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ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE-HAEMOPHILUS
PARASUIS YACCINE AND METHODS OF USING THE SAME

BACKGROUND OF THE INVENTION

Field of the Invention

The present invention is concerned with & vaccine for Erysipelothrix Rhusiopathiae (E.
rhusiopathiae) and a vaccine for Haemophilus Parasuis (H. parasuis). More particularly, the
present invention is concerned with a vaccine for conferring effective immunity against E.
rhusiopathiae and H. parasuis and methods of maling the same. Still more particularly, the present
invention is concerned with a vaccine which can be administered in a single dose and provide a
duration of immunity (DOI) of a desired length. Even more particulerly, the present invention iz
concemmned with a single dose vaccirlne which provides a DOI equivalent to the average life span of
an animal receiving the vaccine,
Description of the Prior Art

E. rhusiopathiae is a gram-positive bacteria that is pathogenic to over 50 species of
vertebrate and invertebrate animals including swine, sheep, lambs, cattle, ducks, turkeys, and
humans. H. parasuis is a gram-negative bacteria that is pathogenic to many animals, most notably
swine. Vaccines against E. rhusiopathiae and H. parasuis are typically scparate and consist of
multiple doses given over the life span of an animal in order to confer effective immunity against
E. rhusiopathiae and H. parasuis. There currently exists a vaccine against H. parasuis which can
be administered in a single dose but a separsate vaccination against E. rhusiopathiae must still be
given. As is well known in the art, problems with vaccines that require more than one dose include
the time and expense needed to track which animals have received first and/or second or subsequent
doses, to track when the first dose was given, to do the actual vaccination, the increased size of the
enimals between first and subsequent doses, the increased risk of injury to the animal and to the

perzon giving the subsequent doses of vaccine, and the expense associated with providing multiple
doses.
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What is needed in the art is a 1-dose regimen which confers effective immunity to an animal
receiving the vaccination wherein the vaccine provides an extended DOI longer than is presently
available through vaccines. 'What is further needed is a vaccine against E. rhusiopathige that is
administered in a single dose and provides a DOI of about six months. What is still further needed
is a vaccine against E. rhusiopathiae and H. parasuis that provides a DOI of about six months after

just a single dose of the vaccine.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention overcomes the deficiencies of the prior art and provides a distinct
advance in the state of the art. In particular, the present invention provides a vaccine which can be
administered in a single dose and which provides one or more of the following: 1) confers effective
immunity against E. rhusiopathiae; 2) decreases the risk of developing clinical signs of E.
rhusiopathiae infection; 3) induces an immune response against E. rhussiopathiae; and 4) has & DOI
of at least four months, more preferably at least about five months, and most preferably at least
about six months. The present invention also provides a combination vaccine that provides one or
more of the following: 1) confers effective immunity against E. riusiopathiae and/or H. parasuis;
2) decreases the risk of developing clinical signs of E. rhusiopathiae and/or H. parasuis through a
single dose of vaccine; 3) induces an immune response against E. rhusiopathiae and/or H. parasuis;
and 4) provides a DOI agsinst E. rusiopathiae and/or H. parasuis of at least about four months,
more preferably at least about 132 days, more preferably at least about 5 months, and most
preferably at least about six months or at least ebout 162 days, Preferably, the combination vaccine
can also be given as a single dose,

The E. rhusiopathiae vaccine includes a bacterial component of inactivated E. rhusiopathiae
bacteria and a suitable adjuvant. The adjuvant can be selected based on the method of
adminigtration end may include mineral oil-based adjuvants such as Freund's complete and
incomplete adjuvant, Montanide incomplete Seppic adjuvant such as ISA, oil in water emulsion
adjuvants such as the Ribi adjuvant system, syntax adjuvant formulation containing muramyl
dipeptide, or aluminum salt adjuvants, Preferably, the adjuvant is a mineral oil-based adjuvant, most
preferably ISA206 (SEPPIC, Paris, France). The composition may also include any one or
combination of pharmaceutically acceptable carriers or excipients including, but not limited to,

2
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buffers, stabilizers, diluents, preservatives, and solubilizers. The vaccine is administered to animals
susceptible to infection by E. Rhusioparhiae, preferably mammals, and still more preferably pigs,
in any conventional manner, including oral, intrenasal, intramuscular, intra-lymph node, intradermal,

'intrapeﬁtoneal, subcutaneous, and combinations thereof, but most preferably through intramuscular
(IM) injection. The amount of the dose for intramusculer edministration is preferably up to about
5 ml, still more preferably between 1 ml and 3 ml, and most preferably about 2 ml.

