoine-low dose colons wers not

significantly different than challenge controls. The vaccine-low dose group (Group 3) is

the only treatment group that received vaccine and had significent lesion development

(gross and microscopic) in comparison to the strict control group which did not recelve a

vaccination, placebo, or challangs throughout the study.,
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Clinical Scores

Clinical scores were recorded for cach animal daily from day of challenge (day 21) to
necropsy (day 42). Clinical scores were calculated to obtain an average daily clinical acore
reflecting the soverity and duration of sickness smong treatment groups due to receiving a
virulent chellenge of L. intracellularis. Average clinical scores for each treatment group
are summarized in Tabloe 8.

Table 8
Treatment Group Group Ientification Average Clinical Score
1 B3903 vaccine — high dose 31a
2 B3903 vaccine — medfum dose 308
3 B3903 vaccins — low dose 3.0a
4 Challenge Control 308
5 . Strict Control 30e

'Lihhﬂm:dmohnoslgniﬂcmdiﬁummmgavmgecﬁnimlmﬁomﬁedpy
of challenge to necropsy (p<0.05).

Statistical analysis of clinical scores was sccomplished by reviewing the data in relation to
treatment groups receiving averago clinical scores using 1-way ANOVA. There was no
evidenoe of significant differences among non-vaccinated, challenge controls and strict
controls compared to the high, medium, or low doss vaccine groups.

Average Daily Weight Gains

Averagp daily weight gains (ADWG) were calculated from the time of vacoine
administration (day 0), to challenge administration (day 21), to the termination of the study
(duy 42). Statistical analysis of weight gain differences (Ibs. = pounds) between vaccine-
high dose and non-vaccine, challenge cantrol treatment groups revealed ovidence of a
significant difference from the time of challengs administration to necropsy (p<0.05). The
weight data is summarized in Table 9.
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Table 9
[ Treatment Group Average ADWG ADWG |ADWG Tota!
-Group | Identification | Initial | (day0-21) | (day2l1-42) (Ibs.)
Weight (Ibs.) (Ibs.) (Vaccination
(Ibs.) to Necropsy)
1 33903 vaccine 178a 0948 1.63a 12%a
igh dose
2 B3903 vaccine 17.7a 1.00a 1.60 ab 1.30a
nedium dose
3 |B3903 vaccine 18.0a 0.94a 1.48 ab 1.21a
low dose __
4 Challenge 17.7a 096a 1450 1.21a
Control
5 |Stmt Comntrol 17.7a 094a 1.63 ab 1.28a

*Like lettors denote no signiticant differences between treatment groups in ADWGs from
day of vaccination to challenge and from day of challengs to necropsy (p<0.05).

Seroconversion (IFAT)

Serum samples were collected weekly from all test animals in each treatment group and
testad for presence of anti-Lawsonia IgG antibodies on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, and 42 of
the study. Positive and negative IFAT control samples were 100% accurate in all assays
performed in this study. On days 0 through 21 (3 wecks post vaccination), all tost animals
in each treatment group were IFA negative. On day 28 (1 week post challenge) of the
study, 1/15 (6.7%%) test animals in the vaccine-high dose treatment group were IFA positive
while all others tested IFA negative. On day 35 (2 weeks post challenge) of the study, 4/15
(26.7%) pigs in the vaccine-high dose and medium dose treatment groups and 1/10 (10%)
pigs in the non-vaccine, challenge control treatment group were IFA positive for Lawsonia
antibodies. Both vaccine-low dose and strict control treatment groups wore IFA negative
on day 35. On day 42 (3 wecks post challenge) of the study, 8/10 (80%) pigs in the
challenge control group, 6/15 (40%) pigs in the vaccine-medium dose group, 5/15 (33.3%)
pigs in the vaccine-low dose group, and 3/15 (20%) pigs in the vaccine-high dose group
were IFA positive, The strict control treatment group was IFA negative at study

termination (day 42).
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Seroconversion data was analyzed using the Chi-square statistic. For results obtained in
the strict control treatment group, & chi-square statigtic was not computed duse to the 100%
negative responses found for each tost animal throughout the study. In treatment groups
receiving a vaccine or placebo, IFAT results were compared using Chi-square statistic with

5  an estimation of exact p-value (Monte-Carlo). Positive IFAT results obtained from
challenge groups receiving a virulent pure culture challenge were significantly higher than
those receiving vaccine-high dose and vaccine-low dose (p<0.05) at day 42 (3 weeks post
chalienge) of the study.

10  Fecal Shedding of L. intracellularis (PCR)
Fecal swabs were collected weekly from all test animals in each trestment group and tested

13

for the presence of L. intracellularis by PCR on days 0, 7, 14, 21, 28, 35, and 42 of the
study. Positive and negative DNA extraction and PCR reaction controls were 100%
accurato for cach assay conducted in this study. All test animals in each treatmont group
were fecal PCR nogative for L intracellularis from day 0 (veccination) to day 21
(challenge). Piga in the strict control group remained fecal PCR negative for L.
intracellularis in their feces throughout the study. Fecal shedding of L. intracellularis
(fecal PCR positive) was evident in various trestment groups each week after challenge
inoculation. These results are summarized in Table 10.

Table 10
Treatment Group " Day28 Deay 35 Day 42
Group | Identification | (1 week post (2 weeks post (3 weeks post
. chall chall
1 B3903 vaccine 0/15(0%) a 2/15 (13.3%) a 0/15 (0%) a
igh dose
2 3903 vaccins | 6/15 (40%)ab | 5/15 (33.3%) e 0/15(0%) a
ium dose _

3 3903 vaccine [ 4/15 (26.7%)eb | /15 (53.3%)ab | 2/15 (13.3%) ab
low dose "

4 Challenge 4710 (40%) b 7710 (70%) b 4710 (40%) b
Control _

5 Strict Control 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0710 (0%)

* Like lettera denote no significant difference among treatment groups receiving
challenge (p<0.05). .
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Statistical analysis using Chi-square statistic with an estimation of the exact p-value
(Monte Carlo) compared the positive responses in each vaccine treatment group to the non-
vaccine, challenge control group only. Results from the strict control group were
withdrawn from group comparisons because cach pig was 1009 fecal PCR negative for L.
intracellularis throughout the study. On day 28 (1 week post challenge), pigs receiving a
high dose of vaccine had significantly less shedding of L. intracellularis than non-
vaccinated, challenged pigs (p = 0.017). On day 35 (2 weeks post challenge), pigs
receiving a high dose (p = 0.0024) and medium dose (p = 0.041) of vaccine had
significantly less shedding of L. intracellularis in their feces than non-vaccinated
chailenged pigs. On day 42 (study termination), again, pigs receiving a high and medium
dose of vaccine (p = 0.017) had aignificantly less shedding of L. intracellularis in their
faces compared to the non-vaccinated, challenged pigs. Pigs in the low dose group were
not significantly less PCR positive than the challenge controls on any day post challenge.

L. intracellularis Tissue Colonization (PCR)

Polymerase Chain Reaction testing of tissue sections of the terminal ileum, colon, tonsil,
and mesenteric lymph node were performed after necropsy (day 42 of the study). In the
vacoine-high dose group, 1/15 (6.7%) pigs were PCR positive for L infracellularis -
colonization in the tonsil while all other treatment groups were PCR negative. Ileitls PCR
teating of mesenteric lymph tissus revealed 3/10 (30%) pigs in the non-vaccinated,
challenge controls were positive for L. intracellularis colonization while all other treatment
groups were PCR negative. Teitis PCR testing of mucosal scrapings of the terminal ileum
revealed 4/10 (40%) pigs in the challenge controls, 4/15 (26.7%) pigs in the vaccine-low
dose group, 2/15 (13.3%) pigs in the vaccine-medium dose group, and 1/15 (6.7%) pigs in
the vaccine-high dose group PCR positive for L. intracellularis colonization, Ileitis PCR
testing of the colon revealed 3/10 (30%) pigs in the challenge controls, 5/15 (33.3%) pigs
in the vaccine-low doso group, 1/15 (6.7%) pigs in the vaccine-medium dose group, and
2/15 (13.3%) pigs in the vaccine-high dose group PCR positive for L. intracellularis

colonization. No evidence of L. intracellularis colonization was in tissues of the strict
control group,
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Statistical analysis of Ileitis PCR positive results were compared among trestment groups
using Chi-square statistic with Monte Carlo approximation of the exact p-value.
Mesenteric lymph node PCR results indicated evidence of a significant difference among
non-vaccinated, challenge controls and all treatment groups receiving a vaccine treatment
(p™ 0.054). No statistical significance was evident among treatment groups in L.
intracellularis colonization in the ileum, colon, or tonsil at day 42 of the study.

Histology (IHC / H&E)

Sections 2 to 4om in length of tonsil, mesenteric lymph node, terminal ileum, and colon
were collected at necropsy (day 42) and placed in 10% buffered formalin for histological
analysis. Lawsonia intracellularis was not detected by THC staining of tonsil sections in
all treatment groups at necropsy. The strict control group was negative for L.
intracellularis by IHC in all tissue samples taken at necropsy. Presence of L. _
intracellularis and microscopic lesions associsted with PPE were found in the ileums of
9/10 (90%) pigs of the non-vaccinated, challenge controls, 6/15 (40%) pigs of the vaccine-
low dose group, 3/15 (20%) pigs of the vaccine-medium dosc group, and 1/15 (6.7%) pigs
of the vacoine-high dose group reaspectively. Microscopic legions were evident in ths colon
of 8/10 (80%6) pigs in the challenge control group, 3/15 (20%) pigs in the vaccine-low dose
group, and 1/15 (6.7%) pigs in the vaccine-high dose group. The vaccine group receiving
a medium dose was IHC nogative for L. imtracellulariy in the colon. Stained sections of
mesenteric lymph node produced anly 1/10 (10%) pigs in the challenge control that had L.
intracellularis. Positive THC results in sections of the ileum and colon among treatment
groups correlated well to the presence of marked crypt hyperplasia demonstrated by H&E
methodology.

Statistical analysis of quantitative [HC data was accomplished using 1-way ANOVA and
Kruskal-Wallls Rank Sum tests followed by specific contrasts of p-values between the
challenge group and strict control groups to each vaccine dosage group. Statistical
analysis roveal evidence of a significant losion development dus 7o L. intmacellularis in the
ileun and colon of the challenge control group compared to vaccinated pigs regardleay of
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dose on day 42 of the study (p<0.001). Statistical significance was not evident in average
THC lesion scores of the ileum and colon in vaccinated animals receiving a high or medium
dose of vacoine compared to the strict control treatment group (p>0.05). Pigs receiving a
low dose of vaccine had significantly higher mean microscopic lesion scores due to L.
intracellularis in the ileum compered to the strict control group (p< 0.05).

Gross Scares

The ileum and colon of cach test animal were scored at the time of necropsy (day 42) for
gross leslons associated with PPE. Tissues from test pigy in the strict oonirol were normal,
did not contain lesions, and received average lesion scores of 1.1 (ileum) and 1.0 (colon).
Tissues of test animals in the non-vaccinated, challenge control group received the highest
averago gross lesion score for the ileum (3.6) and colon (2.0) among treatment groups.
Test pigs in the vaccine-low dose group received average groas lesion scores of 2.5 (ileum)
and 1.5 (colon). 'Vnccim-medium dose test pigs received average gross lesion scores of
1.5 (ileum) and 1.0 (colon). Tissues of the vaccine-high dose group received average gross
lesion scores of 1.5 (ileum) and 1.2 (colon).

Statistical analyais of average gross lesion acores among treatment groups was
accomplished by using I-way ANOVA. Averago gross lesion scores indicated evidence of
a significant difference between ileums in non-vaccinated, challenge coutrol group and
vaccine-medium and high dose groups respectively (p<0.001). Evidence of a significant
difference was observed among average gross ileum scares of the challenge control
compared to the vaccine-low dose group (p<0.01). Averags gross lesion scores of the
colon were significantly higher in the challenge control group compared to the vaccine-
medium and high dosc groupa respectively (p<0.05). In addition, significant gross lesion
dovelopmentmobm_edlntheﬂeumofthewcdm—lowdmmupmpmdmh
strict control group (p<0.001). No evidence of a statistical significance in average gross
lesion scores (iloum and colon) were evident in vaccine-medium and high dose groups
compared to the strict control treatment group.
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Conclusions

This study demonstrated protection in 3-week-old pigs against PPE was accomplished
when given an oral 2ml, dose of B3903 (Lyophilized) vaccine containing a minimum of
4.9 logs of live L. intracellularis per dose. Similar if not slightly better protection was
ovident in the vaccine-high dose treatment group that received 6.0 logs/dose 3 weeks prior
to challenge. The low dose vaccine group (3.8 logs/dose) did not indicate adequate
protection against a virulent pure culture heterologous challenge compared to the test
animals receiving a high or medium dose of the experimental vaccine, Statistical
differences were evident amang the vaccine-low dose group and non-vaccinated, challenge
controls regarding the severity of microacopic lesions in the ileum and colon (p<0.001) and
avmgugmshﬁoﬁmofhﬂum(pﬂ.ﬂl). However, significant PPE leslons were
observed in the ileum (microscopic lesions) and colon (gross legions) of this group
compared to the strict control group that did not receive vaccine or challenge.

In summery, the data from this study demonstrated that; (1) the minimum protective titer
of a single oral administration of B3903 (Lyophilized) vaccine to 3 week old pigs is 4.9
logs/dose; (2) B3903 (Lyophilized) vaccine is efficacious against & virulent low passage
pure culture L. intracellularis, hoterologous isolato N101494; and (3) B3903 (Lyophilized)
vaccine aids in the reduction of gross and microscopic lesions, tissue colonization, and
fecal shedding of L. irtracellularis in veccinated pigs compared to non-vaccinated pigs.

41-
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‘What is Claimed Is:

1. A virulent isolate of Lawsonia intracellularis, wherein sald virulent isolate is Lawsonia
*intracellulariz deposit isolate ATCC No. PTA-4927 or a Lawsonia intracellularis
isolate having all of the identifying characteristics of deposit isolate ATCC No. PTA-
4927.

2. An avirulent isolate of Lawsonia intracellularis, wherein said avirulent isolate is
Lawsonia intraceliularis deposit isolate ATCC No. PTA-4926 or a Lawsonia
intracellularis isolato having all of the identifying characteristics of deposit isolate
ATCC No. PTA-4926.

3. A vacoine for the immunization of an animal, comprising a pharmacsutically effective
amount of a killed virulent isolate of Lawsonia intracellularts, wherein said virulent
isolate is the virulent isolate according to ¢laim 1 or claim 2, and a pharmaceutically
acceptable carrier.

4. The vaccine according to claim 3 wherein the pharmaceutically effective amount of the
avirulent isolate of Lawsonia intracellularis is about 10° TCIDs to about 10° TCIDs,
per dose.

5. A vaccine for the immunization of an animal, comprising the avirulent isolate of
Lawsonia intracellularis according to claim 2 and antigenic material from at least one
of the following pathogens: Salmonella spp., Erysipelothrix spp., Hasmoaphilus spp.,
Mycoplasma spp., Leptospira spy., Clostridium spp., Streptococcus spp., Brachyspira
8pp., circovirus, porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) virus, swine
influenza virus (SIV), tranamissible gastro-enteritis (TGE) virus, parvovirus, end
Escherichia coli; end a pharmaceutically acceptable carrier.

6. A vaccine for the immunization of an animal, comprising the avirnlent isolate of
Lawsonia iniracellularis according to claim 2 and antigenic material from Salmonella

-42-
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choleraesuls, Erysipelothrix spp. transmissiblo gastro-enteritis (TGE) virus,
Escherichia coli, Clostridium wpp., and Brachyspira spp.; and a pharmaceuticslly
acceptable carrier.

7. A vaccine for the immunization of an animal, comprising the avirulent isolste of
Lawsonia intracellularis according to claim 2 and antigenic matorial fram Salmorella
cholerassuls and Erysipelothrix spp.; and & pharmaceutically acceptable carrier.

8. A vaccine for the immunization of an animal, comprising the avirulent isolate of
Lawsonia intracellularis according to claim 2 and antigenic material from at loast one
of the following pethogens: Clostridium spp., equine influcnze virus (EIV), equine
herpes virus (EHV), alphavirus, and West Nile virus; and a pharmaceutically
acceptable carrier.

9. A method for stimulating the immune system of en animal to respond to an
immunogenio entigen of pathogenic Lawsonia intraceltularis, comprising
administering to said-animal an immunogenic composition containing the svirulent
isolate of Lawsonia iniracellularis according to claim 2.

10. A method of immunizing an animal against porcine prolifarative enteropathy
comprising administering a pharmaceuticaily ecocptable amount of the avirulent
isolate of Lawsonta intraceltularis of claim 2, wherein the pharmaceutically effective
amount of the avirulent isolate of Lawsonia intracellularis is sbout 10° TCIDs to
about 10° TCIDs, per dase.

11. A method for making a vaccine for inducing an immune response to Lawsonia
intracellularis bacteria in an animal, comprising the steps of: (a) incubating a
Lawsonia intraceliularis isolate according to claim 1 or claim 2 in culture colls which
are in suspension at an oxygen concentration of less than about 10 percent to cultivate

-43-
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said bacteria; and (b) mixing said cultivated bacteria with a pharmaceutically
acceptable carrier.

12, The method according to claim 11 further comprising the step of killing said cultivated
bacteria to prepare a vaccine containing killed Lawsonia intracellularis.

13, The method according to claim 11 further comprising the step of cultivating said
bacteria for a sufficient time to produce an attenusted isolate.

14. A method for cultivating Lawsonia intracellularis comprising:

(a) inficting cultured cells with an inoculum comprising the viruleat isolate of
Lawsonia imracellularis according to olaim 1,

(b) incubating said infected cells at an oxygen concentration of less than about 10
percent while maintaining said infected cells in suspension by agitation of said
cells for a sufficient period of time to increase the production of sald Lawsonia
intracellularis, end

(c) harvesting at least a portion of said Lawsonia intracellularis.

15. The method according to claim 14 wherein the oxygen concentration is in the range of
about 0 percent to about 8 percent.

ls.mmn&odmuo:dhgmchimﬁwhminﬂnmgmmmﬁmhinﬂwmgaof
about 0 percent to about 3 percent.

17. The method according to olaim 14 wherein said incubation occurs at a carbon dioxide
range of about 6 percent to about 10 percent.

18. The method according to claim 14 wherein said cultured cells are selected from the
group consisting oft HEp-2, McCoy, and IEC-18 cells.



WO 2005/011731 PCT/US2004/022704

10

15

19. The method according to claim 18 wherein said IEC-18 cells are cultured on
microcarriers.

20. The method according to claim 14 wherein the infected cells are incubated according to
step (c) for a period of about 2 to about 10 days.

21. The method according to claim 14 further comprising a step (d) of cultivating said
bacteria for a sufficient time to produce an attenuated isolate.

n.mmeﬁodamordingmdnimmmminﬁebmmﬁnmmlﬁwmdmﬂnghsﬁp
(d) for a period of about 150 days to about 250 days.

23, The method according to claim 22 further comprising a step (e) of lyophilizing said
attenuated isolate.

24. The method according to claim 23 wherein said lyophilizing comprises & primary
drying step and a secondary drying step.

25. A lyophilized attenuated isolate produced by the method according to claim 23.

26. A mothod for the diagnosis of porcine proliferative enteropathy comprising performing
an assay to detect antibodies to Lawsonia intracelluris in a non-human animal subject
comprising:

(a) contacting & sample from the subject with the Lawsornia intracellularis isolate
according to ¢laim 1 or claim 2 to form an entigen-antibody complea; and

(b)  detecting the formation of said complex,

wherein the presence of said camplex correlates positively with a diagnosis of porcine

proliferative enteropathy.

45-
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27. The method according to claim 26 wherein the asssy comprises an assay selected from
the group consisting of: radioimmunoassay, enzyme-linked immunosorbent assay,

5  28. A method for producing antisera against Lawsonia intracelluris in a non-lnrmen animal
comprising:
(2) adniinistering the Lawsonia intracelluris isolate of claim 1 or claim 2 to a non-
human animal in an amount effective to elicit an immune response; and
(b) collecting antiserum or plasma containing antibodies to said Lawsonia
10 intracellvris.

—
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LAWSONIA INTRACELLULARIS DE ORIGEN EUROPEO Y VACUNAS,
AGENTES DE DIAGNOSTICO Y METODOS DE USO DE LOS MISMOS

SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reivindica beneficio a favor de la Solicitud Provisional de Estados Unidos
conel n® de seric 60/490,001, depositada el 25 de julio de 2003, cuya descripcién se
incorpora como referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES

La presente invencion trata de vacunas de Lawsonia intracellularis y de métodos para
proteger frente a, y diagnosticar, una infeccidn por L. intracellularis. Los productos y
procesos de la invencién son posibles, en parte, como resultado de un método mejorado
para cultivar provisiones a gran escala de L. intracellularis, incluyendo tanto una nueva
cepa clinica de L. intracellularis de origen europeo como un método para preparar un
producto liofilizado que contiene 1a cepa clinica europea atenuada como un producto de

vacuna.

L. intracellularis, el agente causal de la enteropatia proliferativa porcina (“PPE"), afecta
pricticamente a todos los animales, incluyendo: conejos, hurones, himsters, zorros,
caballos y otros animales tan distintos como avestruces y emus. L. infracellularis es una

causa particularmente grande de pérdidas en el ganado porcino de Europa, asi como de los
Estados Unidos.

Una camcteristica uniforme de la PPE es la aparicion de bacilos curvados
intracitoplasméticos no unidos a la membrana dentro de los enterocitos de las porciones
afectadas del intestino. La bacteria asociada con la PPE se ha denominado “organismos de
tipo Campylobacter.” S. McOrist y col., Vet. Pathol, Vol. 26, 260-264 (1989).
Posteriormente, se ha identificado la bacteria causal como un nuevo género y especie
taxonémicos, comiinmente denominada fleal symbiont (IS) intracellularis. C. Gebhart y

col., Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, n” 3, 533-538 (1993). Mis recientemente,

estas nuevas bacterias han recibido el nombre taxondmico de Lawsonia (L.) intracellularis.

$1
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S. McOrist y col., Int’l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45, n°® 4, 820-825 (1995). Estos
tres nombres se han usado de forma intercambiable para referirse al mismo organismo,
segiin se identificard y describird adicionalmente en este documento.

L. intracellularis es una bacteria intracelular obligada que no puede cultivarse mediante los
métodos bacteriolégicos normales en un medio acelular convencional, y se ha creido que
requicre de células epiteliales adheridas para su crecimiento. S. McOrist y col., Infection
and Immunity, Vol. 61, n° 19, 4286-4292. (1993) y G. Lawson y col., J. of Clinical
Microbiology, Vol. 31, n° 5, 1136-1142 (1993) discuten sobre el cultivo de L.
intracellularis usando monocapas de células IEC-18 epiteliales intestinales de rata en
matraces de cultivo tisular convencionales. Ademds, H. Stills, Infection and [mmunity,
Vol. 59, n® 9, 3227-3236 (1991) discuten el uso de monocapas de células Intestine 407
intestinales embrionarias humanas y monocapas de células colénicas de adenocarcinoma
GPC-16 de cobaya en matraces de cultivo tisular convencionales.

Recientemente se ha aprobado una vacuna de L. intracellularis para su uso en los Estados
Unidos, vacuna que estd basada en las cepas clinicas de L. infracellularis descritas y
reivindicadas en las patentes de Estados Unidos n™ 5.714.375 y 5.885.823, estando ambas
patentes incorporadas al presente documento como referencia en su totalidad. La vacuna
descrita anteriormente es comercializada por Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc., 2621
North Belt Highway, St. Joseph, Missouri 64506-2002, con el nombre comercial
ENTERISOL® Deitis.

RESUMEN DE LA INVENCION
Un objeto de 1a invencién es proporcionar una vacuna mejorada de L. intracellularis
usando una cepa clinica de origen europeo.

Otro objeto de la invencién es proporcionar un método de cultivo mejorado de L.
intracellularis a gran escala y técnicas mejoradas para la produccién de vacunas de L.

intracellularis.
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Para conseguir estos y otros objetos, y seglin el propdsito de la invencién, segiin se
ejemplifica y se describe ampliamente en este documento, la presente invencién
proporciona una nueva cepa clinica de L. intracellularis de Europa, un método para
atenuar dicha cepa clinica y la cepa clinica atenuada del mismo. En este documento
también se proporciona una vacuna que comprende la cepa clinica atenuada. En este
documento también se proporciona un método para producir una vacuna que comprende la
cepa clinica atenuada en forma liofilizada para su reconstitucién en el momento de su
administracién y el producto liofilizado de la misma.

En una forma de realizacién, la nueva cepa clinica L. intracellularis de Europa, la cepa
clinica DK 15540, es la cepa clinica depositada en la ATCC con el n® de acceso PTA-4927.
En otra forma de realizacién, la cepa clinica atenuada derivada de la cepa clinica DK
15540, se denomina cepa clinica B3903, con el n° de acceso de Ia ATCC FTA-4926.

DESCRIPCION DETALLADA

Semin se usa en este documento, el término “L. intracellularis” significa la bacteria
intracelular curvada gramnegativa descrita detalladamente por C. Gebhart y col., Int’l. J. of
Systemic Bacteriology, Vol. 43, n® 3, 533-538 (1993) y S. McOrist y col,, Int'l. J. of
Systemic Bacteriology, Vol. 45, n® 4, 820-825 (1995), cada uno de las cuales ge incorpora
al presente documento como referencia en su totalidad, e incluye, pero no se limita a, la
cepa clinica denominada DK 15540 que se depositd bajo el Tratado de Budapest con la
American Type Culture Collection, 10801 Univemity Boulevard, Manassas, Virginia
20110-2209 el 9 de enero de 2003 y se le asigné el mimero de acceso de la ATCC PTA-
4927, bacteria causal que puede obtenerse a partir de cerdos o de otros animales infectados
por PPE por todo el mundo dados los conocimientos en la materia y las ensefianzas de este
documento; y variantes o mutantes de cualquiera de las anteriores bacterias, obtenidas
tanto espontinea como artificialmente.

Segiin se usa en este documento, el término “cepa clinica atenuada” significa cualquier
cepa clinica de L. intracellularis que se prepara segiin las técnicas de cultivo y de pase
ensefladas en este documento para conseguir la avirulencia manteniendo a la vez las
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propiedades inmunégenas cuando se administra a un animal hospedador, incluyendo, pero
no limitAndose a, la cepa clinica atenuada denominada B-3903 que se deposité bajo el
Tratado de Budapest con la American Type Culture Collection, 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 el 9 de enero de 2003 y se le asigno ¢l mimero
de acceso PTA-4926.

La cepa clinica atenuada de la invencién puede usarse como inmunégeno en vacunas
antimicrobianas para animales, incluyendo aves, peces y mamiferos tales como vacas,
cerdos, caballos y primates. Dichas vacunas pueden prepararse mediante las técnicas
conocidas por los expertos en la materia y dadas las enseflanzas contenidas en este
documento. Dicha vacuna comprenderia una cantidad inmunolégicamente eficaz de la
cepa clinica atenuada en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La vacuna podria ser
administrada en una o0 més dosis. Una cantidad inmunolégicamente eficaz se determina
mediante los medios conocidos en la materia sin una experimentacién ilicita, dadas las
ensefianzas contenidas en este documento. La cantidad de bacterias avirulentas deberia ser
suficiente para estimular una respuesta inmune en animales susceptibles a 1a enfermedad
siendo todavia avirulentas. Esto dependeré del animal en particular, de las bacterias y de la
enfermedad implicada. La dosis recomendada a administrar al animal susceptible es
preferiblemente de aproximadamente una TCIDsy (dosis infectiva del cultivo tisular al 50%
del punto final)/dosis de 3,0 hasta aproximadamente una TCIDsp/dosis de 6,0, y més
preferiblemente de aproximadamente una TCIDso/dosis de 4,0 hasta aproximadamente una
TCIDso/dosis de 5,0. En una forma de realizacién preferible, el titulo de la vacuna es de
aproximadamente una TCIDsy/dosis de 4,9, seglin se determina mediante el ensayo de
Dosis Infectiva Del Cultivo Tisular al 50% de dilucién del punto final (TCIDsg). Los
vehiculos son conocidos por los expertos en la materia, ¢ incluyen estabilizantes y
diluyentes. Dicha vacuna también puede contener un coadyuvante apropiado. Las vacunas
de la invencién pueden usarse en combinacién con otras vacunas, por ejemplo, como
diluyente de otra vacuna. Las preparaciones de la vacuna también pueden desecarse, por
ejemplo, mediante liofilizacién, con el propésito de su almacenamiento o para su
subsiguiente formulacién en vacunas liquidas.
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Consecuentemente, la invencién también comprende un método para inducir una respuesta
inmune ante bacterias virulentas naturales de L. intracellularis en un hospedador animal
con el propésito de proteger a ese hospedador de dichas bacterias. El método comprende
la administracién de una cantidad inmunolégicamente eficaz de bacterias atenuadas o de
bacterias muertas de la invencién al hospedador, y preferiblemente, la administracién de la
vacuna de la invenci6n al hospedador.

Segiin se usa en este documento, el término “cultivo a gran escala” significa un nivel de
cultivo de L. intracellularis mayor de aproximadamente 2,0 a 3,0 litros, ¢ incluye la
produccién a una escala de 100 litros o més. “Cultivo” segiin se usa en este documento,
significa el proceso de promover el crecimiento, la reproduccion y/o la proliferacién de L.

intracellularis.

L. intracellularis puede ser cultivada mediante los métodos conocidos en la materia,
preferiblemente segin las patentes de Estados Unidos n™ 5.714.375 y 5.885.823. Por
ejemplo, las células del cultivo pueden ser inoculadas en primer lugar con un inéculo que
comprende bacterias de L. intracellularis de forma que las células se infecten con las
bacterias. Pueden usarse numerosas lineas celulares en la prictica de la invencién,
incluyendo, pero no limiténdose a, IEC-18 (ATCC 1589)—cé€lulas epiteliales intestinales de
rata, HEp-2 (ATCC 23)-células de carcinoma epidermoide humano, McCoys (ATCC
1696)—células del ratén (no especificadas), BGMK (Biowhittaker #71-176)—células de
rién de mono verde africano, y células epiteliales intestinales porcinas. Las células del
cultivo preferibles son células HEp-2, McCoys o IEC-18.

Si se usan células de cultivo, antes de ser inoculadas, las células deben estar en forma de
una monocapa. Para formar una monocapa, las células pueden sembrarse en matraces
convencionales. Cada matraz se siembra generalmente con entre aproximadamente 1 x 10°
células hasta aproximadamente 10 x 10° células por 25, 75, 150, 850 cm® de matraz o
frasco rotatorio mezcladas con medio de crecimientn. El medio de crecimiento puede ser
cualquier medio para el cultivo celular que incluys una fuente de nitrégeno, los factores de
crecimiento necesario para las células del cultivo elegidas y una fuente de carbono, tal
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como glucosa o lactosa. El medio preferible es DMEM reforzado con Ham F 12 con un 1-
5% de suero bovino fetal, aunque puede usarse otro medio disponible comercialmente con
buenos resultados.

El cultivo satisfactorio de L. intracellularis se mejora manteniendo las células del cultivo
en un estado de constante crecimiento. Por lo tanto, la monocapa de células del cultivo
deberia de estar en aproximadamente el 20 por ciento hasta aproximadamente el 50 por
ciento de confluencia en el momento de la inoculacién. Preferiblemente, las células
deberian estar en aproximadamente el 30 por ciento hasts aproximadamente en 40 por
ciento de confluencia en el momento de la inoculacién, muy preferiblemente a

aproximadamente el 30 por ciento de confluencia.

Alternativamente, las células, antes de ser inoculadas, pueden hacerse crecer en
suspensitn, segin se describe a continuacién. Preferiblemente, las células se hacen crecer
en primer lugar hasta una confluencia del 100% en forma de una monocapa en un sistema
de tipo adherente, por ejemplo, un sistema de frasco rotatorio, y después se transfieren a 3-
3000 litros y se hacen crecer en suspensién. Alternativamente, las células pueden hacerse
crecer en suspensién hasta la densidad celular descada, por ejemplo, de 2 x 10° células/ml,
dentro del depdsito de 3-3000 litros (biorreactor, fermentador, matraz de agitacidn, etc.)
usando los panimetros adecuados pam el crecimiento dentro de este sisterna antes de la

inoculacién.

El indculo puede ser un cultivo puro de L. intracellularis obtenido a partir de cerdos o de
otros animales infectados. Preferiblemente el inéculo puede ser un cultivo puro de L.
intracellularis obtenido del n® de acceso de la ATCC PTA-4927.

El inéculo puede ser un homogeneizado intestinal preparado mediante el raspado de la
mucosa del fleon de un cerdo o de otro animal infectado con PPE. Cuando se prepara un
homogeneizado intestinal, las secciones del fleon elegidas para el cultivo deberfan mostrar
lesiones graves con un engrosamiento macroscépico del intestino. Debido a la naturaleza
frigil de las bacterias, las muestras deberian almacenarse preferiblemente a -70°C tan
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répido como sea posible tras la necropsia. Preferiblemente se afiade un antibidtico al cual
sea resistente L. intracellularis tal como vancomicina, anfotericina B o miembros del
grupo de antibiéticos aminoglucésidos, incluyendo gentamicina y neomicina, por nombrar
algunos, al inéculo para eliminar las bacterias contaminantes a la vez que se permite el
crecimiento de L. intracellularis. Tanto si el indculo es un cultivo puro como si es un
homogeneizado intestinal, la inoculacién de las células del cultivo puede realizarse
mediante varias técnicas conocidas en la materia, dadas las enseilanzas de este documento.

Las bacterias y/o las células del cultivo inoculadas se incuban entonces con uma
concentracion reducida de O; disuelto. Con concentraciones de oxigeno disuelto mayores
del 10% el crecimiento de L. imirecellularis es inferior al dptimo, produciéndose
finalmente el cese del crecimiento con unas concentraciones de oxigeno fuera de este
intervalo. Preferiblemente, 1as bacterias y/o las células del cultivo inoculadas se incuban
con una concentracién de oxigeno disuelto en el intervalo de aproximadamente el 0% hasta
aproximadamente el 10%. Maés preferiblemente, las bacterias y/o las células del cultivo se
incuban con una concentracién de oxigeno en el intervalo de aproximadamente el 0% hasta
aproximadamente el 8%, siendo muy preferible una concentracién de oxigeno de
aproximadamente el 0% hasta aproximadamente el 3,0%.

La concentracién apropiada de diéxido de carbono también es importante para un
adecuado crecimiento de L. intracellularis. Con concentraciones de diéxido de carbono
mayores del 0% y menores del 4%, se produce un crecimiento no éptimo, produciéndose
finalmente el cese del crecimiento con unas concentraciones de diéxido de carbono fuera
de este intervalo. Preferiblemente, la concentracién de diéxido de carbono esth en el
intervalo de desde aproximadamente el 6% hasta aproximadamente el 10%, siendo muy
preferible una concentracién de diéxido de carbono de aproximadamente el 8,8%.

Ademis, las células se incuban preferiblemente con una concentracién de hidrégeno en el
intervalo de desde aproximadamente el 4% hasta aproximadamente el 10%. Muy
preferiblemente, las células se incuban en aproximadamente el 0 hasta aproximadamente el
8,0% de O, aproximadamente el 8,8% de CO,, y sproximadamente el 4% de H,. El
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nitrégeno se usa como “compensador” en la mezcla de gases, que contiene nitrégeno
(96%) ¢ hidrégeno (4%) o nitrégeno (80%), didxido de carbono (10%) e hidrégeno (10%)
para el crecimiento de este organismo. Las células se incuban preferiblemente con una
concentracién de nitrégeno en el intervalo de desde aproximadamente el 80% hasta el
96%. Por lo tanto, las células se incuban muy preferiblemente en aproximadamente el 0
hasta aproximadamente el 8,0% de O, saproximadamente el 8,8% de CO,,
aproximadamente el 4% de H; y aproximadamente el 96% de Na.

Las células inoculadas pueden incubarse en un incubador gaseoso doble o en otras chmaras
de gas que contengan las concentraciones apropiadas de hidrégeno, oxigeno y diéxido de
carbono y que permitan a las células estar suspendidas durante la incubacién. La cdmara
deberis comprender un medio para mantener las células inoculadas en suspensidn, y un
monitor de gases y una fuente de suministro para suministrar y mantener las
concentraciones apropiadas de gases. La temperatura de incubacién deberia estar en el
intervalo de desde 30°C hasta aproximadamente 45°C y més preferiblemente estd en el
intervalo de desde aproximadamente 36°C hasta aproximadamente 38°C. Muy
preferiblemente, la temperatura es de aproximadamente 37°C. El equipo necesario para el
cultivo y la atenuacion es fiicilmente accesible para los expertos habituales en la materia,
dadas las ensefianzas de este documento. Un ejemplo de un equipo adecuado para llevar a
cabo s presente invencién es un incubador gaseoso doble, por ejemplo, el modelo 480
(Lab-Line, Melrose Park, IL) junto con matraces de agitacién para mantener las células en
suspensién. El equipo actualmente preferible comprende un fermentador, un biorreactor,
una placa vibradora o un agitador rotatorio que contiene al menos aproximadamente 2
litros de medio y que es capaz de mantener las células del cultivo en suspensién mediante
el rociado de un gas a la concentracién apropiada, u otros medios de agitacion mecénica, y
una monitorizacién continua de los niveles de O, disuelto en el medio. New Brunswick,
Braun y otras compafiias fabrican fermentadores y biomeactores adecuados para este
propdsito.

Manteniendo las células inoculadas en un estado de suspensién durante 1a incubacidn, se
obtiene un crecimiento méximo de las células, y por tanto, de L. intracellularis,
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aumentando la exposicién de cada célula individual al medio de crecimiento y a la mezcla
adecuada de hidrogeno, oxigeno y diéxido de carbono. Las células del cultivo pueden
agitarse y mantenerse en suspensién mediante una variedad de métodos conocidos en la
materia, incluyendo, por ejemplo, matraces del cultivo, frascos rotatorios, cultivos de
membrana, BioBags, sistemas de biorreactor WAVE™, fermentadores y matraces de
agitacién. Las células pueden mantenerse en suspensién durante la incubacién incubando
las células en un matraz de agitacién dentro de un incubador gaseoso doble 0 un aparato
similar. El término “matraz de agitacién”, segin se usa en este documento, significa un
matraz u otro recipiente que emplea una pala, una hélice u otro medio para agitar el cultivo
y mantener lag células contenidas en el mismo en suspensién.

En una forma de realizacién preferible, las células inoculadas se incuban hasta que las
células alcanzan la confluencia, y entonces las células se colocan en un matraz de agitacién
que contiene medio de crecimiento y se incuban en un incubador gaseoso doble mientras se
hace girar ¢l matraz. Preferiblemente, las células inoculadas se raspan o se tripsinizan y se
pasan al matraz de agitacién. Esto puede conseguirse mediante una variedad de métodos
conocidos en la materia, tal como usar un raspador celular para desprender las células.
Una vez que las células han sido introducidas en el matraz de agitacién, 1a pala del matraz
de apitacién se hace girar tipicamente en el intervalo de desde aproximadamente 5 hasta
sproximadamente 500 rpm sobre una placa de agitacién magnética con objeto de mantener
Ias células infectadas en suspension.

Una porcién de 1a L. intracellularis cultivada se pasa entonces a un cultivo nuevo para
aumentar la produccién de las bacterias L. intracellularis. El término “pasar” o
variaciones del mismo en este documento significa el proceso de transferir una porcién de
la L. intracellularis cultivada a células de cultivo nuevo con objeto de infectar las células
nuevas con la bacteria. El término “nuevas”, seglin se usa en este documento, significa
células que todavia no han sido infectadas por L. intracellularis. Preferiblemente dichas
células tienen una media de no mis de aproximadamente un dia de edad.
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El pase de L. intracellularis en cultivos en suspensién puede conseguirse retirando una
porcién del cultivo original y afladiéndola a un nuevo matraz que contienc células de
cultivo nuevas. Si el cultivo original tiene un elevado nimero de bacterias/ml, por
ejemplo, mayor de aproximadamente 10° bacterias/ml, es preferible afiadir entre
aproximadamente el 1 y el 10% (volumen en volumen) de cultivo desde el matraz
infectado a un nuevo matraz que contiene células nuevas. Esto se realiza preferiblemente
cuando el 50-100% de las células estén infectadas. Si hay menos del 50% de células
infectadas, el pase se realiza preferiblemente dividiendo el cultivo en 1:2 en un nuevo
matraz y completando el volumen afiadiendo células de cultivo tisular y medio nuevos. En
cualquier caso, no son necesarias las etapas de lisis celular ni otras etapas, en contraste
directo con el pase de cultivos en monocapa, como en la técnica anterior.

Después de un crecimiento suficiente de las células del cultivo y de la subsiguiente
infeccion por L. intracellularis, segin se determina mediante una tincién con anticuerpos
por fluorescencia indirecta (IFA), mediante la TCIDsy u otro método comparable, se
recolecta después al menos una porcién de las bacterias L. intracellularis cultivadas. La
recoleccion se realiza tipicamente a una infectividad celular de aproximadamente 60% o
mayor; 8in embargo, el experto en la materia sabe que la recoleccién podria realizarse &
una infectividad celular de menos del 60%. La etapa de recoleccion puede realizarse
separando las bacterias de la suspensién mediante varias técnicas conocidas por los
expertos habituales una materia, dadas las ensefianzas de este documento. Preferiblemente,
las bacterias L. intraceliularis se recolectan centrifugando el contenido de todos o de una
porcién de la suspensién para sedimentar las células del cultivo, resuspendiendo los
sedimentos celulares resultantes y lisando las células infectadas. Tipicamente, al menos
una porcién del contenido se centrifuga a aproximadamente 3000 x g durante
aproximadamente 20 minutos con objeto de sedimentar las células y las bacterias.
Entonces el sedimento puede resuspenderse en, por ejemplo, una disolucién de sacarosa-
fosfato-glutamato (SPG) y hacerse pasar aproximadamente 20 veces a través de una aguja
de calibre 25 con objeto de lisar las células. Si se desea una purificacién adicional, las
muestras pueden centrifugarse a aproximadamente 145 x g durante aproximadamente cinco
minutos para eliminar los micleos y los desechos celulares. Entonces el sobrenadante
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puede centrifugarse a aproximadamente 3000 x g durante aproximadamente veinte
minutos, y el sedimento resultante resuspenderse en un diluyente apropiado, tal como SPG
con suero bovino fetal (para preparar las bacterias recolectadas adecuadamente para su
liofilizacién, congelacién o para su uso como inoculante) o medio de crecimiento (para
preparar las bacterias recolectadas méds adecuadamente para su pase a células nuevas).