The combined E. rhusiopathiae-H. parasuis vaccine includes inactivated bacterial
components of both E. rhusiopathiae and H. parasuis, together with a suitable adjuvant. Preferably,
the adjuvant is mineral-oil based, most preferably ISA206. The vaccine is administered to animals
susceptible to infection by E. rhusigpazhiae end/or H. parasuis, preferably mammals, and still more
preferably pigs, in any conventional manner, including oral, intranasal, intramuscular, intra-lymph
node, intradermal, intraperitoneal, subcutaneous, and combinations thereof, most preferably through
intramuscular (IM) injection. The amount of the dose when IM injection is the selected
administration route is preferably up to about § ml, still more preferably between 1 ml and 3 ml, and
most preferably about 2 ml. The amount of E. rhusiopathiae antigen in each dose should be enough
to confer effective immunity against and decrease the risk of developing clinical signs resulting from
E. rhusiopathiae infection to an animal receiving a vaccination therewith. Preferably the amount
of E. rhusiopathiae antigen should be up to about 5 ml, more preferably between about 0.2 to 3 ml,
still mare preferably between about 0.3 to 1.5 ml, more preferably between about 0.4 to 0.8 ml, and
still more preferably about 0.6 ml. The amount of H. parasuis antigen in each dose should be up
to about 5 ml, more preferably between about 0.1 to 3 ml, still more preferably between about 0.15
to 1.5 ml, more preferably between about 0.2 to 0.6 ml, and still more preferably about 0.4 ml. In
a different form of messurement, the amount of H. parasuis antigen in each dose should contain at
least 1.5 x 107 cfu/dose, more preferably between about 1.5 x 10° to 1.5 x 10" cfu/dose and still
more preferably about 1.5 x 10° cfu/dose. In a particulardy preferred 2 ml dose, approximately 0.6
ml is E. rhusiopathiae antigen, approximately 1.0 ml is the adjuvant and approximately 0.4 ml is
the H. parasuis antigen. Preferably, the bacteria are inactivated by conventional inactivation
techniques and especially conventional formalin inactivation techniques.

Vaccines and compositions of the present invention are generally useful for inducing

immune responses in animals as immune response-stimulating therapeutics or prophylactic vaccines.

3
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Preferably, administration of the compositions or vaccines of the present invention results in an
immune response that protects the vaccinated animal in verious ways including a lessening in the
severity or delay in the onset of clinical signs of E. rhusiopathiae and/or H. parasuis infection. Still
?more preferably, administration of the compositions or vaccines results in a reduced risk of
developing clinical signs of E. rhusiopathiae and/or H. parasuis infection, even after exposure or
challenge by virulent forms of E. rhusiopathiae and/or H. parasuis. In particularly preferred forms,
administration of the composition or vaccine results in a complete prevention of these clinical signs.

Various conventional methods can be used to determine if an immune response was induced
in an animal.’ For example, the animal recejving the composition or vaccine can be challenged with
a virulent form of E. rhusiopathiae and/or H. parasuis and observed for the development of clinical
signs of infection for a period of time after challenge. An alternative method of determining if an
immune response was induced by administration of the composition or vaccine would be to assay
a bi logical sample from the animal for antibodies to one or more antigens of E. rhusiopathice

and/or H. parasuis. Such methods are common in the field and appropriate antibody assays could
be determined by those of skill in the art.

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENT
The following examples set forth preferred embodiments of the present invention. It is to
be understood that these examples are provided by way of illustration and nothing therein should
be taken as a limitation upon the overall scope of the invention.

EXAMPLE 1

This example provides data as to the efficacy and duration of immunity against virulent E.

rhusiopathiae following a preferred single dose H, parasuis-E. rhusiopathiae vaccine,
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Materials and Methods

A total of 37 pigs aged 3 to 4 weeks, none of which had been previously vaccinated with
Erysipelothrix bacterins or vaccines, were used for the study leading to this example. Throughout the
study, the animals were provided food sufficient for their size, age and other physical characteristics.
Water was supplied ad libitum. The animals were housed in confinement swine facilities with full or
partially slatl':_e_d floors, mechanical ventilation, and supplemental heat and light appropriate for the age
of the animals.