Segin se mencioné previamente, el crecimiento eficaz de L. intracellularis para su
produccién a gran escala s¢ mejora manteniendo las células del tejido creciendo
activamente. Con las monocapas, cuando los cultivos se hacen confluyentes, la tasa de
divisién celular disminuye congiderablemente. Los intentos de hacer crecer L.
intracellularis en cultivos tisulares monocapa han tenido un éxito limitado y el aumento de
escala no ha sido posible. Sin embargo, el uso de cultivos en suspensién facilita
enormemente el mantenimiento de las células en crecimiento activo y permite una
expansién continua del cultivo y el aumento de escala. Usando un fermentador y entre
aproximadamente el 0 y el 3% de Oz disuelto, segiin se explicé anteriormente, se permite
el crecimiento de hasta y més de 10° bacterias/ml.

Cuando se usan células IEC-18, es preferible afiadir gelatina, agarosa, coligeno, acrilamida
o perlas de silice, tales como microvehiculos porosos Cultisphere-G (HyClone
Laboratories, Logan Utah), junto con el medio de crecimiento. Sin embargo, las células
HEp-2 y otras no requieren microvehiculos segin los métodos usados en este documento.

Con el propbsito de mantenimiento del cultivo, en cultivos de HEp-2, se elimina
preferiblemente del 25% al 50% del cultivo y se sustituye por medio nuevo en intervalos
secmanales. Para los cultivos celulares con microvehiculos o perlas, se elimina
preferiblemente del 25% al 50% del cultivo y se sustituye por medio nuevo 1-2 veces por
semana. Con el propdsito de aumentar 1a escala, puede afiadirse al cultivo del 25% al 50%
de medio adicional, o de medio con microvehiculos.

Dependiendo de la tasa a la que las células del cultivo se infectan, el pase de células nuevas
se produce generalmente entre aproximadamente cada 2 hasta aproximadamente 7 dias.
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Suponiendo que las células del cultivo se infecten al menos al 70% cada 2 a 7 dias, el pase
se produce preferiblemente entre aproximadamente cada 5 a 7 dias.

La presente invencién también proporciona vacunas y métodos para producir vacunas
frente a la nueva cepa clinica de L. intracellularis de origen europeo. Preferiblemente, tras
mantener las células infectadas en suspensién durante un tiempo prolongado (por ejemplo,
6-8 meses), al menos una porcién de las bacterias L. intracellularis cultivadas se recolectan
y se monitorizan para comprobar la potencial atenuacién. Dicha monitorizacién se
consigue preferiblemente mediante la exposicién de animales hospedadores 0 de modelos
animales para seleccionar una cepa clinica ateouada, Dichas cepas clinicas atenuadas se
usan en vacunas segiin los métodos enseflados en este documento.

La presente invencién permite una ripida expensién del cultivo y un aumento en el
rendimiento de 100-1000 veces, y reduce los costos para la produccion de L. intracellularis
de origen europeo. Como resultado, el abundante suministro de bacterias L. intracellularis
producido se atenfa ficiimente con el propésito de la produccién de vacunas. El método
de hacer crecer L. intracellularis en suspensién aumenta en gran medida la facilidad, la
velocidad y el mimero de bacterias disponibles para este propdsito. Cudntas més células y
divisiones celulares se produzcan, mayor seré el nivel de mutaciones que se produzea, que
son ventejosas para el desarrollo de la vacuna. Por lo tanto, el crecimiento en suspensién
aumenta la expresién de importantes inmunégenos controlados por genes regulados
ambientalmente, y sus productos de expresién

Las cepas clinicas atenuadas resultantes pueden cultivarse en cultivos tisulares en
monocapas, pero preferiblemente se cultivan en cultivos en suspensién. Otros medios de
atenuacién pueden incluir la atenuacién quimica mediante el uso de, por ejemplo, N-
metilnitrosoguanidina y otros conocidos en la materia. Tanto mediante el pase miiltiple
como por medios quimicos, se produce una L. intracellularis atenuada, y se selecciona
para la preparacién de vacunas. En una forma de realizacién preferible, la cepa clinica
atenuada resultante es el n” de acceso de 1a ATCC PTA-4926.

(2
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El antigeno de la vacuna puede recolectarse mediante centrifugacién o microfiltracién,
segin se describié anteriormente. Entonces el antigeno se estandariza a un nivel definido
basado en la respuesta inmune éptima del animal hospedador, determinada mediante un
ajuste de 1a dogis en las especies animales hospedadoras. Las bacterias pueden inactivarse
mediante los métodos conocidos en la materia, por ejemplo, usando formalina al 0,3% u
otros agentes inactivantes para preparar una vacuna muerta. Entonces se incorpora el
antigeno en un coadyuvante adecuado, tal como hidréxido de aluminio o aceite mineral,
para incrementar la respuesta inmune. Entonces se usa el antigeno para vacunar al
hospedador por via intramuscular o mediante infeccién subcutinea, en el caso de cerdos de
aproximadamente 3-4 semanas de edad, con una dosis de refuerzo si fuera necesario.

Preferiblemente, las bacterias se pasan sucesivamente para inducir y seleccionar un cultivo
vivo avirulento atenuado. El cultivo se prueba en el animal hospedador para comprobar
los signos de atenuacién. El cultivo se recolecta seglin se describié anteriormente y se
liofiliza. Los cerdos, por ejemplo, se vacunan por via oral con de 1 x 10* a 1 x 10°
bacterias. Aproximadamente veintiocho dias después de la vacunacifn, los cerdos son
inoculados por via oral con aproximadamente 1 x 107 organiamos de un cultivo virulento
menos pasado (menos de 30 pases in vifro mis alld de la cepa clinica original procedente
del homogenizado intestinal) de L. intracellularis. Las necropsias de los animales
infectados se realizan 21 dias después de la exposicidn, y se observaron los intestinos
delgados para evaluar las lesiones macroscdpicas asi como las lesiones microscépicas.
También deberia realizarse una PCR, una fluorescencia indirecta con anticuerpos (IFA) o
una inmunohistoquimica (IHC). Aproximadamente el ochenta por ciento de los animales
de control mostrarén lesiones macroscépicas o microscdpicas y una prueba positiva de
presencia de L. intracellularis en las células mucosas del intestino usando cualquiera de los
métodos de prueba PCR, IFA o IHC. Los animales vacunados tendrén superficies
mucosas normales, segin se determina mediante observaciones histolégicas, y serin
negativos mediante una prueba de PCR enire 3 y 4 semanas tras la inoculacién.

Generalmente, una cepa clinica atenuada inmunogénica de L. intracellularis se produce
después de un cultivo continué durante aproximadamente 150 dias hasta aproximadamente

63
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250 dias, tiempo durante el cual el cultivo se pasa aproximadamente 50-100 veces. Sin
embargo, el experto en la materia sabe que pueden producirse otros cultivos atenuados
modificando estas cifras.

El producto de vacuna de la invencién puede ser liofilizado. Tras la recoleccitn, la cepa
clinica puede concentrarse mediante varios métodos conocidos en la materia, y puede
mezclarse con un estabilizante, por ejemplo, un estabilizante de gelatina de sacarosa. El
producto de vacuna puede someterse entomces a una congelacibn y desecacién
(liofilizaciém). Generalmente, la etapa de congelacién comprende descender bruscamente
hasta aproximadamente -45°C + 3°C y mantener durante desde aproximadamente 150
minutos hasta aproximadamente 480 minutos. La etapa de secado puede comprender
etapas primarias y secundarias de secado. Por ejemplo, la etapa primaria de secado puede
comprender: (s} descender bruscamente hasta enmtre aproximadamente -30°C y
aproximadamente -5°C y mantener durante entre aproximadamente 120 minutos hasta
aproximadamente 1000 minutos y, opcionalmente (b) descender bruscamente hasta entre
aproximadamente -5°C y aproximadamente 5°C y mantener durante entre
aproximadamente 150 minutos hasta aproximadamente 2000 minutos. La etapa secundaria
comprende generalmente descender bruscamente haste aproximadamente 27°C * 5°C y
mantener durante entre aproximadamente 330 minutos hasta aproximadamente 1120
minutos. El experto en la materia sabe que estos intervalos pueden ajustarse dependiendo
de las condiciones, por ejemplo, del volumen de partida.

Entonces se prepara una vacuna que comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz de
L. intracellularis atenuada en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una forma de
realizacién preferible, una vacuna comprende el n® de acceso de la ATCC PTA-4926 en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El inmunégeno y el vehiculo combinados pueden
estar en una disolucién acucsa, en emulsibn o en suspensiébn. Una cantidad
inmunolégicamente eficaz es determinable mediante los medios conocidos en la materia
sin una experimentacién ilicita, dadas las enseflanzas contenidas en este documento. En
general, la cantidad de inmunégeno estaré entre 5 y 5000 microgramos, y entre una TCIDs
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de 10*° y 10°°, preferiblemente entre una TCIDsp de 10*° y 10%°, més preferiblemente
entre una TCIDsg de 10*°y 10°?, cuando se usan bacterias purificadas.

La presente invencién también engloba vacunas de combinacién que comprenden la cepa
clinica atenuada de L. intracellularis denominada con el n° de acceso de la ATCC PTA-
4926 y material antipénico procedente de al menos otro patdgeno, incluyendo, pero no
limitindose a: especies del género Salmonella (por ejemplo, Salmonella choleraesuis,
Salmonella typhimurium), especies del género Erysipelothrix (por ejemplo, Erysipelothrix
rhusiopathiae), especies del género Haemophilus (por ejemplo, Haemophilus parasuis),
especies del género Mycoplasma (por ejemplo, Mycoplasma hyopneumonia), especies del
género Leptospira, especies del género Clostridium (por ejemplo, Clostridium perfingens,
Clostridium difficile), especies del género Streptococcus (por ejemplo, Streptococcus suis),
especies del género Brachyspira (por ejemplo, Brachyspira hyodysenteriae), especies del
género Bordetella (por cjemplo, Bordetella bronchiseptica), especies del género
Pasteurella (por ejemplo, Pasteurella multocida), circovirus (por ejemplo, circovirus
porcino de tipo 2), virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS), virus de
la gripe porcina (SIV), coronavirus (por ejemplo, virus transmisible de gastroenteritis
(TGE), coronavirus respiratorio porcino), parvovirus o Escherichia coli; y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacién, la vacuna de combinacién comprende la cepa clinica
atenuada de L. intracellularis denominada con el n° de acceso de la ATCC PTA-4926 y
material antigénico de Salmonella choleraesuis, de especies del género Erysipelothrix, de
especies del género Clostridium, de especies del género Brachyspira, del virus transmisible
de gastroenteritis (TGE), y de Escherichia coli, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El material antigénico de las especies del género Clostridium puede incluir,
pero no se limita a, Clostridium perfingens y Clostridium difficil. E! material antigénico de
las especies del género Erysipelothrix puede incluir, pero no se limita a, Erysipelothrix
rhusiopathiae.
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En otra forma de realizacién, la vacuna de combinacién comprende la cepa clinica
atenuada de L. intracellularis denominada con el n° de acceso de 1a ATCC PTA-4926 y
material antigénico de Salmonella choleraesuis y de especies del género Erysipelothrix; y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra forma de realizacitn, la vacuna de
combinacién comprende la cepa clinica atenuada de L. intracellularis denominada con el
n° de acceso de la ATCC PTA-4926 y material antigénico de Salmonella choleraesuis y de
Erysipelothrix rhusiopathiae; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacién, la vacuna de combinacién comprende la cepa clinica
atenuada de L. intracellularis denominada con el n® de acceso de la ATCC PTA-4926 y
material antigénico procedente de al menos otro patdgeno, incluyendo, pero no limitdndose
a: especies del género Clostridium (por ejemplo, Clostridium tetani), virus de la gripe
equina (EIV) (por ejemplo, EIV-1, EIV-2), virus del herpes equino (EHV) (por ejemplo,
EHV-1, EHV-2, EHV-3, EHV-4, EHV-5, EHV-6, EHV-7,), alfavirus (por ejemplo, virus
de la encefalitis oriental, virus de la encefalitis occidental, virus de la encefalitis de

Venezuela), o virus del Nilo occidental; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las vacunas segin la invencién se administran generalmente a animales susceptibles,
preferiblemente cerdos, en una o mis dosis. La vacuna viva o muerta puede administrarse
1 6 2 veces en intervalos de 2 semanas. Para las vacunas vivas atenuadas es preferible una
dosis. Las vias de administracién preferibles de las cepas clinicas vivas atenuadas son
intramuscular, oral o intranasal, pero las vias de inyeccién intramuscular y subcutinea son
muy preferibles para la vacuna muerta.

El diagndstico eficaz de 1a PPE también se ha visto obstaculizado por el tiempo requerido
para cultivar la bacteria causal. Como resultado de la presente invencion, ahora es posible
el desarrollo de herramientas diagnésticas que promuevan unos ensayos répidos y precisos
para comprobar la presencia de L. intracellularis en muestras biolégicas tomadas de cerdos
y otros animales susceptibles a la PPE.
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Las bacterias L. intracellularis de origen curopeo de Ia actual invencidn, o los
componentes derivados de dichas bacterias, pueden usarse como antigeno en un ELISA u
otro inmunoensayo, tal como una prueba de anticuerpos inmunofluorescentes (“IFA"), para
detectar anticuerpos contra L. intracellularis en el suero y en otros fluidos corporales de
animales sospechosos de estar infectados con la bacteria. El inmunoensayo actualmente
preferible es una IFA, segin se describe en el ejemplo a continuacién. Alternativamente,

las bacterias de la actual invencién pueden usarse en un ensayo de inmunotransferencia
Western.

El protocolo preferible de ELISA segiin la invencién es como sigue:

1.

Afiadir 0,1 ml/pocillo de antigeno diluido en tampén de cobertura. Incubar durante
18 horas a 4°C.

2. Lavar 3 veces con PBS.

Afiadir 0,25 ml de tampdn de bloqueo a cada pocillo de la placa. Incubarde 1 a2
horas a 37°C.

Lavar 3 veces con tampdn de lavado,

Diluir el suero en tampén de bloqueo y afiadir 0,1 ml al primero de los pocillos de
la placa. Realizar diluciones sucesivas 1:2 por toda la placa. Incubar durante 1
hora a 37.

6. Lavarde 3 a5 veces con tampén de lavado.

8.
9.

Diluir el conjugado en tampén de bloqueo y afiadir 0,1 ml a los pocillos de 1a placa,
¢ incubar durante 1 hora a 37°C.

Lavar de 3 a 5§ veces con tampdn de lavado.

Afiadir sustrato.

10. Medir la absorbancia de la luz con un espectrofotémetro.
11. Los pocillos a los que no se ha afladido antigeno se usan como blancos.

12. Ademis deberian usarse controles positivos y negativos de suero porcino en cada

prueba.

El protocolo preferible de inmunotransferencia Western es como sigue:
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1. Analizar el antigeno en SDS-PAGE al 12% y transferirlo a una membrana de
nitrocelulosa.

2. Colocar la membrana en tampén de bloqueo durante 2 horas.

3. Eliminar el tampdn de bloqueo y aclarar con PBS durante 1 minuto.

4. Diluir el suero en tampdn de bloqueo y afiadirlo a la membrana. Incubar durante 2
horas a temperatura ambiente. )

5. Lavar 3 veces con tampén de lavado (5 minutos para cada lavado).

6. Diluir el conjugado en tampén de bloqueo y afladirlo a l1a membmna. Incubar
durante 1 hora a temperatura ambiente.

7. Lavar 3 veces con tampén de lavado.

8. Afiadir sustrato durante 10 minutos o hasta que aparezca una banda intensa.

9. Aclarar con PBS.

10. Secar al aire y almacenar en la oscuridad.

Las bacterias L. intracellularis de origen europeo de la actual invencién, o los
componentes derivados de dichas bacterias, también pueden usarse para preparar antisuero
o anticuerpos para uso diagndstico, profilictico o terapéutico. Las bacterias L.
intracellularis de origen europeo de la actual invencién, o los componentes derivados de
dichas bacterias, pueden administrarse a un animal no humano en una cantidad eficaz para
desencadenar una respuesta inmune, y el antisuero o el plasma que contienen los
anticuerpos contra las bacterias L. intracellularis, o los componentes derivados de dichas
bacterias, pueden recogerse segiin los métodos conocidos en 1a materia y descritos en este
documento.

La presente invencién se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que se
proporcionan tinicamente con un propdsito ilustrativo y no deben ser interpretados como
limitantes. De hecho, otras variantes de la invencion serin fiicilmente apreciables por el
experto habitual en la materia.

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en este documento se incorporan como
referencia en su totalidad.

€3
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EJEMPLO 1
PRODUCCION DE UNA VACUNA DE L. INTRACELLULARIS

Aislamiento y atenuacion de L. intracellularis de intestinos de cerdos europeos con
Enteropatia Proliferativa Porcina (PPE):

La cepa clinica virulenta de L. intracellularis DK 15540 (DK 15540, DK-15540 y 15540
se usan de forma intercambiable en este documento) fue aislada por la University of
Minnesota a partir de un homogeneizado ileal de un cerdo danés infectado con enteropatia
hemorrigica porcina aguda. Esta cepa clinica se ha depositado bajo el Tratado de
Budapest con la American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 20110-2209 el 9 de enero de 2003 y se le asigné el mimero de acceso
PTA-4927. El proceso de aislamiento incluyé el raspado de la mucosa del fleon, una
homogeneizacion, una tripsinizacién durante 30 minutos, y el pase a través de una
trituradora de tejidos. El homogeneizado ileal se pasé entonces a través de una serie de
filtros consistentes en 5,0, 1,0 y 0,65 um. El homogeneizado se diluyé en tampdn de
sacarosa foafato glutamato con suero bovino fetal al 10% (FBS). Se realizaron alicuotas (6
x 1 ml) del homogeneizado y se almacenaron a menos de -70°C. El homogeneizado se usd
como inéculo para infectar matraces en T de 75 cm? de células McCoy. Los cultivos se
monitorizaron diariamente para controlar la infeccién de las células McCoy raspando las
monocapas de células McCoy, lisando las células mediante un tratamiento con cloruro
potisico y colocando el sedimento de células concentradas en portaobjetos para
microscopio teflidos mediante IFA, usando anticuerpos monoclonales especificos para L.
intracellularis. Después de once pases en cultivos celulares dependientes de anclaje, el
inéculo del pase once se transfirié a un matraz de agitacién de 250 ml que contenia células
McCoy y se hizo crecer en suspensién hasta su recoleccién. La cepa clinica danesa de L.
intracellularis (n® de acceso de la ATCC PTA-4927) se atenud mediante el pase continuo
in vitro en células McCoy durante 80 semanas, y se comprobé su identidad mediante
anticuerpos monoclonales. La cepa clinica atenuada se denominé B3903 (B3903, B 3903
y B-3903 se usan de forma intercambiable en este documento). La cepa clinica B3903 se
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depositd bajo el Tratado de Budapest con la American Type Culture Collection, 10801
University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209.el 9 de enero de 2003 y se le asigné
el nimero de acceso de la ATCC PTA-4926.

Cultivos:

Identificacién

Se usaron los requerimientos de crecimiento caracteristicos, las reacciones de PCR y las
reacciones con anticuerpos monoclonales para identificar los materiales de las Siembras
Macstras y de Trabajo de L. intracellularis.

Pureza

La pureza de la Siembra Maestra y de la Siembra de Trabajo de L. intracellularis se
determin$ examinando los cultivos mediante tinciones con anticuerpos monoclonales,
pruebas convencionales de agentes extrafios para bacterias y virus y mediante pruebas de
esterilidad de micoplasma.

Virulencia

Las Siembras Maestras de L. intracellularis no eran virulentas, segin se demostrd por la
ausencia de la capacidad de Ia Siembra Maestm y del indculo del retropase de producir los
signos clinicos y las legiones macroscépicas que se observan en cerdos susceptibles tras Ia
exposicién a L. intracellularis virulenta, segin se ilustra adicionalmente en el Ejemplo 2, a
continuacién,

Intervalo de subcultivos
El material final recolectado de la produccion de L. infracellularis no super6 log once
pases a partir de la Siembra Maestra.

Composicion del medio
Se hicieron crecer Reservas Maestras de Células McCoy europeag (MCS) y se mantuvieron
en medio de Eagle modificado por Dulbecco con Ham F12 reforzado (DMEM/F12) y un 1-
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10% (v/v) de suero bovino neonatal (NBS) o de suero bovino fetal (FBS) (medio de

crecimiento y mantenimiento celular).

Las Siembras Maestras y de Trabajo se almacenaron en DMEM/F12 con un 1-10% (v/v)
de NBS o de FBS y un 5-15% (v/v) de glicerol (medio de almacenamiento de las siembras
maestras y de trabajo).

El producto final recolectado se almacené en estabilizante de gelatina de sacarosa (SGS)
(medio de almacenamiento del producto final).

Propagacién

Los cultivos de Ias Siembras Maestras y de Trabejo de L. intracellularis se propagaron en
MCS McCoy europeas usando medio de crecimiento y de mantenimiento celular segiin se
describié anteriormente, y se almacenaron a menos de o a aproximadamente -35°C.

Origen de los tejidos

Las siembras de L. intracellularis y los organismos de produccién se hicieron crecer en
Reservas Maestras de Células McCoy (n° de acceso de la ATCC CRL 1696, nimero de
lote F-10422). La reserva de mastocitos se identificé como 3894MMCSS en el pase X. La
reserva maestra de células se paso seis veces adicionales y se identificé como MCS McCoy
curopeas X+0. El pase de McCoy MCS X+0 europeas se almacend a -70°C £ 5°C o mis
frio. La produccién de la vacuna se realizd en subcultivos de la linea celular MCS McCoy
europea a través del pase 40°.

Recipientes de cultivo

Las McCoy MCS europeas se propagaron en matraces de cultivo tisular con un érea
superficial de 25-150 cm?, en cubas de células Costar, en frascos rotatorios con entre 850
cm’ y 2, 2250 cm?, en matraces de agitacién de hasta 40 1 de capacidad, y en biorreactores
con desde 3 1 hasta 500 1 de capacidad.

=1
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Los cultivos sembrados de L. intracellularis se hicieron crecer en matraces de agitacién de
250-40.000 ml, en frascos rotatorios de 850 cm® a 2.250 cm?, en matraces de cultivo tisular
con un Area superficial de 25-150 cm? o en biorreactores con desde 3 1 hasta 500 1 de
capacidad.

Los cultivos de produccién de L. intracellularis se hicieron crecer en matraces de agitacion
de 6 1 hasta 40 1 o en biorreactores con desde 3 | hasta 500 1 de capacidad.

Métodos para preparar suspensioncs para 1a siembra o la inoculacién

Cultivos de giembra

Se descongelaron Siembras Macstras o expandidas de Trabajo congeladas o frescas de L.
intracellularis a temperatura ambiente (25°C £ 3°C) o a 37°C £ 2°C. Los biarreactores,
los matraces de agitacién o los frascos previamente sembrados con células McCoy a una
densidad celular de 50.000 a 500.000 células/ml se infectaron con L. intracellularis a una
concentracién del 1 al 10% (v/v) o una MOI de 0,08 a 1,0. El cultivo infectado se incubd
con una concentracién de oxigeno reducida cubriéndolo con una mezcla de gases formada
por un 86% de N3, un 4% de Hz y un 10% de COs. El cultivo se incubd durante entre 3 y
10 dias a 37°C £ 2°C, a un pH de 6,7 a 7,3, y con agitacién continua (de 10 a 100 rpm)
para mantener una mezcla adecuada pam que las células permanezcan en suspensién.

Cultivos de produccién

Se descongelaron Siembras Maestras o expandidas de Trabajo congeladas o frescas de L.
intracellularis a temperatura ambiente (25°C + 3°C) 0 a 37°C £ 2°C. Los biorreactores o
los matraces de agitacién de 3 1 a 500 | de capacidad) previamente sembrados (de 0 a 7
dias) con células McCoy a una densidad celular de 50.000 a 500.000 células/ml se
infectaron con L. intracellularis a una concentracién del 1 al 10% (v/v) o una MOI de 0,08
a 1,0. El cultivo infectado se incubdé con una concentracién de oxigeno reducida
cubriéndolo o rocidndolo con una mezcla de gases formada por un 96% de N, un 4% de
H;. El cultivo se incub6 durante entre 3 y 8 dias a 37°C + 2°C, aun pH de 6,7 a 7,3, y con
agitacién continua (de 10 a 100 rpm) para mantener una mezcla adecuada para que las
células permanezcan en suspensién.
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Técnicas de inoculacién de los cultivos de siembra y de produccién

Cultivos de siembra

Se inocula hasta el 10% (v/v) de Siembra Maestra 0 de Trabajo (MOI = de 0,08 a 1,0) en
biormreactores, matraces de agitacién o frascos sembrados con células McCoy de 0-7 dias en
medio de crecimiento.

Cultivos de produccién

Se inoculd hasta el 10% (v/v) de la Siembra de Produccién (MOI = de 0,08 a 1,0) en un
volumen apropiado del medio de crecimiento sembrado con células McCoy de 0 a 7 dias
con la densidad de células McCoy apropiada en depésitos de 3 1 a 500 1 de capacidad.

Incubacién de los microorganismos

Los cultivos se incubaron a 37°C + 2°C durante entre 3 y 10 dias en una atmésfera de
oxigeno reducida con agitacién para mantener la suspengién. Puede afladirse medio y/o
células McCoy adicionales pam continuar el proceso de crecimiento.

Los cultivos se observaron macroscépicamente durante el periodo de incubacién para
buscar pruebas de un crecimiento anormal o signos de contaminacién.

Recoleccidn:

Manipulacién y preparacién de los cultivos

Loe cultivos se examinaron buscando signos de un crecimiento bacteriano adecuado
mediante una tincién con anticuerpos por fluorescencia indirecta (IFA). Los cultivos que
estaban preparados para ser recolectados ejemplificaron del 60 al 100% de infectividad
celular. El porcentaje de infectividad se determindé mediante la observacién de al menos
tres campos, conteniendo cada campo suficientes células McCoy para completar al menos
el 80% del 4rea. Para que se considere como infectada, aproximadamente €l 50% de la
célula esté llena de bacterias.

1,
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La potencia del cultivo recolectado se comprueba mediante valoracién de la muestra en -

células McCoy que estdn fijadas y tefiidas usando anticuerpos monoclonales especificos
(anticuerpo monoclonal anti-L. intracellularis VPM 53 Lote 31599 o equivalente;
conjugado de IgG anti-ratén-fluoresceing (FITC) (ICN n° 55499) después de 6 dias de
incubacién a 37°C + 2°C.

Los cultivos se examinaron visualmente para comprobar cualquier signo obvio de
contaminacién. La recoleccién se produjo entre los 3 y log 10 dias tras la inoculacién.

Técnicas y especificaciones de recoleccién

Las células y los contenidos fluidos del biomreactor, de los matraces de agitacién y del
frasco del cultivo de produccién se recolectaron parcial o completamente en un depdsito
colector estéril. Cada biomeactor, matraz de agitacién y frasco del cultivo de produccién
se recolectd individualmente, o se agrupé el contenido de varios depdsitos con la adicién
de SGS y se almacenaron a entre 1°C y 7°C o mis frio. - Se tomaron muestras del cultivo
de produccién recolectados para comprobar la potencia mediante la TCIDsyp y su
identificacién mediante una tincién IFA.

Los cultivos de produccién mostraron una TCIDsp de al menos 4,9/m! mediante una tincién
IFA y no presentaban ninguna prucba de contaminacion tras su observacién microscépica.

Preparaciin del producto de vacuna:

Métodos de concentracion

El producto de vacuna puede concentrarse mediante varios métodos, por ejemplo,
permitiendo sedimentar el cultivo con la subsiguiente decantacién del sobrenadante,

mediante filtracién de membrana (0,22 pm o menor), perfusién o mediante centrifugacién,

Estabilizante de gelatina de sacarosa (SGS)

M
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Se preparu una disolucién de gelatina hidrolizada mezclando la gelatina con agua
desionizada o agua para inyeccién a aproximadamente el 25% del volumen final total del
tamafio del lote de SGS e hidrolizando en un autoclave durante 120 minutos a 121°C.

La disolucion de gelatina hidrolizada (40,0 g/1) se mezcld entonces con agua desionizada o
agua para inyeccion a aproximadamente el 75% del volumen final total del tamafio del lote
de SGS. Se afladieron hidréxido potésico (AR) (0,548 g/1), icido L-glutdmico (1,440 gl),
fosfato dipotdsico (AR) (2,508 g/1), dihidrogenofosfato potésico (AR) (1,030 g/l), y
sacarosa (AR) (150,00 g/1) y 1a disolucidn se mezcl6 exhaustivamente. Entonces se ajustd
el pH del estabilizante a entre 6,8 y 7,0 con disoluciones de dcido clorhidrico o de
hidréxido sddico. Se afladié agua desionizada o agua para inyeccién hasta el 100% del
volumen final deseado del SGS. El estabilizante completo se mezclé exhaustivamente, y
toda 1a disolucién se esterilizé mediante filtracién a través de un filtro de 0,1 micrémetros.

En la Tabla 1 se muestra un ejemplo de Montaje de Unidades para Hacer una Serie:

Tabla 1
L. intracellularis 200.000-300.000 ml
Estabilizante de gelatina de sacarosa (SGS) 100.000 ml (25% v/v)

DMEM/F12 (puede afiadirse para estandarizar el producto) | 0-150.000 ml

VOLUMEN TOTAL 400.000 ml

El volumen de una serie media era de entre 501y 500 1.

Liofilizacién

El producto de vacuna se liofiliz$ segiin el procedimiento esquematizado en la Tabla 2
para un ciclo de 10 dosis (6,0 ml de llenado) o en 1a Tabla 3 para un ciclo de 50/100 dosis
(10,0 ml de llenado).

¥S



Tabla 2
ETAPAS *C Tasa Mantener | Presién
(minutos) (minutos) (mT)
PRE- 5° Na Na Atm
REFRIGERACION *
CONGELACION 47°% 3° Tan répido | 150 Atm
como
posible
1° SECADO, 1° -15°+2° 120 120 100-150
1° SECADOQ, 2° L2 120 180 100-150
2*SECADQ, 1° 32°+2° 240 180 60-80
2° SECADO, 2° 26°£2° 240 Tan ripido | 60-80
como sea
posible

Tiempo Total: 1352 minutos (22,5 horeas)
* Los estantes estdn pre-refrigerados a 5° & 2°C durante la carga del liofilizante.
Tabla 3

ETAPAS °C Tasa Mantener | Presidn
(minutos) (minutos) | (mT)

PRE- 50 N/A N/A Atm

REFRIGERACION *

CONGELACION 48°+13° |60 90 Atm

1° SECADO -15°+2° |60 1500 100-150

2° SECADO 26°+2° |60 600 60-80

Tiempo Total: 2370 minutos (39,5 horas)
* Los estantes estin pre-refrigerados a 5° + 2°C durante Ia carga del liofilizante.
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EJEMPLO 2
SEGURIDAD DE LA VACUNA DE L. INTRACELLULARIS

Propdsito:

Los objetivos de este estudio fueron dobles. El primer objetivo de este estudio era
observar y comparar la incidencia de la enfermedad causada por tres cepas clinicas
diferentes de bajo pase (dos de origen estadounidense y una de origen europeo) de L.
intracellularis en cerdos a las 6 2 semanas de edad. El segundo objetivo era observar la
seguridad de dos cepas clinicas de alto pase (ambas de origen europeo) de L.
intracellularis en cerdos a 1as 6 '4 semanas de edad.

Materiales y métodos:

Sustancias de prueba

Cepa clinica estadounidense de bajo pase N343 de L. intracellularis

Cepa clinica estadounidense de bajo pase N101494 de L. intracellularis.

Cepa clinica europea de bajo pase DK 15540 p20 de L. intracellularis

Cepa clinica europea de alto pase DK 15540 p60 de L. intracellularis

Cepa clinica europea de alto pase DK 15540 p80 (denominacién de la Siembra
Maestra B3903) de L. intracellularis

Formulacién de las sustancias de prueba

L I

Las cepas clinicas de bajo pase se hicieron crecer de forma continua durante 10-20
semanas tras su aislamiento en una suspensién de células McCoy. Las cepas clinicas de
alto pase se hicieron crecer de forma continua durante 60-80 semanas tras su aislamiento
en una suspensién de células McCoy. Todos los cultivos se recolectaron mediante
centrifugacién a 10.000 RPM durante 15 minutos. Los sedimentos del cultivo celular
McCoy que contenfan la Lawsonia se resuspendieron en una disolucién de Sacarosa-
Fosfato-Glutamina (SPG) con un 10% de FBS.

Almacenamiento de las sustancias de prueba
Los cultivos recolectados se almacenaron a -70°C hasta el dia de la exposicién. Los
cultivos de exposicién de la misma cepa clinica pero de diferentes fechas de recoleccion se

"
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descongelaron y se combinaron en frascos de pldstico de vacunas, se efiquetaron y se

almacenaron a 4°C o en hielo hasta el momento de la exposicién.

" Ensayo de las sustancias de prucba

Se realizd una TCIDs en todas las cepas clinicas expuestas agrupadas en el momento de la
exposicién (dia 0). Los titulos medios (n=3) (TCIDso/ml) fueron como sigue en la Tabla 4:

Tabla 4
Sustancia de prueba Titulo medio (TCIDso/ml)
L. intracellularis N343 64
L. intracellularis N101494 6,1

L. intracellularis DK 15540 p20 6,2
L. intracellularis DK 15540 p60 6,87
L. intracellularis DK 15540 p80 7,4

Diseflo del estudio

El estudio consisti6 en cinco grupos experimentales y un grupo de control. En el dia 0 del
estudio, el Grupo 1 (10 cerdos, 6 % semanas de edad) recibié una dosis intragistrica (IG)
de 10 ml o equivalente de la cepa clinica estadounidense de bajo pase N343 de L.
intracellularis. El grupo 2 (10 cerdos, 6 ' semanas de edad) recibi6 una dosis IG de 10 ml
o equivalente de la cepa clinica estadounidense de bajo pase N101494 de L. intracellularis.
El grupo 3 (10 cerdos, 6 % semanas de edad) recibié una dosis IG de 10 ml o equivalente
de la cepa clinica europea de bajo pase DK15540 p20 de L. intracellularis. El grupo 4 (10
cerdos, 6 % semanas de edad) recibié una dosis IG de10 ml o equivalente de la cepa clinica
europea de alto pase DK15540 60 semanas de L. intracellularis. El grupo 5 (20 cerdos, 6
semanas de edad) recibié una dosis de 10 ml o equivalente de la cepa clinica europea de
alto pase DK 15540 p80 de L. intracellularis. El grupo 6 (10 cerdos, 6 ¥4 semanas de edad)
denominado “Controles Estrictos™ no recibié tratamiento.

Se realizaron observaciones diarias de la salud desde el inicio del estudio hasta el diade 1a
exposicion de los animales de prueba apropiados. La salud clinica (comportamiento,
apetito, estado corporal, capa pilosa y consistencia de las deposiciones se puntuaron

1<



diariamente en una escala de 1 a 4 desde ¢l dia de la exposicién (dia 0) hasta la finalizacién
del estudio (dia 21). Las ganancias de peso medias diarias (ADWG) se calcularon desde el
dia de la exposicién (dia 0) hasta la finalizacién del estudio (dia 21). Se evaluéd la
presencia en heces de L. intracellularis en los dias 0, 7, 14 y 21. El inico animal que
5 murié (del Grupo 1) a lo largo del estudio se examiné para comprobar las lesiones
macroscépicas y microscépicas. Se determiné que la muerte era debida a lesiones
asociadas con la PPE confirmadas mediante histologia y un anilisis por PCR; el animal no
sec remplazé. El andlisis cualitativo del contenido de Lawsonia en heces se evalud
mediante PCR junto con una evaluacién histoldgica de L. intracellularis en el fleon y el
10 colon. Se recogid suero en los dias 0, 7, 14 y 21 del estudio.

Resultados:
Resumen de los resultados del estudio

15 Tabla$
[Grupol Tratamiento |N° dr.lTltulo ISmIq;h Presencia|PCR|FA [Histologia|Lesiones ADWG/Puntusciones|
cerdos|(TCIDso/ml)) en heces macroscdpicas clinicas
1 |N343 9 |14 19% [N%  [0% [11%44% 1 |o.e| 523
2 [N101494 10 |7.1 10% [10%  [10%}30%]{30% 12 E.a 5,15
3 lpmsmpzo 10 72 18% [13%  [30%]10%]20% 12 |o.ls 5,01
4 |DK15540p60{10 |[7,87 5%  J0%  |0% [o% J10% 1 oo |5
5 Dxlswm 84 0% 0% 0% [0% [0% 1 105 |5
6 [Conwoles [10 [0 0% 0% 0% (0% [0% 1,05 091 |5
I estrictos l
Observaciones generales

Se realizaron observaciones diarias de la salud hasta la exposicién. Se evalué el estado
clinico de los animales diariamente tras la exposicién durante la duracién del estudio. Las
20 observaciones incluyeron: comportamiento, apetito, estado corporal, capa pilosa y
consistencia de las deposiciones. El estado clinico de estos animales se evalu6 en base a un
sistema de puntuacién numérico, que refleja la gravedad de la enfermedad, Las
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puntuaciones variaban desde 1 hasta 4 para cada parimetro. Se dio una puntuacién de 1 a
un animal con un aspecto normal y saludable, una puntuacién de 3 a un animal que
mostraba signos clinicos graves y una puntuacién de 4 a un animal que habia fallecido. La
puntuacién diaria media de los controles estrictos, DK15540 p60 y DK15540 p80 era de
5,0. Las puntuaciones diarias medias del material de bajo pase fueron N343 (5,23),
N101494 (5,15) y DK15540 p20 (5,01). E] andlisis estadistico de estos resultados no
indicé diferencias entre los grupos de tratamiento y de control usando la prueba de la suma
por rangos de Kruskal-Wallis.

Ganancias de peso medias diarias (ADWG)

Las ganancias de peso medias dierias se calcularon a partir del momento de la exposicién
(dia 0) hasta la finalizacién del estudio (dia 21). La ganancia de peso media por dia del
grupo de control estricto fue de 0,408 kg. La ganancia de peso media de los grupos de
tratamiento de bajo pase fue de sélo 0,272 (N343), 0,363 (N101494) y 0,39 (DK15540
p20) kg/dia. Los grupos de tratamiento de alto pase revelaron la misma ganancia de peso
por dia, 0 aumenteda, en comparacién con el grupo de control estricto que no fue expuesto,
con 0,408 kg/dia (DK15540 p60) y 0,476 kg/dia (DK15540 p80) respectivamente. La
diferencia media en las ganancias de peso medias diarias fue significativamente menor en
el grupo de tratamiento N343 en comparacién con los grupos de tratamiento de alio pase
(DK15540 p60 y p80) y los grupos de contro] estricto en el dia 21 del estudio. (Prucba de
la % de Pearson p<0,05).

Seroconversidn

Se midi6 la seroconversién tras la exposicién a Lawsonia en cerdos comprobando la
presencia de anticuerpos anti-Lawsonia usando un ensayo IFAT. En el dia 0, sé6lo en el
grupo de tratamiento N343 sc observd una seroconversién detectable en 2/10 cerdos. En el
dia 7 se observd en 2/9 cerdos (N343) y en 1/10 cerdos (DK15540 p20) un IFA positivo
para los anticuerpos de Lawsonia. En el dia 14, 2/9 cerdos eran positivos en el [FA en el
grupo de tratamiento N343, 1/10 en DK15540 p20 y p60 respectivamente. El dia 21 reveld
1/10 cerdos (N343), 4/10 cerdos (N101494) y 6/10 cerdos (DK15540 p20) que eran
positivos en el IFA, mientras que los grupos de tratamiento de alto pase (DK 15540 p60 y
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p80) no mostraban una seroconversién detectable. La seroconversién tras la exposicién a
Lawsonia aument en los grupos de tratamiento que recibian L. infracellularis de bajo pase
tanto de las cepas clinicas estadounidenses como europeas en ¢l dia 21 del estudio.

Presencia en heces

Las pruebas de PCR en las heces demostraron la presencia de L. intracellularis
comenzando el dia 14, en el que 4/ 9 en el N343, 4/10 en el N101494 y 5/10 en el
DK15540 p20 de animales de bajo pase dieron positivo. Tanto los grupos de tratamiento
de alto pase como de control estricto eran negativos en la PCR el dia 14. En el dia 21, el
grupo de tratamiento DK15540 p20 tuvo 1 animal positivo en la PCR, mientras que el resto
de los grupos de tratamiento de control dieron negativo en la PCR. No se observé ninguna
prueba de la presencia en los grupos de cepas clinicas de alto pase (DK15540 p60 y p80)
usando una PCR a lo largo del estudio. Los animales positivos en la PCR, que indicaba una
presencia activa de Lawsonia en sus heces, eran mis significativos en los grupos de cepas
clinicas de bajo pase (N343, N101494 y DK15540 p20) en el dia 14 del estudio que los
grupos de cepas clinicas de alto pase los controles estrictos (Prucba de la 32 de Pearson

p<0,05).

PCR en el dia 21: fleon y colon

La prueba de PCR de los raspados de mucosa del fleon y el colon se realizd tras la
necropsia (dia 21). Las muestras que fueron positivas en la PCR para la colonizcidn por
L. intracellularis eran (2/10 colon) en los grupos de cepas clinicas de bajo pase N101494 y
(2/10 fleon y 4/10 colon) en DK 15540 p20. Todos los demés grupos de tratamiento y de
control fueron negativos en la PCR de los tejidos el dia 21 del estudio. Los resultados
indicaron que el fleon y el colon de loa cerdos de DK15540 p20 estaban significativamente
més colonizados por L. intracellularis en comparacién con todos los grupos de tratamiento
de control (* Prueba de la % de Pearson p<0,05).