Two days prior to the study, all of the pigs were given a health exam and vaccinated for
Pseudorabies Virus. On day 1 of the study, the pigs were divided into two groups. Group 1 was
composed of 23 pigs that received one 2mL intramuscular dose of H. parasuis-E. rhusiopathiae
Bacterin with adjuvant ISA 206 (“HPE") (Boehringer Inpelheim Vetmedica, Inc., St. Joseph, MO} in
the left neck on day 1. The E. rhusiopathiae antigen was included in each dose at the rate of 0.6mL
volume of harvest antigen. Group 2, the contro] group, was composed of 14 pigs thet received no
tregtment at all. On days 21, 54 and 161 of the study, all of the animals were bled to monitor
seroconversion to vaccination.

On day 162 of the example, all of the pigs (except for 3 who had died from incidental causes
prior to day 162) were challenged with a virulent strain of E. rhusiopathiae EL-6P, All of the pigs were
then observed for seven days for general health and the clinical signs of E. rhusiopathize. On day 7
following the challenge, all of the animals were euthanized and those showing persistent clinical signs
and/or elevated body temperature for 2 consecutive days typical o;' E. rhusiophatiae sg set forth in 9
CFR 113.67 were necropsied. A necropsy was also performed on all of the animals that died during
the trial. Gross lesions were assessed and recorded, and tissues were collected and sent to laboratory

for bacterial culture.

A summary of the above protocol can be found in Table 1.

10



WO 2005/0418%0 PCT/US2004/036336
Table 1
Day Event
1 Pigs randomized and assigned to groups. Group 1 pigs received HPE and
Group 2 received the non-vaccinated control treatment.
21 All pigs bled.
54 All pigs bled.
160-169 | Daily observation and body temperature 2 days before challenge and 7 days
post challenge.
161 All pigs bled.
162 Pigs challenged with E. rhusiopathiae E1-6P serial #3.
169 End of triel.

Results and Discussion:

All 13 of the pigs from Group 2 were affected and showed elevated body ternperature greater
than 106.5°F, clinical signs of infection by E. rhusiopathiae, or death after challenge with virulent
E. rhusiopathiae. E. rhusiopashiae was recovered from 9 of the 13 pigs from Group 2, and 6 of the
13 pigs from Group 2 died following the challenge. In contrast, 20 of the 21 pigs from Group 1
remained healthy and were protected from the virulent challenge of E. rhusiopathiae 162 days post
vaccination. None of the pigs from Group 1 died following the challenge. There was no E.
rhusiopathiae recovered from the single Group 1 pig that did not remain healthy following

challenge. Table 2 contains morbidity resuits and analysis while Table 3 contains mortality results.
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Table 2 - Morbidity
# Pigs Affected by E. # Pigs Protected from E, Total # Pigs
Rhusiopathiae Rhusiopathiae
Group 1 1 20 21
Group 2 13 0 13
Chi-Square P-Value
Uncorrected: 23.28 .0000014
Mantel-Haenszel: 2242 .0000022
Yates corrected: 19.71 .000009
Table 3 - Mortality
# Pigs Died After # Pigs Survived After Total # Pigs
Challenge Challenge
Group 1 0 21 21
Group 2 6 7 13
Chi-Square P-Value
Uncorrected: 11.77 0006
Mantel-Haenszel: 11.42 0007
Yates corrected: 8.81 .0029

Vaccinates challenged with virulent E, rhusiopathiae 162 days after vaccination were well
protected when compared to controls. 100% of the non-vaccinated controls developed the disease
and 46% died following the challenge. By contrast, a single does of the HPE protected 95% of the
challen ged pigs and none of the pigs that received the vaccine died following challenge. The resulis

of this study confirm the duration of immunity of at least 162 days for the HPE in a single dose

regimen for prevention and control of erysipelas in nursery pigs aged 3 weeks of age or older.

12
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EXAMPLE 2

This example demonstrates the duration of immunity of a preferred single dose vaccine
against virulent H. parasuis challenge after vaccination.
Maserials and Methods:

The study for this example began with 36 pigs aged 3 to 4 weeks, none of which had been
previously vaccinated using H. parasuis bacterin or vaccine. Throughout the example, the animals
were provided food sufficient for their size, age and other physical characteristics, Water was
supplied ad libitum.