Histologia
Se recogicron secciones del fleon terminal y del colon en la necropsia (dia 21) y se
colocaron en formalina tamponada para su andlisis histolégico. Se observd la presencia de

2/
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bacterias intracelulares y una hiperplasia de las criptas en los tejidos tefidos con
hematoxilina y eosina (H&E) y reactivos de plata de Warthin-Starry de 4/9 cerdos (N343),
3/10 cerdos (N101494), 2/10 cerdos (DK15540 p60) y 1/20 cerdos (DK15540 p80). El
desarrollo de lesiones fue confirmado mediante una tincién con anticuerpos fluorescentes
usando anticuerpos monoclonales contra Lawsonia intracellularis en 1/9 cerdos (N343),
3/10 cerdos (N101494) y 1/10 cerdos (DK 15540 p60). La FA no detectd lesiones causadas
por Lawsonia en el colon de ninguno de los grupos de tratamiento ni de control. Los
resultados de 1a FA indicaron el desarrollo de una lesién significativa en el ileon de cerdos
del grupo de tratamiento N101494 en comparacién con todos los grupos de tratamiento y
de control. La tincion H&E / plata mostrd el desarrollo de una lesién significativa asocinda
a Ia PPE en el grupo de tratamiento N343 en comparacién con todos los grupos de
tratamiento y de control. (Prucba de la ¥ de Pearson p<0,05).

Puntuaciones macroscdpicas

Se puntuaron el ileon y el colon en el momento de la necropsia (dia 21) para evaluar las
lesiones asociadas con ln PPE. A los tejidos se les dio una puntuacién de 1 para un aspecto
normal (sin desarrollo de lesiones), una puntuacién de 2 pam las lesiones que mostraban un
engrosamiento leve, de 3 para un engrosamiento moderado y una puntuacién de 4 para un
engrogamiento grave. Los controles estrictos tenfan una puntuacién clinica media de 1,05,
N343 (1,0), N1014594 (1,2), DK15540 p20 (1,2) y DK15540 p60 y p80 (1,0). La
puntuacién de las lesiones macroscépicas medias no indicd una diferencia estadistica entre
los grupos de control y de tratamiento usando la prueba del andlisis de ls variancia para
comparaciones miltiples.

Conclusiones:

Basindonos en los datos recogidos, este estudio demuestra que los cerdos expuestos a una
dosis de pase baja de N343, N101494 y DK15540 con una TCIDsy mayor de 1 x 10’
bacterias/dosis aumenta 1a incidencia de la PPE en estos animales. Las cepas clinicas de
alto pase (DK15540 p60 y p80) dadas a los cerdos de la misma edad con una TCIDsp
mayor de 1 x 107 demostraron ser scgums y mostraron una reduccién de la colonizacién y
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del desarrollo de lesiones asaciadas con la PPE. Esta conclusién se basd en 1a PCR de la
mucosa del {leon, la histopatologia y las tinciones FA de las secciones tisulares.

Se hizo evidente una reduccién de la presencia de L. infracellularis en las heces
determinada mediante PCR en las cepas clinicas de alto pase en comparacién con las cepas
clinicas de bajo pase. Las ganancias de peso medias diarias calculadas para todos los
grupos de tratamiento de control apoyan esta conclusién, mostrando una ganancia de peso
diarie uniforme positiva en los grupos que recibieron la cepas clinicas de alto pase y en los
controles estrictos en comparmacién con los grupos que recibieron cepas clinicas de bajo
pase, especialmente los animales del grupo de tratamiento N343. Esta observacién indica
una reduccién en las ganancias de peso en los animales que recibieron material de bajo
pase, que apoya un rendimiento de crecimiento adecuado y similar de los animales que
recibieron material de alto pase con los animales que no recibieron ninglin material de
exposicién. En comparacion con los controles estrictos, las cepas clinicas de alto pase no
mostraron un impacto negativo en la ganancia de peso ni en la salud global baséndonos en

las puntuaciones clinicas.

EJEMPLO 3
EFICACIA Y TITULO PROTECTOR MINIMO

Propésito:

Los objetivos de este estudio eran determinar el titulo protector minimo de una vacuna que
comprende la cepa clinica B3903 (liofilizada) (DK 15540, pase 80) (“vacuna B3903
(liofilizada)” y “vacuna B3903" se usan de forma intercambiable en este documento)
administrada mediante enjuagues orales a cerdos de 3 semanas de edad y para demostrar su
eficacia frente a una exposicion virulenta de un cultivo puro heterélogo de bajo pase de L.
intracellularis, el agente causal de 1a Enteropatia Proliferativa Porcina (PPE) en cerdos.

Materiales y métodos

16
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Sustancia de prueba: cultivo vivo atenuado de L. intracellularis, cepa clinica B3903

Formulacién de la vacuna de B3903 (liofilizada)

Las cepas clinicas DK 15540 se hicieron crecer de forma continua durante 80 semanas tras
su aislamiento en una suspensién de células McCoy. Todos los cultivos se recolectaron
mediante centrifugacién a 10.000 RPM durante 15 minutos. Los sedimentos del cultivo de
células McCoy que contenian la Lawsonia se resuspendieron en una disolucién de
Sacarosa-Fosfato-Glutamina (SPG) con un 10% de FBS. La desecacion se realizé segiin se
describe en el Ejemplo 1, anteriormente. El producto liofilizado es reconstituido en agua,
c.s.p. 2,0 ml, para inyeccion.

Almacenamiento de 1a vacuna de B3903 (liofilizada)
La vacuna se almacen6 a 2°C-8°C hasta que estuviera lista para su uso. Después de la
resuspensi6n, la vacuna se almacend en hielo hasta su administracién.

Dosis de 1a vacuna de B3903 (liofilizada)
1. Dosis alta {(grupo de tratamiento 1): 1 x 2 ml (6,0 logs/dosis) mediante un enjuague
oral directo en ¢l dia 0 del estudio.
2. Dosis media (grupo de tratamiento 2): 1 x 2 ml (4,9 logs/ dosis) mediante un
enjuague oral directo en el dia 0 del estudio.
3. Dosis baja (grupo de tratamiento 3): 1 x 2 ml (3,8 logs/ dosis) mediante un
enjuague oral directo en el dia 0 del estudio.

Sustancia de prueba: placebo

Se administré un placebo consistente en células del cultivo tisular McCoy no infectadas
suspendidas en medio de crecimiento DMEM/F12 reforzado con NBS al 5% a los grupos
de tratamiento 4 (control de exposicién) y 5 (control negativo) en el dia 0 del estudio. Esta
sustancia se administr6 a los lechones del grupo de tratamiento 4 mediante un enjuague
oral directo, y se administraron 1 x 2 ml de placebo por animal de prueba.

Sustancia de prueba: exposicién virulenta de L. intracellularis N101494

24
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Se obtuvo L. intracellularis N101494 de) intestino de un cerdo de 12 semanas de edad de
una granja de Indiana (patente de Estados Unidos 5.714.375).

Formulacién de la exposicién virulenta de L. intracellularis N101494

El material de exposicién de L. intracellularis se hizo crecer de forma continua en una
suspensién de células McCoy no més de 30 pases tras el aislamiento inicial a partir del
tejido intestinal infectado. Los cultivos activos (2 x 3 1) identificados como SF 1422 y SF
1423 , ademds de (1 1) SF 1421, se hicieron crecer en una suspensién de células McCoy
durante 7 dias hasta una infeccién de las células McCoy del 15-30%. El dia de la
exposicion (dia 21), los cultivos activos se recolectaron mediante centrifugacién a 10.000
RPM durante 15 minutos, y los sedimentos celulares se resuspendieron en 350 ml de
volumen total con estabilizante SPG. El cultivo activo recolectado se agrupé con 300 ml
de reservas de exposicién N101494concentradas de 10X a 20X congeladas de bajo pase a
varios pases (pase 24 a 27 tras el aislamiento).

Almacenamiento de la exposicion virulenta de L. intracellularis N101494
Las formulaciones finales preparadas para la exposicién se almacenaron a entre 2°C y 8°C
o en hielo hasta la inoculacién.

Titulos pre/post- vacunacién y exposicién

Los resultados del ensayo de la TCIDyp verificaron la cantidad de L. intracellularis viva
administrada a cada animal de prueba por dosis durante la vacunacién y la exposicién. Los
titulos medios (n=>5) de las pre y post titulaciones para la vacuna B3903 y el material de
exposicién (L. intracellularis N101494) eran como sigue en la Tabla 6:

95
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Tabla 6
IGrupo Tratamiento logs/dosis medios|logs/dosis medios  |logs/dosis medios}
[(logs/dosis) [(2 ml) (2 ml) totales
pre-vacunacién |post-vacunacién
(TCIDsp/ml) (TCIDso/ml)
1 Vacuna B3903 |6,07 5,89 |6,0
dosis alta
2 Vacuna B3903 14,94 4,84 4,9
dosis media
3 Vacuna B3903 3,9 3,5 3,8
dosis baja
4 Controles 7,85 7,57 7,71
expuestos
Disefio del estudio

Sesenta y cinco lechones destetados sanos negativos para L. intracellularis de 3 semanas
de edad se dividieron aleatoriamente en 5 grupos de tratamiento y se alojaron por separado
a lo largo de todo el estudio. En el dia 0, el grupo de tratamiento 1 (15 cerdos) recibié una
dosis de 2 ml (6,0 logs/dosis) de vacuna de B3903 mediante un enjuague omal directo. El
grupo de tratamiento 2 (15 cerdos) recibié una dosis de 1 x 2 ml de vacuna de B3903 con
un titulo de 4,9 logs/dosis mediante un enjuague orzl directo. El grupo de tratamiento 3
(15 cerdos) recibié una dosis de 1 x 2 ml de vacuna de B3903 con un titulo de 3,8
loga/dosis mediante un enjuague oral directo.

Los grupos de tratamiento 4 y 5 (10 cerdos/grupo) recibieron una dosis de 1 x 2 ml de
placebo mediante un enjuague oral directo.

En el dia 21 del estudio (3 semanas después de 1a vacunacidn), los cerdos de prueba de los
grupos de tratamiento 1 - 4 recibieron una dosis de 1 x 10 ml de un cultivo puro virulento
de bajo pase de la cepa clinica heterbloga N101494 de L. intracellularis mediante cebado
gistrico.
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En el dia 42 del estudio (3 semanas después de la exposicién), todos los grupos de
tratamiento (1 - 5) fueron sacrificados, y se les realizd una necropsia para un andlisis
macroscopico y microscdpico de las lesiones de la PPE.

Se realizaron observaciones diarias de 1a salud desde el dia del inicio del estudio hasta el
dia de Ia exposicién de cada animal de prueba. Se puntué 1a salud clinica (diarrea,
comportamiento y estado corporal) diariamente desde el dia de la exposicién (dia 21) hasta
la finalizacidn del estudio (dia 42). Los pesos se tomaron el dia de 12 vacunacién (dia 0), el
dia de la exposicién (dia 21) y el dia de finalizacién del estudio (dia 42) para calcular las
ganancias de peso medies diarias de cada grupo de tratamiento. La presencia en heces de
L. intracellularis se evalué mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
comprobando los exudados fecales (f-PCR) en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 del estudio.
Todos los animales sacrificados al finalizar el estudio (dia 42) fueron examinados para
comprobar las lesiones macroscépicas y microscépicas. [El andlisis cualitativo del
contenido bacteriano en los tejidos se evaludé mediante PCR (t-PCR) junto con una
evaluacién histolégica de L. intracellularis en el {leon, el colon, la amigdala y el nédulo
linfiitico mesentérico el dia 42 del estudio. El suero se recogio los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35
y 42 del estudio. El suero se probé usando la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes
(IFAT) para detectar anticuerpos anti-Lawsonia en los animales de prueba. Las
comparaciones en el grupo de tratamiento se realizaron mediante el anslisis de los datos de
las gananciag de peso medias diarias tras la vacunacién y tras la exposicién, las
puntuaciones clinicas, las tasas de seroconversién (IFAT), la colonizacién (t-PCR), la
presencia en heces (f-PCR), y el desarrollo de lesiones macroscdpicas y microscopicas
mediante inmunohistoquimica (THC).
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Resultados:

Resumen de los resultados primarios

Tabla 7
Grupo de|Cerdos |ID del grupo|Puntusciones [Puntuaciones |Puntuaciones |Puntuaciones
tratamiento  |por grupo|de tratamiento [medias de lasimedias de las|medins de lasjmedias de las
(loga/dosis)  |lesiones i i
macroscépicas [macroscépicas |microscépicas |microscdpicas
({leon)
1 15 vacuna B3903 |1,5 ab
|dosis alt= (6,0)
2 15 vacuna B3503 |1,2 ab 10a 0,4 ab 0,0a
|dﬂil media|
(49)
3 15 vacuna B3903 [2,5b 1,5b 10b 03a
dosis baja|
l(3.3)
4 10 Controles 3,6¢ 22b 24c 156
expuestos
5 10 Controles 1,0a 1,0n 0,0e o0a
estrictos

* Las mismas letras indican una diferencia no significativa (p<0,05)

Los resultados finales de las pruebas para cada grupo de tratamiento revelaron el desarrollo
de lesiones macroscépicas y microscdpicas significativas en el ileon y el colon en cerdos
de control expuestos no vacunados (grupo 4) en comparacién con los cerdos vacunados
independientemente de la dosis (alta, media y baja) en los grupos 1, 2 y 3 (p<0,05). Las
puntuaciones medias de las lesiones macroscépicas del colon con una dosia baja de vacuna
no eran significativamente diferentes a los controles expuestos. El grupo con una dosis
baja de vacuna (grupo 3) es el linico grupo de tratamiento que recibié vacuna y tuvo un
desarrollo de lesiones significativo (macroscépicas y microscépicas) en comparacién con
¢l grupo de control estricto que no recibié una vacunacién, placebo ni exposicion a lo largo
del estudio.
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Puntuaciones clinicas

Se registraron diariamente las puntuaciones clinicas de cada animal desde el dia de la
exposicién (dia 21) hasta la necropsia (dia 42). Las puntuaciones clinicas se calcularon
para obtener una puntuacién clinica diaria media que reflejara la gravedad y la duracién de
la afecciébn entre los grupos de tratamiento debido a la recepcién de una exposicion
virulenta a L. intracellularis. Las puntuaciones clinicas medias de cada grupo de
tratamiento se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8
|Grupo de tratamiento|Identificacion del grupo Puntuacién clinica media
1 vacuna B3903—dosis alta j,la
2 vacuna B3903-dosis media 30
3 vacuna B3903—dosis baja 3,0a
4 [Control expuesto 30a
5 Control estricto 3,0a

* Las mismas letras denotan unas diferencias no significativas entre las puntuaciones
clinicas medias desde ¢l dia de la exposicién hasta la necropsia (p<0,05).

El anfligis estadistico de las puntuaciones clinicas se consiguidé revisando los datos
relacionados con los grupos de tratamiento que recibieron las puntuaciones clinicas medias
usando un andlisis de la variancia unifactorial. No hubo pruebas de diferencias
significativas entre los grupos de control expuestos no vacunados y los controles estrictos
en comparacién con los grupos vacunados con dosis altas, medias o bajas.

Ganancias de peso medias diarias

Las ganancias de peso medias diarias (ADWG) se calcularon desde el momento de la
administracién de la vacuna (dia 0), hasta la administracién de la exposicién (dia 21), hasta
la finalizacién del estudio (dia 42). El andlisis estadistico de las diferencias en la ganancia
de peso entre los grupos de tratamiento de control expuestos vacunados con dosis altas y
no vacunados reveld pruebas de una diferencia significativa desde el momento de la
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administracién de la exposicién hasta la necropsia (p<0,05). Los datos del peso se

resumen en la Tabla 9.

Tabla 9
[Grupo defIdentificacién  (Peso ADWG ADWG ADWG Total
. inicial dia 0 - 2l)|(dia 21 - 42)
tratamieato \del grupo medio (kg) Ekg) )lgkg) ((trga)cumcién
hasta
Necropsia)
1 vacuna B3903 (8,074a |0,426a 10,739 a 0,585a
|dosis alta
2 vacuna B3903 |8,029a [0,4548 10,726 ab 0,590 a
dosis media
3 vacuna B31903 [8,165a [0,426= 0,671 ab {0,549 2
dosis baja
4 Control 8,029a ([0,435a 0,658 b {0,549 2
expuesto
S Control estricto |[8,029a4 |0,426a 0,739 ab {0,581 a

* 125 mismas letras denotan unas diferencias no significativas entre las ADWG de los
grupos de tratamiento desde el dia de la vacunaci6n hasta la exposiciésy 'desde el diade la
exposici6n, hasta la necropsie (p<0,05).

Seroconversién (IFAT)

Se recogieron semanalmente muestras de suero de todos loz animales de prucha en'cada
grupo de fratamiento y se comprobé la presencia de anticuerpos IgG ‘anti-1.awsunia en los
dias -0, .7, 14, 21, 28, 35 y 42 del estudio. Las muestras de contra! IFAT positivas y
negativas fuerén 100% precieas en todos los ensayos realizados en 2ste estudio. Er los
dise 0 hasta 2! (3 semanas después de !a ‘vacunacion), todos los animules de pruebs de

.cada grupo Je tratamiento dieron negativo en el [FA. En el dia 28 (] semana.después de la

exposicién)'ds] estudio, 1/15 (6,76) de los animales de prueba del grupe de tratamiento
con una dosis alta de vacuna dieron positivo en el IFA mientras que todos los demds dieron
negativo en el IFA. En el dia 35 (2 semanas después de la exposicién) del estudio. 4/15
(26,7%) de los cerdos de los grupns de tratamiento con dosis alus_y dosis medias de
vacun; y- /10 (10%) de los cerdos del grupo de tmtamiento de control expuestos no

" vacunadoe dieron positivo en e} IFA para los anticuerpos de Lawscuia.. Amboe grupos de
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tratamiento con una dosis baja de vacuna y de control estricto dieron negativo en el IFA en
el dia 35. En el dia 42 (3 semanas después de la exposicién) del estudio, 8/10 (80%) de los
cerdos del grupo de control expuesto, 6/15 (40%) de los cerdos del grupo con una dosis
media de vacuna, 5/15 (33,3%) de los cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna y
3/15 (20%) de los cerdos del grupo con una dosis alta de vacuna dieron positivo en el IFA.
El grupo de tratamiento de control estricto dio negativo en el IFA al finalizar el estudio
(die 42).

Los datos de seroconversién se analizaron usando 1a estadistica de y2. Para los resultados
obtenidos en el grupo de tratamiento de control estricto no se tuvo en cuente una
estadistica de % debido al 100% de respuestas negativas encontradas para cada animal de
prueba a lo largo del estudio. En los grupos de tratamiento que recibieron una vacuna o
placebo, los resultados del IFAT se compararon usando una estadistica dex® con una
estimacién del valor exacto de p (Monte-Carlo). Los resultados positivos del IFAT
obtenidos de los grupos expuestos que recibieron una exposicién a un cultivo puro
virulento eran significativamente mayores que los que recibicron una dosis alta de vacuna
y una dosis baja de vacuna (p<0,05) en el dia 42 (3 semanas después de la exposicion) del
estudio.

Presencia en heces de L. intracellularis (PCR)

Se recogieron semanalmente los exudados fecales de todos los animales de prueba de cada
grupo de tratamiento y se comprobd la presencia de L. intracellularis mediante PCR en los
dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 del estudio. La extraccién positiva y negativa de ADN y los
controles de 1a reaccién de PCR fueron 100% precisos para cada ensayo realizado en este
estudio. Todos los animales de prueba de cada grupo de tratamiento dieron negativo en
heces mediante PCR para L. intracellularis desde el dia 0 (vacunacién) hasta el dia 21
(exposicidn). Los cerdos del grupo de control estricto permanecieron negativos en heces
mediante PCR para L. intracellularis en sus heces a lo largo del estudio. La presencia
heces de L. imtracellularis (PCR fecal positiva) fue evidente en varios grupos de
tratamiento cada semana tras la inoculacién de la exposicién. Estos resultados se resumen
en Ja Tabla 10.

=h
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Tabla 10
Grupo  de|ldentificacién (Dia 28 Dia 35 Dia 42
. (1 semana después|(2 semanas después|(3 semanas después|

tratamiento (del grupo g 170 50" de 1 oxposicidn)  |de la exposicion)

1 vacuna B3903 [0/15 (0%)a 2/15(13,3%) a 0/15 (0%) a
|dosis alta

2 vacuna B3903 (6/15 (40%) ab 5/15 (33,3%) a 0/15 (0%) a
|dosis media

3 vacuna B3903 [4/15 (26,7%)ab |{8/15 (53,3%) ab 2/15 (13,3%) ab
|dosis baja

4 IControl 4/10 (40%) b 710 (70%) b 4/10 (40%) b
expuesto

5 |Control estictolﬂl 10 (0%) lOIlO (0%) 0/10 (0%)

* Las mismas letras denotan una diferencia no significativa entre los grupos de tratamiento
que recibieron una exposicién (p<0,05).

El andlisis estadistico usando una estadistica de % con una estimacién del valor exacto de p
(Monte Carlo) comparS las respuestas positivas de cada grupo de tratamiento vacunado
s6lo con el grupo de control expuesto no vacunado. Los resultados del grupo de control
estricto se retiraron de las comparaciones de grupo porque cada cerdo era 100% negativo
en heces mediante PCR para L. intracellularis a lo largo del estudio. En el dia 28 (1
semanas después de la exposicién), los cerdos que recibieron una dosis aita de vacuna
tuvieron una presencia en heces de L. intracellularis significativamente menor que los
cerdos expuestos no vacunados (p = 0,017). En el dia 35 (2 semanas después de la
exposicion), los cerdos que recibieron una dosis alta (p = 0,0024) y una dosis media (p =
0,041) de vacuna tenfan una presencia en heces de L. intracellularis significativamente
menor que los cerdos expuestos no vacunados. En el dia 42 (finalizacién del estudio), de
nuevo, los cerdos que recibieron una dosis alta y media de vacuna (p = 0,017) tuvieron una
presencia en heces de L. intracellularis significativamente menor en comparacién con los
cerdos expuestos no vacunados. Los cerdos del grupo con una dosis baja no eran
significativamente menos positivos en la PCR que los controles expuestos en cualquier dia
después de la exposicién.

qu
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Colonizacién tisular por L. intracellularis (PCR)

Las pruebas de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa de las secciones tisulares el fleon
terminal, el colon, la amigdala y el nédulo linfético mesentérico se realizaron después de la
necropsia (dia 42 del estudio). En el grupo con una dosis alta de vacuna, 1/15 (6,7%) de
los cerdos dieron positivo en la PCR para la colonizacién por L. intracellularis en la
amigdala, mientras que todos los demés grupos de tratamiento dieron negativo en la PCR.
La prueba de ileftis mediante PCR del tejido linfiitico menentérico revel6 que 3/10 (30%)
de los cerdos de los controles expuestos no vacunados dieron positivo para la colonizacién
por L. intracellularis, mientras que todos los demide grupos de tratamiento dieron negativo
en la PCR. La prueba de ileitis mediante PCR de los raspados de la mucosa del fleon
terminal revelaron que 4/10 (40%) de los cerdos de los controles expuestos, 4/15 (26,7%)
de los cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna, 2/15 (13,3%) de los cerdos del grupo
con una dosis media de vacuna y 1/15 (6,7%) de los cerdos con una dosis alta de vacuna
dieron positivo en la PCR para Ia colonizacién por L. intracellularis. La prueba de ileitis
mediante PCR del colon revelé que 3/10 (30%) de los cerdos de los controles expuestos,
5/15 (33,3%) de los cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna, 1/15 (6,7%) de los
cerdos del grupo con una dosis media de vacuna y 2/15 (13,3%) de los cerdos con una
dosis alta de vacuna eran positivos mediante PCR pera la colonizacién por L.
intracellularis. No se observaron pruebas de colonizacién por L. intracellularis en los
tejidos del grupo de control estricto.

El andlisis estadistico de los resultados positivos de la ileftis mediante PCR se comparé con
los grupos de tratamiento usando Ia estadistica de 3> con una aproximacién de Monte Carlo
del valor exacto de p. Los resultados mediante PCR del nédulo linfitico mesentérico
indicaron pruebas de una diferencia significativa entre los controles expuestos no
vacunados y todos los grupos de tratamiento que recibieron un tratamiento con vacuna (p =
0,054). No hubo ninguna significacién estadistica evidente entre los grupos de tratamiento
en la colonizacién por L. intracellularis del fleon, el colon o la amigdala en el dia 42 del
estudio.
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Histologia (IHC / H&E)

En la necropsia (dia 42) se recogieron secciones de 2 a 4 cm de longitud de la amigdala, el
nédulo linfético mesentérico, el ileon terminal y el colon, y se colocaron en formalina
tamponada al 10% para su andlisis histoldgico. Lawsonia intracellularis no se detectd
mediante una tincién por IHC de las secciones de la amigdala en todos los grupos de
tratamiento en la necropsia. El grupo de control estricto dio negativo para L
intracellularis mediante IHC en todas las muestras de tejido tomadas en la necropsia. Se
encontrd la presencia de L. intracellularis y de lesiones microscdpicas asociadas con la
PPE en el fleon de 9/10 (90%) de los cerdos de los controles expuestos no vacunados, en
6/15 (40%) de los cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna, en 3/15 (20%) de los
cerdos del grupo con una dosis media de vacuna y en 1/15 (6,7%) de los cerdos del grupo
con una dosis alta de vacuna, respectivamente. Las lesiones microscépicas eran evidentes
en el colon de 8/10 (80%) de los cerdos del grupo de control expuesto, en 3/15 (20%) de
los cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna y en 1/15 (6,7%) de los cerdos del grupo
con una dosis alta de vacuna. El grupo vacunado que recibié una dosis media dio negativo
mediante THC pama L. intracellularis en el colon. Las secciones teflidas del nédulo
linfitico mesentérico sélo se produjeron en 1/10 (10%) de los cerdos del grupo de control
expuesto que tenian L. intracellularis. Los resultados positivos mediante IHC en las
secciones del fleon y del colon entre los grupos de tratamiento se correlacionaban bien con
la presencia de una acusada hiperplasia de las criptas demostrada mediante una
metodologia de H&E.

El anilisis estadistico de los datos cuantitativos de IHC se consigui6é usando las pruebas de
anilisis de 1a variancia unifactorial y de la suma por rangos de Kruskal-Wallis, seguidas de
contrastes especificos de los valores de p entre el grupo expuesto y los grupos de control
estricto con cada grupo de dosis de vacuna. El anilisis estadistico revelé pruebas del
desarrollo de una lesién significativa debida a L. infracellularis en el ileon y el colon del
grupo de control expuesto en comparacién con los cerdos vacunados independientemente
de la dosis en el dia 42 del estudio (p<0,001). No hubo una significacién estadistica
evidente en las puntuaciones medias de las lesiones mediante IHC del {leon y del colon en

snimales vacunados que recibieron una dosis alta o media de la vacuna en comparacién
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con el grupo de tratamiento de control estricto (p>0,05). Los cerdos que recibieron una
dosis baja de vacuna tuvieron unas puntuaciones medias de las lesiones microscopicas
debidas a L. intracellularis significativamente mayores en el ileon en comparacién con el
grupo de control estricto (p< 0,05).

Puntuaciones macroscépicas

El fleon y el colon de cada animal de prueba se puntuaron en el momento de la necropsia
(dia 42) para las lesiones macroscépicas asociedas con la PPE. Los tejidos de los cerdos
de prueba del control estricto eran normales, no contenian lesiones, y recibieron unas
puntuaciones medias de las lesiones de 1,1 (ileon) y 1,0 (colon). Los tejidos de los
animales de prueba del grupo de control expuesto no vacunados recibieron la puntuacién
media de las lesiones macroscpicas més alta para el ileon (3,6) y el colon (2,0) de entre
los grupos de tratamiento. Los cerdos de prueba del grupo con una dosis baja de vacuna
recibieron unas puntueciones medias de lag lesiones macroscépicas de 2,5 (fleon) y 1,5
(colon). Los cerdos de prueba con una dosis media de vacuna recibieron unas
puntuaciones medias de las lesiones macroscdpicas de 1,5 (fleon) y 1,0 (colon). Los
tejidos del grupo con una dosis alta de vacuna recibieron unas puntuaciones medias de las
lesiones macroscépicas de 1,5 (fleon) y 1,2 (colon).

El andlisis estadistico de las puntuaciones medias de las lesiones macroscépicas entre los
grupos de tratamiento se consiguié usando un andlisis de Ia variancia unifactorial. Las
puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas indicaron pruebas de una diferencia
significativa entre el fleon del grupo de control expuesto no vacunado y los grupos con una
dosis media y alta de vacuna, respectivamente (p<0,001). Se observaron prucbas de una
diferencia significativa entre las puntuaciones medias del fleon macroscdpico del control
expuesto en comparacién con el grupo con una dosis baja de vecuna (p<0,01). Las
puntuaciones medias de las lesiones macroscdpicas del colon fueron significativamente
mayores en el grupo de control expuesto en comparacién con los grupos con una dosis
media y alta de vacuna, respectivamente (p<0,05). Ademds, se observé el desarrollo de
una significativa lesién macroscépica en el fleon del grupo vacunado con una dosis baja en
comparacién con el grupo de control estricto (p<0,001). No hubo pruebas de una
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significacion estadistica en las puntuaciones medias de 1as lesiones macroscépicas (fleon y
colon) evidentes en los grupos con una dosis media y alta de vacuna en comparacién con el
grupo de tratamiento de control estricto.

Conclusiones

Este estudio demostrd que la proteccion en cerdos de 3 semanas de edad frente a 1a PPE se
consiguié cuando se administraba una dosis por via oral de 2 ml de una vacuna de B3903
(liofilizada) que contiene un minimo de 4,9 logs de L. intracellularis vivas por dosis. Una
proteccidn similar, e incluso ligeramente mejor, fue evidente en el grupo de tratamiento
con una dosis alta de vacuna que recibié 6,0 logs/dosis 3 semanas antes de la exposicién.
El grupo con una dosis baja de vacuna (3,8 logs/dosis) no mostr$ una proteccién adecuada
frente a una exposicién heterfloga de cultivo puro virulento en comparacién con los
animales de prueba que recibieron una dosis alta 0 media de 1a vacuna experimental. Las
diferencias estadisticas fueron evidentes entre el grupo con una dosis baja de vacuna y los
controles expuestos no vacunados con respecto a la gravedad de las lesiones microscépicas
en el fleon y el colon (p<0,001) y las puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas
del {leon (p<0,01). Sin embargo, se observaron unas lesiones de PPE significativas en el
fleon (lesiones microscépicas) y el colon (lesiones macroscdpicas) en este grupo en
comparacién con el grupo de control estricto que no recibié vacuna ni exposicién.

En resumen, los datos de este estudio demuestran que: (1) el titulo protector minimo de
una administracién oral tinica de una vacuna de B3903 (liofilizada) a cerdos de 3 semanas
de edad es de 4,9 logs/dosis; (2) la vacuna B3903 (liofilizada) es eficaz frente a un cultivo
puro virulento de bajo pase de L. intracellularis, cepa clinica heterbloga N101494; y (3) la
vacuna B3903 (liofilizada) contribuye a la reduccién de las lesiones macroscdpicas y
microscdpicas, de la colonizacién tisular y de la presencia en heces de L. intracellularis en
cerdos vacunados en comparacion con cerdos no vacunados.
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Lo que se relvindica es:

1. Una cepa clinica virulenta de Lawsonia intracellularis, en la que dicha cepa clinica
virulenta es 1a cepa clinica de Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el
n® PTA-4927 .o una cepa clinica de Lawsonia irtracellularis con todas las
caracteristicas que identifican a la cepa clinica depositada en la ATCC con el n® PTA-
4927.

[ ]

. Una cepa clinica avirulenta de Lawsonia intracellularis, en la que dicha cepa clinica
avirulenta es la cepa clinica de Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el
n® PTA-4926 o una cecpa clinica de Lawsonia intracellularis con todas las
caracteristicas que identifican a la cepa clinica depositada en lIa ATCC con el n® PTA-
4926.

3. Una vacuna para la inmunizacién de un animal, que comprende una cantidad
farmacéuticamente eficaz de una cepa clinica virulents muerta de Lawsonia
intracellularis, en 1a que dicha cepa clinica virulenta es la cepa clinica virulenta segiin
la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4, La vacuna segin la reivindicacién 3 en la que la cantidad farmacéuticamente eficaz de
la cepa clinica avirulenta de Lawsonia intracellularis es de aproximadamente una
TCIDsg de 10° hasta aproximadamente una TCIDyg de 10 por dosis.

5. Una vacuna para la inmunizacién de un animel, que comprende la cepa clinica
avirulenta de Lawsonia intracellularis segin la reivindicacién 2 y material antigénico
procedente de al menos uno de los siguientes patgenos: especies del género
Salmonella , especies del género Erysipelothrix , especies del género Haemophilus,
especies del género Mycoplasma, especies del género Leptospira, especies del género
Clostridium, especies del género Streptococcus, especies del género Brachyspira,
circovirus, virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS), virus de la

9y
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gripe porcina (SIV), virus transmisible de gastroenteritis (TGE), parvovirus y
Escherichia coli; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Una vacuna para la inmunizacién de un animal, que comprende Ia cepa clinica
avirulenta de Lawsonia intracellularis segin la reivindicacién 2 y material antigénico
procedente de Salmonella choleraesuis, especies del género Erysipelothrix, virus
transmisible de gastroenteritis (TGE), Escherichia coli, especies del género
Clostridium y especies del género Brachyspira, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

7. Una vacuna para la inmunizacién de un animal, que comprende la cepa clinica
avirulenta de Lawsonia intracellularis segiin Ia reivindicacién 2 y material antigénico
procedente de Salmonella choleraesuis y especies del género Erysipelothrix; y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Una vacuna para la inmunizacién de un animal, que comprende la cepa clinica
avirulenta de Lawsonia intracellularis segin la reivindicacién 2 y material antigénico
procedente de al menos uno de los siguientes patdgenos: especies del género
Clostridium, virus de la gripe equina (EIV), virus del herpes equino (EHYV), alfavirus
y virus del Nilo occidental; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. Un método para estimular el sistema inmune de un animal para que responda ante un
antigeno inmunogénico de Lawsonia intracellularis patbgena, que comprende la
administracién ha dicho animal de una composicién inmunogénica que contiene la
cepa clinica avirulenta de Lawsonia intracellularis seglin la reivindicacién 2.

10. Un método para inmunizar un animal frente a la enteropatia proliferativa porcina que
comprende la administracién de una cantidad farmacéuticamente aceptable de la cepa
clinica avirulenta de Lawsonia intracellularis de 1a reivindicacién 2, el que la
cantidad farmacéuticamente eficaz de la cepa clinica avirulenta de Lawsonia
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intracellularis es de aproximadamente una TCIDyg de 10° hasta aproximadamente una
TCIDsp de 10° por dosis.

11. Un método para elaborar una vacuna para inducir una respuesta inmune ante bacterias
de Lawsonia intracellularis en un animal, que comprende las etapas de: (&) incubar
una cepa clinica de Lawsonia intracellularis segin la reivindicacién 1 o la
reivindicacion 2 en células de cultivo que estin en suspensién con una concentracién
de oxigeno de menos de aproximadamente el 10 por ciento pama cultivar dichas
bacterias; y (b) mezclar dichas bacterias cultivadas con un wehiculo
farmacéuticamente aceptable.

12. El método segilin la reivindicacién 11 que comprende ademds 1a etapa de matar dichas
bacterias cultivadas para preparar una vacuna que contiene Lawsonia intracellularis

muerta.

13. El método segiin la reivindicacién 11 que comprende ademés la etapa de cultivar
dichas bacterias durante un tiempo suficiente para producir una cepa clinica atenuada.

14. Un método para cultivar Lawsonia intracellularis que comprende:

() infectar células cultivadas con un inéculo que comprende la cepa clinica
virulenta de Lawsonia intracellularis segin la reivindicacién 1,

(b) incubar dichas células infectadas con una concentracién de oxigeno de menos
de aproximadamente el 10 por ciento mientras se mantienen dichas células
infectadas en suspensién mediante la agitacién de dichas células durante un
periodo de tiempo suficiente para aumentar la produccién de dicha Lawsonia
Intracellularis, y

(¢) recolectar al menos una porcién de dicha Lawsonia intracellularis.

15. El método segtin la reivindicacion 14 en el que la concentracién de oxigeno esti en el
intervalo de aproximadamente el 0 por ciento hasta aproximadamente el 8 por ciento.
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16. El método segin la reivindicacién 15 en el que la concentracién de oxigeno estd en el
intervalo de aproximadamente el 0 por ciento hasta aproximadamente 3 por ciento.

17. El método segiin la reivindicacién 14 en el que dicha incubacién se produce con una
concentracion de diéxido de carbono en el intervalo de aproximadamente 6 por ciento
hasta aproximadamente el 10 por ciento.

18. El método segiin la reivindicacién 14 en el que dichas células cultivadas se eligen del
grupo formado por: células HEp-2, McCoy e IEC-18.

19. El método segin la reivindicacién 18 en el que dichas células IEC-18 se cultivan en

microvehiculos.

20. El método segiin la reivindicacién 14 en el que las células infectadas se incuban segiin
la etapa (c) durante un periodo de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 10 dias.

21, El método segin la reivindicacién 14 que comprende ademds una etapa (d) de cultivo
de dichas bacterias durante un tiempo suficiente para producir una cepa clinica
atenuada.

22. El método segin la reivindicacién 21 en el que las bacterias se cultivan segiin 1a etapa
(d) durante un periodo de aproximadamente 150 dias hasta aproximadamente 250
dias.

23. El método seglin la reivindicacién 22 que comprende ademés una etapa (e) de
liofilizacién de dicha cepa clinica atenuada.

24. El método segiin la reivindicacién 23 en el que dicha liofilizacién comprende una etapa
primaria de secado y una etapa secundaria de secado.
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25.Una cepa clinica atenuada liofilizada producida mediante el método segin la
reivindicacién 23.

26. Un método para el diagnéstico de la enteropatia proliferativa porcina que comprende
realizar un ensayo para detectar anticuerpos contra Lawsonia intracellurls en un sujeto
animal no humano que comprende:

(a) poner en contacto una muestra del sujeto con la cepa clinica de Lawsonia
intracellularis segiin 1a reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 para formar un
complejo antigeno-anticuerpo; y

(b)  detectar la formacién de dicho complejo,

en el que la presencia de dicho complejo se¢ correlaciona positivamente con un
diagnéstico de la enteropatia proliferativa porcina.

27. El método segiin la reivindicacién 26 en el que el ensayo comprende un ensayo elegido
del grupo formado por: rmadioinmunoensayo, ensayo de inmunosorcién enzimdtica
(ELISA), inmunoensayo de fluorescencia y ensayo de inmunoelectroforesis.

28. Un método para producir antisueros contra Lawsonia intracelluris en un animal no
humano que comprende:

() administrar la cepa clinica de Lawsonia intracelluris de la reivindicacién 1 o
de la reivindicacién 2 a un animal no humano en una cantidad eficaz para
desencadenar una respuesta inmune; y

(b) recoger el antisuero o el plasma que contiene los anticuerpos contra dicha
Lawsonia intracelluris.

ol
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ll. Non-establishment of oplnion (Cantinuation)

1. Claims 9 and 10 relate to subject-matter considerad by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(lv)PCT. Consequently, no opinion will be

formulated with respect to the industrial applicablilty of the subject-matter of these
claims (Article 34(4){a)(l) PCT).

2. Present claims 1 and 2 and claims 3-28 (referring to clalma 1 and 2) relate to
Lawsonia intracellularis isclates defined by reference to a desirable characteristic
or property, namely Isolates having the characteristics of deposit lsolate ATCC No.
PTA-4827 or PTA-49826. The claims cover all isolatea having these characteristic,
whereas the application provides support within the meaning of Article 6 PCT
and/ar disclosure within the meaning of Article 5 PCY for only isolates with deposit
Isolate ATCC No. PTA-4827 or PTA-49286. In the presant casa, the claims so lack
support, and the application so lacks disclosure, that a meaningful search and
axamination over the whole of the claimed scope is Impossible. independent of
the above reasoning, the claims also lack clarity (Article 8 PCT). An aftempt is
made to define the Lawsonia intracellularis isolates by reference to a result to be
achleved. Again, this lack of clasity In the present cass Is such as 1o rendera
meaningful ssarch and examination aver the whole of the claimed scope
impossibla. Consequently, the asarch and examination have been carmied out for
those parts of the claims which appear to be clear, supported and disclosed,

namely those parts relating to Lawsonla intracellularis depoalt isolate ATCC No.
PTA-4927 and PTA-4626.

V. Reasoned statement (Continuation)

3. CITATIONS
Refarence ia mada to the following documents;

D1: US-A-5 885 823 (KNITTEL JEFFREY P ET AL) 23 March 1999 (1998-03-23)

Form PCT/Gepamis ShoetMO8 (Bheat 1) (EPO-January 2004)
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4. NOVELTY (Art. 33(2) PCT)

1. None of the prior art documents discloses the specific Lawsonla
intracellularis isolates having deposit ATCC No. PTA-4027 or PTA-4826.
Therefore, clalms 1 and 2 and clalms 3-28 all referring to these speacific
Lawsonia Intraceliularis lsolates are considered to be novel.

2. The present application satisfies the criterion set forth In Article 33{(2) PCT
because the subject-matter of claims 1-28 Is new in respect of prior art as
defined in the regulations (Rule 84(1)-(3) PCT).