On day 1 of the example, the pigs were divided into two groups. Group 1 was composed of
23 pigs that received one 2mL intramuscular dose of H. parasuis Bacterin with adjuvant ISA 206
("HPB") (Boehringer Ingelheim Vetmidica, Inc., St. Joseph, MO) onday 1. The H. parasuis antigen
was included in each dose st the rate of 1.5 x 10° cfu/dose. Group 2, the control group, was
composed of 13 pigs who received no treatment at all.

On day 132 of the example, 11 pigs from Group 2 and 17 of the pigs from Group 1 were
healthy and suitable for challenge with a virulent strain of A. parasuis. The 8 pigs (6 from Group
1 and 2 from Group 2) that did not receive challenge were unhealthy or had died for reasons
unrelated to vaccination. All of the pigs were then observed for seven days for general health and
the clinical signs of H. parasuis. A necropsy was performed on all of the animals that died during
the trial and tissues were taken for bacterial confirmation of the cause of death when deemed
necessary. On day 7 following the challenge, all of the animals were euthanized and those showing

persistent clinical signs and/or elevated body temperature for 2 consecutive days typical of H.
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parasuis were necropsied. Gross lesions were assessed and recorded, and tissues were collected and
sent 1o 8 laboratory for bacterial culture.

A summary of the above protoco] can be found in Table 4.

Table 4

Day Event

1 Pigs randomized and assigned to groups. Group 1 pigs received HPB and
Group 2 received the non-vaccinated control treatment.

130-139 Daily observation and body temperature 2 days before challenge and 7 days

post challenge,
132 Pigs chellenged with H, parasuis.
139 End of trial.
Results and Discussion:

Clinical signs of H. parasuis infection was shown by 8 of 11 pigs of the control group and
necropsy showed that 7 of the 11 had post mortem lesions typical of H. parasuis. A total of 6
control pigs died after challenge, and 5-of these 6 had gross lesions typical of H. parasuis. Severe
clinical signs resulting in terminal recumbency for two or more days developed in two more pigs.
These pigs also had lesions typical of H. parasuis at necropsy. Of the 8 affected control pigs, 6 were
positive for H. parasuis on bacterial culture. The 3 remaining pigs did not show any signs of disease
due to H, parasuis,

In contrast, 16 of the 17 pigs from Group 1 were protected from the virulent challenge of H.
parasuis 132 days post vaccination. One of the pigs from Group 1 died following the cha.i!enge.

There wes no H. parasuis recovered from the single Group 1 pig who died foliowing challenge,
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however, it did have post mortem lesions consistent with the occurrence of the disease. Table 5

PCT/US2004/036336

c-: ntains morbidity results and analysis while Table 6 contains mortality results.

Table 5 - Morbidity

# Pigs Affected by H. # Pigs Protected from Total # Pigs
parasuis H. parasuis
Group 1 1 16 17
Group 2 8 3 11
Chi-Square P-Valye
Uncorrected: 13.68 0002
Mante]-Haenszel: 13.19 .0003
Yates corrected: 6.04 0139
Table 6 - Mortality
# Pigs Died After # Plgs Survived After Total # Plgs
Challenge Challenge
Group 1 1 16 17
Group 2 6 5 11
Chi-Square P-Value
Uncorrected: 843 .0037
Mantel-Haenszel: 8.13 0043
Yates corrected: 6.04 0139

Vaccinates challenged with virulent H. parasuis 132 days after vaccination were well
protected when compared to controls. 73% of the non-vaccinated controls developed the disease
and 55% died following the challenge. By comparison, a single dose of the HPB protected 94% of

the challenged pigs. The vaccinates also experienced statistically significant lower mortality than

10
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controls due to H. parasuis. The results of this example confirm the duration of immunity of at least
132 days for the FIPB in a single dose regimen in nursery pigs aged 3 weeks of age or older.
- EXAMPLE 3

This example describes a preferred method of preparing vaccine in accordance with the

present invention.