5. INVENTIVE STEP (An. 33(3) PCT)

1. Forinventive step analysis of claims 1 and 2, relating to a virulent Lawsonia
intraceliularis Isolate having deposit ATCC No. PTA-4827 and a avirulent
Lawsonia Intracsliuviars Isolate having deposit ATCC No. PTA-4926, D1 Is
considered to represant the most relevant state of the art and discloses a
virulent and also an avisulent Lawsonia intraceliularis isolate having deposit
ATCC No. 55672 and 55783, derived from the inteetines of American pigs
with porcine proliferative enteropathy using the same method as In the
present application (see example 1). The subject-matter of claim 1 and 2
differ in that a virulent and also an avirulent Lawsonla Intracellularis isolate
are claimed that are, derived from the intestines of a Europsan pig with

porcine prolfifarative enteropathy (see page 18, line 20-21 of the present
application).

2. The problem to be solved by the subject matter of claim 1 and 2 may
therefore be regarded as the provision of a pig with porcine proliferativa
enteropathy having an aliemative origin . The solution would be the provision
of a European plg with porcine proliferative enteropathy

3.  This solution cannot however be considered as involving an Inventive step
(Article 33(3) PCT), since it would be obvious for the person skilled In the art
to use a pig with porcine proliferative enteropathy of European origin to
Isoiate Lawsonia intracellularis causing porcine proliferative enteropathy in
European animals and use this bacteria for the production of a vaccine fora

Form PGT/Separuis Bheet/409 (Eheel 2) (EPO-Jarumry 2004)
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better protection of Europsan animals against porcine proliferative
enteropathy. :

4. Therefore, the subject-matter of claims 1 and 2 Is not considered to ba
inventive.

5. The vaccine compositions of clalms 3-8 are not considerad to be inventive
bacause D1 disclosas aleo vaccine compositiona compriging a killed virulent
Lawsonia intracellularis Isolated dertved from an American plig with porcine
proliferative enteropathy, which can be used in combination with other
vaccines {see column 2, line 34-41; column 3, line 24-50). For the same
reasons indicated above the uss of an isolate from a European pig with
parcine proliferative enteropathy ls not considered to be Inventive. it would
also ba abvious for the skillad peraon to combine thle vaccine with antigenic
material of other pathogens.

6. D1 discloses a method for making a vaccine, a method for cultivating
Lawsonia intraceliulars, a method for diagnosis of porcine proliferativa
enteropathy corrasponding with the methods of claims 11-24,28-27 of the
present application (sse D1, calumn 2, line 18-58; column 3, line 44-58;
column 4, line 2-10,57-67; column 5, line 1-8; column 6, line 82 - column 7,
line 6; column 7, line 20-33; columns 8, line 28-35; column 8, line 57 -
column 8, line 1, column 30-44). The difference of D1 with the present
application s that in these methods a Lawsonia intracellularis isolate derived
from the Intestines of American piga with porcine proliferative enteropathy is
used. The subject-matter of claims 11-24,26-27 differ in that Lawsonia
Intracsllularis isolates derived from the Intestines of a European pig with
porcine proliferative enteropathy are used. For reasons already explained
abovs, claims 11-24,28-27 are not consldered to be inventive.

7. Claim 25 for products defined In terms of a proceas of manufacture are
admissible only If the products as such fulfill the requirements of
patentability, i.e. inter alla that they are novel and inventive, In view of D1,
the lyophilized attenuated Isolated of claim 25 is not considered to be

Inventive since D1 states that vaccines comprising Lawsonla Intracaliularis
can be lyophilized (see column 3, line 44-50).

Form PCT/Separsis Bheal/408 (Bhewl 3) (EPO-January 2004)
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8. Claim 28 is not considered to be inventive since this method for producing
antisera against a bacteria is generally known by the person skilled in the art.

8. The present application does therefore not satisfy the criterion set forth in
Article 33(3) PCT and the subject-matter of claims 1-28 does not involve an
inventive step (Rule 85(1)(2) PCT).

6. INDUSTRIAL APPLICABILITY (Art. 33{4) PCT)

1.  For the assessment of the present claims @ and 10 on the question whether
it is Indusirially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting
States. The patentabliity can also be dependent upon the formulation of the
claims. The EPO, for example, does nat recognize as Industrially applicable
the subject-matter of claims to the use of a compound In medical treatment,
but may allow, however, claims to a known compound for first use in medical
treatment and the use of such a compound for the manufacture of a
medicament for a new medical treatment.

Viil. Certain Obsesrvations (Continuation)

7.1 The application does not meet the requirements of Article 8 PCT because claima
are not clear for the following reasons:

7.2 The expression "having all of the Identlfying characteristica of* used In claims 1
and 2 is not clear and for this reason olaims 1 and 2 lack clarity (Art. 8 PCT).

7.3 Claim 3 is not clear since I relates to a vaccine comprising a killed virulent isolate

of Lawsonla intraceliularis and also wrongly refers to the avirulent isolate of claim
2.

7.4 Claim 4 Iacks clarity since It refers to the vaccine composition of claim 3
comprieing a killed virulent isolate. Claim 4 further spacifies that this vaccine
compasition comprises a speclfic amount of avirulent isolate.

7.5 The term "about® used in claims 4,10,11,15-17,20 Is vague and Indefinite and as

Form PCT/Separmis Bheet/409 (Bheet 4) (EPO-Janumry 2004)
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such renders the scope of the claims unclear; accordingly, the clalms require
amendment to remove this defect (Art. 6 PCT).

7.6 The expression "for a time sufficlent to produce an attanuated ieclate" usad in

claims 13 and 21 is not clear since it defines the subject-matter of the claims In
terms of a result to be achieved and lacks easential tachnical features.

Farm PCT/Sepazale ShestMO9 (Sheet 5) (EPO-January 2004)
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Solicitante
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC et al.

1.

Este informe de examen preliminar intemacional ha sido pnrsramdo por esta Administracion encargada del
Examen Preliminar Intemacional bajo el Articulo 35 y se envia al solicitante en concordancia con el artlculo 36.

Este INFORME consta de una total de 8 hojas, incluyendo la portada
Este informe tamblén contlene ANEXOS que comprenden:
a.[] (enviados al solicitante y & fa Officina Intemacional) en total ___hojas; las cuales se relacionan con

O H:g'eas con la descripcién, reivindicacionss y/o dibujos, qua han sido modificados y que son la bass de
este informe, y/o hojas que contlenen clones aceptadas por la Administraclon (Ver Regla 70.18 y
Seccion 607 de las Instrucclones Administrativas)

O Hojas que reemplazan hojas anteriores, las cuales contlenen sin embarge modificaciones de acuerdo
con las razones del campo No. 1, punto 4 y campo adicional segun la interpretacién de la administracion,
que se l;:‘Ien del contenido de divuigacidn da [a solicitud intemacional en la versidn originatmente
presentada.

b.[] (enviados a la Officina Intemnacional dnicamente} un total de (Indique el tipo %numem de medio(s) de
Istro electrénico(s)) _ , que contienen un llstado y/o tablas de secuencia relativos al
mismo, lnicamente en formato legible por computador, segun se Indica en ia Casllla Complementaria
relativa a Listado de Secuencias (ver Secclén 802 de las Insiruccionea Administrativas).

Este Informe contiene indicacliones relativas a los siguientes aspectos:

t Fundamentos del Informe

n [0 Prioridad

i No se establece concepto relativo a la novedad, nivel inventivo y aplicacion industrial

v Carencla de unidad de la invencion

Vv Daclaracién razonada segin el articulo 35(2), en relacién con la novedad, nivel inventivo o
aplicaclén Indusirial; citaclones y explicaciones que soportan dicha declaracion

Ciertos documentos citados

Ciertos defectos de la solicitud internaclonal

Clertas observaclones respecto a |a solicitud Intemacional

Vi
Vi
v

000 ROX

Facha de presantacién de ia demanda Fecha de tarminacién de aats raporta

03.02.2005 ) 19.092005

Nombre y direccién de comeo da Ia IPEA Funcionario Autorizado
OFICINA EUROPEA DE PATENTES

Nde, V

Teldfono No. +3170 340

Formata PCTAPEA/400 (poriada) (anero 2004
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Campo No.1 Base del Informe

1.

a

Respecto al Idloma el Informe se basa en la solicitud intemacional en el idioma, en el que
fue presentado, a menos que se Indique otra cosa en este punto.

[0 Eilinforme se basa en una traduccién del idioma original al siguients idioma,
en donde so trata del idioma de traduccldn, que fua presentada para el sigulente

propéslito:

[] bisqueda intemnaclonal (bajo las Reglas 12.3 y 23.1b)).
[] publicacién de la solicitud Intemacional (bajo Regla 12.4)
[J examen preliminar intemaclonal (bajo Regla 55.2 y/o 55.3).

Respecto a los elementos * de la solicltud intemaclonal (Las hojas de reemplazo que
han sido entregadas a ia Oficina receptora en respuesis e i invitacion bajo el Articuio 14
se reflaren en este informe como “onginalmente presentadaes® y no 36 anexan a este
informe ya que ellas no contienen modificaciones (Regie 70.18 y 70.17):

La descripcién:
péginas 1-41, en la varsion originalmante presentada.

Las relvindicacionas:
nameros 1 - 28, en la versién originaimente presentada.

Un protocolo de secuencia y/o tablas corraspondientes adicionales — ver campo adicional

con relacién al protocolo de secuencia.

3.

N

Con base en [as modificaclones se suprimleron los sigulentes documentos:

Descripclén: Pagina

Relvindicaclones, no.

Dibujos; HoJa/aparte

Listado de Sacuencla (Datos especificos):

Tablas correspondientes al listado de secuencias adiclonales {Datos especificos):

O O0O0O00

Este reporte ha sido establecldo como si (parte de) las modificaciones no se
hubleran realizado, ya que éstas han sido conslderadas como una ampliacién de lo
iniclaimente divuigado como se Indica en el Campo Suplementario (Regla 70.2(c)).

[0 Descripcién: Pagina

[J Relvindicaclones, no.

{71 Dibujos; Hoja/eparte

[0 Ustado de Secuencia {Datos especificos):

{0 Tablas comespondientes al listado de secuenclas adicionales (Datos especificos):

* Cualquier hoja de reemplezo que confanga dichas madificaciongs debend ser reforida con ip indicacion "Reempiazo”.
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Recuadro il No establecimiento de opinién en cuanto a novedad, nivel inventivo y
aplicaclén Industrial.

Los comentarios respecto de si la presante Invenclién es nueva, o tiene nivel inventivo (o no son
obvias) y aplicaclén industrial no se han lievado a cabo respecto a las relvindicaciones:

O La solicitud internaclonal completa
E@ Relvindicaciones No. 1-28 (parciaiments), 9.10

Porque

@ Dicha solicitud internacional, o dichas relvindicaciones No 18 se relacionan con el
sigutente contenido o materia el cual no requiere examen preliminar intemacional (especificar):

Ver hoja anexa

O La descripclén, relvindicaciones o dibujos (Indicar elementos particulares dabajo) o
dichas meivindicaclones No. _ no son claras y por lo tanio no se pude llevar a cabo una
opinién.

B Las relvindicacionas, o dichas reivindicaciones No 1-28 (parciaiments) no estin

adecuadamente sustentadas en la dascripclén, por lo que no se puade llevar a cabo una

opinidn.

No se ha establecido el reporte de basqueda intemaclonal para dichas reivindicaciones

No. 186.

O La secuencia de aminoacidos y/o nucladtidos no cumple con el esténdar provisto en el
anxo C de las instrucclones administrativas an:
La forma escrita O No ha sido presentada -
O No cumple con el estdndar
La forma electronica O No ha sldo presentada
O No cumple con al estaAndar
O Las tablas relacionadas con la secuencia de aminodcidos y/o nucledtidos, ai en la
forma electronica no cumple con los requerimientos técnicos provistos para el anexo

C-bls de ias instrucciones administrativas.
O Ver recuadro suplementario para mayores detalles.
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Solicitud intemacional No.

INFORME DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL PCT/US2004/022704
1. Declaracién
Novedad (N) Realvindicaciones 1-28 8l
Reivindicaclones NO
Nivel inventivo (NI) Relvindicaclones S
Reivindicaciones 1-28 NO
Aplicacion Industriai (Al} Relvindicaciones 1-8,11-28 ]|
Relvindicaciones NO

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

Ver hoja anexa




INFORME DE EXAMEN 5 Solicitud Intemacional No.
PRELIMINAR INTERNACIONAL PCT/US2004/022704

ll. No establecimiento de opinién (CONTINUACION)

1. Les relvindicaclones 9 y 10 se relacianan con un objeto considerado por esta autoridad
astar cublerto por los provisos de la regla 7.1 {lv) PCT. En consecuencla, no se formulara
opinién con respecto a la aplicacldn industrial del objeto de dichas relvindicaciones (artfculo 34
(4) (a) (i) del PCT.

2. Las relvindicaclones 1 y 2 y 3-28 (relaclonadas con relvindicaciones 1 y 2) sa relacionan a
alslados de Lewsonia intracallularis definidos por referencla a propiedades o caractsristicas
deseablas a saber, alalados que tlenen caracteristicas del depésito ATCC No. PTA-4827 o
PTA-4926. las reivindicaclones cubren todos los mislados que tienen esas caracteristicas,
mientras que la solicltud proves sustento dentro del significado del articulo 8 del PCT ylo
revelacién dentro del significado del articulo 5 del PCT para alslades con depdsito ATCC No.
PTA-4027 o PTA-4925. en el presents caso, las reivindicaclones al carecer de goports al igual
que la solicitud carece de revelacién, es Imposible llevara a cabo una bisqueda significativa
sobre el total de las reivindicacionea. Ademés dae lo anterior, la solicitud no es clara (articulo 8,
PCT). se hace un Intanto por definir los aislados de Lawsonia Intracellularis por el resultado a
consegulr. De nusvo, asta felta de clarided, hace Impoasible reallzar una bisqueda significativa
sobre el total de la materia reivindicada. En consecuencla, la bisqueda y el examen se han
llevado a cabo para aquellas partes da las relvindicaclones que parecen ser claras, sustantadas
y reveladas, @ saber aquellas partes relacionadas con el alsiado de Lawscnla Intracelluiaris
ATCC No. PTA-4927 y PTA-4926.

V. Afirmacién argumentada (continuacién)

3 CITACIONES
Se hace referencia a las siguientes documentos:
D1; US-a-5 885 823 (KNITTEL JEFFREY P ET AL) 23 Marzo 1909 (1988-03-23)

4. Novedad

1. Ninguno de los documantos cliados revela eepecificamente aislados da Lawsonia
intraceliularis con depdsito ATCC No. PTA-4827 o PTA-4820. Por lo tanto, las relvindicaclones 1
y 2 y 3-28 todas relacionadas con aislados da Lawsonla Intrecellularis se consideran nuevos.

2. La presente solictud satlsface el criterlo del articulo 33 {2) PCT porqua el contenldo de
las melvindicaciones 1-28 es nuevo con respecto al arie previo como se define en las
regulaciones (regla 84) (1)-(3) del PCT).

5. Nivel Inventivo

1. Para el andlisls de nivel invantivo de las reivindicaclones 1 y 2, relaclonadas con un
alslado virulento de Lawsonla Intracellularis con depdsito ATCC No. PTA-4827 y alalado da
Lawsonia intracellularis con depdsito ATCC No. PTA-4028, D1 se considara que repressnta el
esiado del arte mas cercano y revela un aislado virulento y no virulento de Lawsonla
intracsliularie con depdsito ATCC No. 55872 y 55783, derivados de del Intestino de cerdos
Americanos con enteropatia porcina proliferativa usando el mismo método como en Ia
presente solicltud (ver ejlemplo 1). El contenido de les relvindicaclones 1 y 2 se diferencian en

s
- e "-1
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que un aislado de Lawsonia‘"ihﬁ'amllulaﬂs virulento y no virulento son relvindicados, derivados
da los intestinos de un cerdo de tipo Europeo con enteropatia porcina proliferativa {ver pagina
18, linea 20-21 de la presents solicltud).

2, El problema a resclver por el contenido de las relvindicaclones 1 ¥ 2 puede ser
considerado como la provisién de un carde con enteropatia porcina proliferativa con origen
alternativo. La solucién serla la provision de un cerdo de tipo Europeo con enteropatia porcina
proliferativa.

3. Esta soluclén no puade conslderase que repreasnts nivel Inventivo (articulo 33 (3) del
PCT). Ya gue serla obvio para una persona versada en la materia usar un cerdo con
entaropatia porcina prolifsrativa de origen Europeo para aislar Lawsonla Intraceliularis
causando enteropatia parcina proliferativa porcina en animales Europecs y usar esta bacterfa
para la produccién de una vacuna para una mejor protaccién de animales Europecs en contra
de enteropatia porcina profiferativa.

4, Por lo tanto, el objeto de las relvindicaciones 1 y 2 no se consideran inventivas.

5. Las composiclones para vacuna de las reivindicaclones 3-8 no son inventivas porque
D1 ravela también compoeiclones que compranden un sislado de Lawsonia Intraceliularts
virulento suprimido derivados de un cerdo tipo Americano con entsropatia porcina proliferative,
el cual sa puede usar en combinacién con otras vacunas. (Var columna 2, linea 34-41; columna
3. Ilnea 24-50). Para las mismas razones Indicadas arriba, el uso de un aislado de de cerdo de
tipo Europeo con enteropatia porcina proliferative no 88 considera Inventivo. Serla también
obvio para una persona versada en la materla combinar esta vacuna con material antigénico de
otros paifgenos.

8. D1 revela un método para producir una vacuna, un método para cultivar Lewsonla
Intracellularlg, un matodo para diagnosis de enteropatia porcina proliferativa cormaspondienta
con los métodos de las reivindicaciones 11-24, 26-27 de la presants solicltud {ver D1, columna
2, linea 18-58; columna 3, linea 44-58; columna 4, lInea 2-10, 57-87; columna 5, linea 1-8;
columna 8, linea 62-columna 7, linea 8; columna 7, linea 20-33, columnas 8, linea 29-35,
columna 8 linea 57, columna 8, linaa 1, columna 30-44). La diferencia de D1 con la prasenta
solicitud es que en esos métodos se usa un alslado de lawsonla Intracellularis derivado de lca
Intestinos de cerdos tipo Americano con enteropatia porcina proliferativa. El objeto de las
relvindicaciones 11-24, 268-27 diflere en que se usan [os aislados de Lawsonla intraceliularis
derivados de los Intestinos de un cardo tipo Europeo con enteropatia porcina proliferativa. Por
ias razones ya expuestas, las relvindicaciones 11-24, 28-27 no sa consideran inventivas.

7. La relvindlcacion 25 para productos definidos en términos de un proceso de
manufactura son admisiblea slempre y cuando los productos como fales cumplan con los
requisitos de patentabilidad, |.e. entre otros que saan novedosos e Invantivos. En vista de D1, el
aisiado lofiiizado y atanuado de la relvindicacién 25 no se considera Inventive va que D1 aﬁrma
que |as vacunas que comprenden Lawsonia intracellularis se pueden liofilizar (ver columna 3,
linea 44-50).

8. La relvindicacion 28 no se considera Inventiva ya que esta método para producir
antlsuero contra una bacteria es conocido por una persona varseda en la mataria.
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9. La presente solicitud por lo tanto, no cumple el criteric de nivel Inventivo para las
reivindicaclones 1-28.

8. Aplicacién Industrial

Para Ia evaluacién de las relvindicaclones © y 10 acerca de sl tene aplicacidén Industral, no
oxlste aiterlo unificedo en los estados contratantas del PCT. La patentablidad puede ser
tamblén dependlents tras la formulacidn de las reivindicaciones. La EPO por ejemplo, no
reconoce objeto da aplicacidn Industrial las relvindicaclones de uso de un compuesto en
tratamlento médico, pero pueds permitir, sin embargo, relvindicaciones de un compuesto
conocido para primer uso en el tratamiento médico y o uso de tal compuesio para la
manufaciura de un medicamenio para un nuevo tratamlsnto médico.

Vil Clertas observaciones

7.4 La solicitud no cumple con los requisitos del articulo 6 del PCT porgue las
relvindicaciones no son claras por las sigulentes razones:

7.2 La expresién "que tiene todas las caracteristicas que !dentifican™ usado en las
relvindicaclones 1 y 2 no es claro y por esta razdn las relvindicaclones 1y 2 no son claras.

7.3 La relvindicacldn 3 no es clara ya que se relaclona con una vacuna que comprende
un aislado virulento de Lewsonla Intracallularis y tamblén se reflere eméneaments & alslados no
virulentos de la relvindicacion 2.

T4 La relvindicaclén 4 no es clara ya que se refiers a una composicién de vacuna de la
relvindicaclén 3 que comprende un alsiado virulento suprimido. La reivindicacién 4 ademés
especifica que esta composicién comprende una cantidad especifica ds un alsiado no
virulento.

7.5 El tdrmino " aproximadamente® usado en las reivindicaclones 4, 10, 11,15-17,20 es
indefinido y por lo tanto hace que el alcance de las relvindicaclones no sea claro; por lo tanto se
requiers una modificacién de las relvindicaclones.

76 La expresién “por un tiempo suficlente para producir un alslado atenuado” usado en
las relvindicaciones 13 y 21 no es claro ya que define el objeto de lae reivindicaciones en
términoe de un resultado a conaseguir y no presenta caracteristicas técnicas esaenclales.

W



INLERNAILIJNAL DEAMUT HEFUMI

m el Applation No
PL17US2004/022704

T AGIKI9702  Cl2N1/20

| According io intermationsl Patant Classificasion (I°C) or io both national ciassifiesiica and PC

B. NELDS SEARCHED

Ninknum documeniation seerched (cesaitication
IPC 7 AB1K C12N GOIN

wyoiam lolowed by classification aymbols)

Docanentstion sasthod othar Yhan mihimien documeniation to #he stant thel such docurmanis sre included 1n the finkis searvhad

Eloctronic dai bse conauftes during the iniemstionnl sserch (name of Gata buse and, Wher pradicel, asisch tarte (sad)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTS CONBIDERED TO RE RELEVANT

Calngory * | Caiion of documeni, with inclioution, where appropriste, of the relsvant passages

cited 1n the application
abstract

column 2, 11nes 18-58
column 3, 1ines 44-58
column 4, 1ines 2-10
column 4, Tines 57-67
column &, Tines 1-8

column 7, 1ines 20-33

column 17, 1ines 3044
claims 1-17

column 6, 1ine 62 - column 7, 1ine 6

column 8, 1ine 29 - T1ine 35
column 8, 1ine 57 - column 9, 1ine 1

X US B 885 823 A (KNITTEL JEFFREY P ET AL) 1-28
23 March 1999 (1999-03-23)

-)—

[:] Puuthar documants ave Asted In the contimualion of bo .

ﬂi] Putant femily mambers are Ruled iy sanex.

\ater than the fiortty dele clabned

S ama— T e e et b st
A Mﬂbﬂ.ﬂrm&ﬂh AR which is not aad 16 Uncieretand tie principls or theory undariying the
Lo -ﬁgmmmﬂ-ﬂuhm "¢ document of pasticuter ;
b G:l..{lﬂhlilﬂl mmﬂw ﬂm: m:mmhﬂ:‘mh ﬂlnhlm
o 1o etabien e duts of r of particuder reievance; the
cltion or gther special mason (a8 Spackind) canncl be considered io ivolve an ket siap whan the
'Or documsnt refaning 1o an oral disciostes, ups, axhitiian or docurnant s combined with ons or mom other such doci~
ather meany manty, sigh being olvious lo & parson shilled
P documant pubiishad prior to the Inlmations! fing dase bt hthamt

v docuinant mamibar of the sme peient family

Dats of the scius! compiation of the inlemationsl searzh

15 October 2004

Dale of maling of ihe Nismations) search mport

03/11/2004

Nams and maiing sdirees of the (BA
Europsan Patent Oifice, P, 5518 Patantiesn 2

N1~ 2280 HV
Tel (+31 ™
F.J&,dﬁkgazzh 31 851 apon,

No&, V¥

Farm POTASA/Z10 (uaoand sheet] (erunry Sn04)

W



g e nes RS PPN Y WL AN S D Al weR e

] nal Applicstion Ne
P. 1, JS2004/022704

[ CiCantinustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BR RELEVANT

Category *

Caulion of documant, with incioation, where spprogriie, of the relevant paspes

Ralovant o cialm No.

US 5 714 375 A (KNITTEL JEFFREY P ET AL)
3 February 1998 (1998-~02-03)
cited in the application

column 1, 1ine 60 - column 2, 1ine 51
cotumn 3, lines 13-23

column 3, 1ine 66 - columpn 4, 1ine 17
column 6, 1ines 4-8

column 6, 1ines 26-34

column 7, Yine 38 - 1ine 42

cotumn 8, Tines 1-17

example 5

KROLL 9 J ET AL: "Efficacy of an
avirulent Lawsonia intracellularis vaccine
in swine”

ABSTRACTS OF THE GENERAL MEETING OF THE
AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOAY,

vol. 101, 2001, page 747, XP008006344
& 101ST GENERAL MEETING OF THE AMERICAN
SOCIETY FOR MICROBIOLOGY; ORLANDO, FL,
USA; MAY 20-24, 2001 .
ISSN: 10602011

abstract

1,2,9,
11

13418,
17-22.
26,27

Frar ACTABARA (canimmiien of asomnd shaal) Llemasey 2004)

g



1ationa) appileation No. flo
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2004/022708

BoxH Observations whare certain claims were found unsssrchabile (Continuation of item 2 of firet gheet)

This intamational Bearch Raport has not bsen established In respact of certain claims under Article 17(2)(a) for the following ressons:
1. [x] comtma Noa:
beostes they reials in subject matter not requined to be esarched by this Authortty, namely:
Although claims 9,10 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.
2. [:] Claime Nos.:

bacaunss relate of the Intamational Application thet do th the prascribed requiremanta
mﬂmﬂm%llnﬂnﬂmﬂ%mum&m{m&“ﬂ# the to such

8. [ ] cuime voa:

beosuse ihey ere depsndunt cleimiy snd are not drafied in accordance with the sscond snd thind santences of Rule 8.4(a).

Box Il Observetions where unity of imvention Is lacking (Continuation of itam 3 of first shaet)

This intemational Searching Authortty found mulipie lvantians in this irlsmational eppilcetion, as follows:

1. [:] As ol reuired acdiional ssarch facs wars imaly paid by the applicant, this Intemational Baarch Feport covers el

2. As all saarchable claims could be ssarched without sffort a0 ackfional foe, this Au did
D of any oy usiitying thorlty did not invits peymant

s D An only soma of the maquirad addiional ssarch 1606 ware timely paid by the applioent,

covers only thoas alaima for which fase wers paid, specifically clakns Noa.: e In '

s Im acitons!

ssarch fos he appilaant. Cansequently, this inismational Search Raport
uummmummmmum'hcgmm;“ .

Remark on Protest

D The ackdiional search faes were aocompanied by the appiicant's proimat.

D No proeet sccompanied the paymant of adkiitional saarch fesa,

Form PCTASA/210 {continuation of fist sheat (2)) (Januery 2004)



HYLETFIFLM | IV I Wil WSS 1 ikl wFEl

e el Applestion Ne

mation an patert farly members PL., JS2004/022704
document Publicalion Paent tamfty Publiostion
d::l.hn :nunmmm date member(s) deln
Us 5885823 A 23-03-1999 US 5714375 A 03-02-1998
' AU 717045 B2 16-03-2000
AU 6262796 A 24-12-1996
BG 64292 Bl 31-08-2004
BG 102130 A 30-09-1998
BR 9608338 A 05-01-1999
CA 2222643 Al 12-12-1996
N 1167146 A 10-12-1997
€z 9703899 A3 15-07-1998
DE 843818 T1 28-11-2002
EP 1403643 Al 31-03-2004
EP 0843818 Al 27-05-1998
ES 2173055 T1 16-10~2002
HU 9900884 A2 28-07-1999
D 17131 A 04-12-1997
JP 11507225 T 29-06-1999
NZ 319994 A 28-01-2000
PL 325872 Al 17-08-1998
RO 118885 B1 30-12-2003
WO 9639629 Al 12-12-1996
US 5714375 A 03-02-1998 AU 717045 B2 16-03~2000
AU 6262796 A 24-12-1996
BG . 64292 Bl 31-08-2004
BG 102130 A 30-09-1998
BR 9608338 A 05-01-1999
CA 2222643 Al 12-12-1996
cZ 9703899 A3 15-07-1998
DE 843818 T1 28-11-2002
EP 1403643 Al 31-03-2004
EP 0843818 Al 27-05-1998
ES 2173055 T1 16-10-2002
HU 9900884 A2 28-07-1999
JP 11507225 T 29-06-1999
NZ 319994 A 28-01-2000
PL 325872 Al 17-08-1998
RO 118885 Bl 30-12-2003
Wo 9639629 Al 12-12-1996
us 5885823 A 23-03~1000

Foum PCTASAZ210 fnstant temily ennex) Qlarnaty 2004)

L



| PC1/7US2008/022/08

P T AGTRI0702  “ClzN1/20

Accordiog lo intamations! Peiant Classificasion {IPC) or Lo both nationsl classification and PO

B, FELDS SEARCHRD

Afirmuan documaniniion ssarched (dagelicetion
IPC 7 A61K C12N 6&O1N

wystam folowed by clamiication symbois)

Documaniution ssarched other than minkmum documantalion to the axiant thal such documants wes inchided In the Nalds searched

Eloctronc dvia bose consulled uring The Inemational saarch (name of data base s, whete praclical, ssarch ierms usad)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTE CONBIERED TO BE NELEVANT

Categrey * | Clntion of document, with indicaion, where approprists, of the relsvan! pessages

23 March 1999 (1999-03-23)
cited 1n the application
abstract

cotumn 2, 1ines 18~58
column 3, 1ines 44-58
cotumn 4, 1ines 2-10
column 4, Tines 57-67
column 5, Yines 1-8

column 7, Tines 20-33
column 8, 1ine 29 - 1ine 35

column 17, 1ines 30-44
claims 1-17

X US 5 885 823 A (KNITTEL JEFFREY P ET AL)

column 6, 1ine 62 - column 7, 1ine 6

column 8, 11ne 57 - column 9, 1ine 1

1-28

-

[:] Further documaents are Ssted in tha condinfion of bok C.

E Pubent tumily marmbacs ey fsled by snnex.

* Spacial casgories of chad documants ;

A m_uh?:-mmun art which s sot

b n-l;ra:mmuucnwmrh International

Rl oy K M
chialion or othar specis] reason (v spacified)

*O’ docune rafurring o an ovel disclosse, uss, sxhBilion ar
olher masns

N wprﬂp&hhw fling dede but

Dese of the sciusl completion of the nlarnations] swarch

15 October 2004

03/11/2004

Nyme snd maling addrass of the A
Emm::ﬂvﬂm:,l'-lmll'ma

“- A
Tal [+
Fu(ml-_?%mmaluimu

Nod, ¥

Farm PCTABARY) {smwne shant) {luamry 2r04)




| Po., us2004/022704

C.{Continusiion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Cliation of documnant, with Indication, whers appropeiats, of the relevan! passages

Ralavant o ciaim No.

X

US 5 714 375 A (KNITTEL JEFFREY P ET AL)
3 February 1998 (1998-02-03)
cited in the application

column 1, 1ine 60 — column 2, line 51
column 3, 1ines 13-23

column 3, 1ine 66 — column 4, Yine 17
column 6, lines 4-8

column 6, 1ines 26-34

column 7, 1ine 38 - 11ne 42

column 8, 1ines 1-17

example 5

KROLL J J ET AL: "Efficacy of an
avirulent Lawsonia intracellularis vaccine
i{n swine®

ABSTRACTS OF THE GENERAL MEETING OF THE
AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLO&Y,

vol. 101, 2001, page 747, XPD0B8006344

& 101ST GENERAL MEETING OF THE AMERICAN
SOCIETY FOR MICROBIOLOGY; ORLANDO, FL,
USA; MAY 20-24, 2001

ISSN: 1060-2011

abstract

1,2,9,
11

13-15,
17-22,
26,27

Fren FCTARAATO fooniirusiion of weiond shast! Clamumey 594}



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 1 v 17 Uauut uess Ut \lq

Box I Ohsarvations whsre cartain clains wers found unsearchabie (Continuation of item 2 of firat sheet)

This tnternational Search Report has not been astablished In respect of certain claime under Article 17(2)(x) for the fallowing reasons:

1. Claima Noa.
becuuse they reizis to subject mattar not required to be searchad by thia Authority, namely:

Although claims 9,10 are directed to a2 method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried cut and based on the alleged
effects of the compound/composition.

E'Dueu:humw of the Wntemational Application thet do ot comply With the prescribed recuiramants
.,m‘m'.,, llmm&hmﬁmm o such

a E] Claimg Noa;
bacause thay ane dapandent claima and ane not drafied in accondancs with the sscond and thind sentances of Rula 6.4(g).

Box Il Observations whare unity af invention I lacking (Continuation of tam 3 of first shest)

This intemational Searching Authority lound multipie invantions in this iIntamational appication, as follows:

1. D unmwmmmmwwumulmmmmﬂ

2, As all psarchable ciaime oould be ssarched without .
DM“ Ay » affort justitying an additional fae, this Authority did not Invite payment

a Aa only some of the addiianal sasrch foas the
oy hote mql: frefmeiiiory mmmﬁlmmnmmm

Ramark on Protest Dmmmmmwwumm

D No proisat eccompaniad the payment of additionsl saarch fees.

Form PCTASA/210 (continuation of firat sheat (2)) { lanuery 2004)



RSN O PULATI VEENAY FIENTUDW

| PL., JS2004/022704

Patent documant

Publication Patnt tamity Pulicaiion

dind in ssarch port dats membaer(s) dals

US 5885823 A 23-03-1999 US 5714375 A 03-02~1998
AU 717045 B2 16-03~2000
AU 6262796 A 24-12-1996
B& 64292 Bl 31-08~-2004
B& 102130 A 30-09-1998
BR 9608338 A 05-01-1999
CA 2222643 Al 12-12-1996
CN 1167146 A 10-12-1997
14 9703899 A3 15-07-1998
DE 843818 T1 28-11-2002
Ep 1403643 Al 31-03-2004
EP 0843818 Al 27-05-1998
ES 2173055 T1 16-10-2002
RU 9900884 A2 28-07-1999
ID 17131 A 04-12-1997
JF 11507225 7 29-06-1999
NZ 319994 A 28-01-2000
PL 325872 Al 17-08-1998
RO 118885 Bl 30~-12-2003
WO 9639629 Al 12-12-1996

US 5714375 A 03-02-1998 AU 717045 B2 16-03-2000
AU 6262796 A 24-12-1996
BG 64292 B1 31-08-2004
BG 102130 A 30-09~-1998
BR 9608338 A 05-01-1999
CA 2222643 Al 12-12-1996
Lo 4 9703899 A3 15-07-1998
DE 843818 T1 28-11-2002
EP 1403643 Al 31-03-2004
EP 0843818 Al 27-05-1998
ES 2173055 T1 16-10-2002
HU 9900884 A2 28-07-1999
JP 11507225 T 29-06-1999
NZ 319994 A 28-01-2000
PL 325872 Al 17-08-1998
RO 118885 Bl 30~-12-2003
] 9639629 Al 12-12-1996
us 5885823 A 23-03-1999

IFown PCTASA/Z10 (pubent Eemily srnvex) lernuary 2n04)

15



SUPERINTENDENCIA DE INDUGTRIA Y COMERCID / Zé

NIT : BOO17408%-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA : O - 4,487 B | s
FECHA : ENERD 25 DE 2006 i 1 e AMUIKIA T AL
Raicecion 1 0GBEA758  SissBiul Folios: 1¥7
Focka 000): AME-1-25 1o
Tramite 1 11 FCI-AMIT 9 FAE LY 411 PREBI:
Dependencia: 2900 SIVISION B MLWWS CRECTES

it CONSIGRACION Itils

DEPOSITANTE TIPD PASD BANCO CUENTA No. PABD FECHA PED Vr. PABO

A

\ - -
CAVELIER ABDBADDS CONSIBNACION  BANCD POPULAR  050-00110-6 36494409  23/01/2006 34,365,180.00

3 C O NCEPT O IR

‘.IT. RENTIBTICO COMCEPTO TOTAL COMCEPTO
1 30003-01-01 SOLICITUDES | TRANITES DE SOL. DE PATENTE DE IN §43,000.00
TOTAL @ ] 453,000.00

SON:  CUATROCIENTOS SESENTA Y TRES NIL PESOS

/

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

Mo 1s14a- 2009



s

, SPERIBUGTRIA Y CORERLD - (&t
Hadicirran : BBG/Y  RANGWY

Falinsy (7

pegdrd X
: 47 EE WCT 411 PRESEMTAL:
Dserdencia: Eyesy BIVISIN BE NEWS (REAINE

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propledad Industrial
Divisidn de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

USUARIO

PATENTE DE INVENCION ( /)/MODELO DEUTLDAD () ()

-Indicaclén de que so solicita la concesalén de una patents. {
-Datos de Identificaclédn del sollcltants o de la persona que se
presenta la solicitud.

-Descripcitn de la Invencién.

-Dibujos de sar astos periinentes.

-Comprobante de Pago de las tasas establecidas.

— g ey gy

COMPLETA  { INCOMPLETA { ) |

DISERO INDUSTRIAL  ( )

-Indicacién de que se solicita el registro de Disafio Industrial. (
-Datos do idantificacidn del sollcitants o de la persona que se

presenta la solicitud. (
-Representacidn grifica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra

del Material que Incorpora el disefio. {
-Comprobante de Pago de ins tasas establecidas. (
COMPLETA ( ) INCOMPLETA { ) (

ESQUEMA DE TRAZADO ( )

-Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industriul. {
-Datos de identificacién del solicitants o de la persona que se

presenta la solicitud. (
-Repressntacién grifica del Esquema Trazado. (
-Comprobants de Pago de las tasas establecides, {
COMPLETA ( ) INCOMPLETA { ) (

Firma Responsable: 1@\

)

gt g R

Fecha: /

v

(
()

v

()

()



-t

CAVELIER ABOGADOS COLO 151408410010 iD-005

T

“Industria y Comercio B — mm-,—-m "R
SUPERINTENDENCIA %amﬁ? i W

omite 2 611 PPN mmem ALt WEBM
wmmmrmmmm

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT J
ENTRADA EN FASE NACIONAL 2106 -02-25
30L|C|TUD DE:
@ B Patente de Invencién. D Patente de Modelo de Utilidad.
[ capltuio. ' 5 Capitulo 1.
Nombre: BOEHRINGER INGELHEIM

VETMEDICA, INC

) sociedad constitulda y existents bajo las
SOLICITANTE | |05 del estado de Missour, Estados

(7). " { Unidos de Amédica. IDENTIFICACION
' C.C. O nr L
Direcclon: ggz} a:::: Belt Highway CE. 0 : [
Missouri 64508-2002 Cual _ _
1 Estados Unidos de América. - .
- . ) Numero

Domiclito: St Joseph -
Missouri 64506-2002

. Estados Umdoe de América, _
@ " INombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccidn: Carrera 4°. No. 72-35 C.C. B NIT C
Telafono: 347 3611 .
REPRESENTANTE| . 211 88 50 CE. 3 Ofro C
O APODERADO {e . clientesgcamyp com. Cual __
Domicflio: Bogota, Colombia. Nimero 436018 T.P 319829
1. Michael B ROOF 2. ‘1':;'.',‘{": KlfgﬂL.";e
3222 Tupelo Circle, P
Urbandale
INVENTOR (ES) | lowa 50016 lowa 50323

3. Joffrey P KNITELL
4400 Philodendrom Court
Melbourne
Florida 32034
Estados Unidos de América

G PCT (86)

Solicitud Intemacional No. PCT/US2004/022704 / Fecha: 15 de julio de 2004 /
Publicacion Intemacional No. WO 2005/011731 A1  Fecha: 10 de febrero de 2005

Titul (54)
LAWSONIA INTRACELLULARIS DE ORIGEN EUROPE _Y VACUNAS, AGENTES

E DIAGNOSTICO Y MET D _S DE USO DE LOS MISMOS
@ Clasificacién Intemacional (51) AG1K 39/02/C. 118 120, AS44 3/ W6, IS




10

15

30

47

Lo que se reivindica es:

1. Una cepa clinica virulenta de Lawsonia intracellularis, en la que dicha cepa clfmica
virulenta es la cepa clinica de Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el
n° PTA-4927. 0 -una cepa clinica de Ldwsonia intracellularis con todas. las
camactetisticas que identifican a la cepa clinica depositada en la ATCC con el n® PTA-
4927.

2. Una cepa clinica avirulenta de Lawsonia intracellularis, en Ia que dicha cepa clinica
avirulenta es la copa clinica de Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el
n® PTA-4926 o una cepa clinica de Lawsonia intracellularis con todas las
caracteristicas que identifican a la cepa clinica depositada en la ATCC con el n® PTA-
4926.

3. Una vacuna para la inmunizacién de un amimal, que comprende una cantidad
farmacéuticamente eficaz de una cepa clinica virulenta muerta de Lawsonmia
intracellularis, en la que dicha cepa clinica virulenta es la cepa clinica virulenta segin
1a reivindicacién 1 o la reivindicaci6n 2, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4. La vacuna segin la reivindicacién 3 en la que la cantidad farmacéuticamente eficaz de
ia cepa clinica avimlenta de Lawsonia intracellularis es de aproximadamente una
TCIDy, de 10° hasta aproximadamente una TCIDsq de 10° por dosis. '

5. Una vacuna pama Ia inmunizacién de un animal, que comprende la cepa clinica
avirulenta de Lawsonia intracellularis segiin la reivindicacién 2 y material antigénico
procedente de al menos uno de -los siguientes patégenoa: especies del género
Salmonella , especies del género Erysipelothrix , especies del género Haemophilus,
especics del género Mycoplasma, especics del género Leptospira, especics del género
Clostridium, especies del género Streptococcus, especies del género Brachyspira,
circovirus, virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS), virus de la
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisifn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia da Patentes {PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La golicitud no contiene 1la copia del documentc en que consta la cesibn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declsifn 486.

2. La pgolicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de loa
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsigulentas del C8digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento gqus acredita la
existencla y representacién legal de la socliedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la DeclsiSn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notlficacién del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderd su laclém.

Motifiquese el presente of
a), del capitulo

a lo dispuesto el numeral 5.2, literal
titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA
Jafe de la;

BSPEDES DE VERGEL
g8lén de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por £fijaciém lista de
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