Materials and Methods:

The composition of the E. rhusiopathiae-H. parasuis Bacterin includes strains SE-9 and Z-
1517 of E. rhusiopathiae and H. parasuis, respectively. These strains have been dsposited with the
ATCC and have been assigned deposit numbers PTA-6261 and PTS-6262, respectively. The seed
materials of each are identified by characteristic growth patterns, Gram’s stain reactions and
biochemical tests. The virulence of the seed materials is determined by the ability to kill mice
and/or produce clinical signs in susceptible swine.

The composition of the growth media for E. rhusiopathiae is found in Table 7. The
composition of the growth media for H. parasuis is found in Table 8.

11
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Table 7
Ingredient Amount
[ VIPI Salts Solution
Anhydrous Calcium Chloride 0.2g
Anhydrous Magnezium Sulfate 0.2g
Potassium Phosphate Monobasic 1.0g
Sodium Bicarbonate 10.0g
Sodium Chloride 2.0g
RO Water q.8 1000.0mL
25 9% Dextrose Solution
Dextrose 250.g
RO Water q.8 1000.0mL
Production Seed and
Production Culture Media
Beef Paste 2.0g
Proteose Peptone 3 20.0g
Sodium Phosphate Heptahydrate 8.0g
Bacto Yeast 40.0g
Dextroze 8.167g
Tween 80 1.36mL
RO Water q.s 1000.0mL
(note: to prepare the Production Seed and Production Culture Media, the pH should be adjusted to
8.6 by adding 10N NaOH or SN HC} and it should also be heat sterilized.)
/

12
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Table 8
- ient Amount
"59% NAD Stock Solution for
Media
B-Nicotinamide Adenine Dinucleotide 5.0g
L-Cysteine 1.0g
RO Water q.8 100.0mL
2M Tris Solution
TRIS (hydroxymethyl) Amino Methane 121.14.g
RO Water q.5 500.0mL
Production Seed Culture
Media
Tryptic Soy Broth 5.7g
3.6% SAQG 730 Antifoam Solution 1.8mL
RO Water 842.2mL
Heat sterilize and aseptically
add:
Sterile 10X Minimum Essential Medium 95.0mL
Containing Non-Essential Amino Acids
15% Sterile Presh Yeast Extract Solution 9.6mL
5% NAD Stock Solution 9.6mL
Certified Newbomn Bovine Calf Serum 38.0mL
2M Tris Solutjion 2.2mL

(note: 5% NAD Stock Solution should be filter sterilized through 0.2 micron filter and stored frozen.
2M Tris Solution should be heat sterilized and stored cool.)

The strains of both E. rhusiopathiae and H. parasuis seed cultures should be grown in 500
to 20,000 mL vessels. Their production cultures are grown in 20-1000 L vessels. Master and
Working Seeds of both strains should be stored frozen at < -60°C.

13
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To prepare suspensions of E. rhusiopathiae for seeding or inoculation, the Master seed is
returned to the liquid phase and 1 to 2 mL is inoculated into Warking Seed Culture Medis. The
culture is then grown statically at 34 - 38°C for 6 to 24 hours. The cultures are then checked for
purity by colony appearance on 5% sheep blood ager, cell morphology, and Gram’s stain. An equal

volume of stabilizer is added and dispensed into cryotubes for storage.

To prepare suspensions of H. parasuis for seeding orinoculation, the Master seed is returned
to the liquid phase and is inoculated into Working Seed Culture Media. The culture is then stirred
at 34 - 38°C for 12 to 18 hours. The cultures are then checked for purity by colony appearance on
5% sheep blood agar, cell morphology, and Gram’s stain. An equal volume of stabilizer is added
and dispensed into cryotubes for storage.

To inoculate E. rhusiopathiae, 1-12 mlL of Working Seed are inoculated into a glass vessel
containing 500 to 18,000 mL media to prepare Production Seed. Up to 5% (v/v) Production Seed
is inoculated into 15 to 750 L of media in 20 to 1000 L vessels to prepare Production Culture.
Production Cultures are checked for purity by streaking on 5% sheep blood agar, incubating at 34 -
38°C for 24 - 48 hours and observing colony morphology.

To inoculate H. parasuis, 1-10 mL of Working Seed are inoculated into a glass vessel
containing 500 to 18,000 mL media to prepare Production Seed. Up to 7% (v/v) Production Seed
is inoculated into 14 to 750 L of media in 20 to 1000 L vessels to prepare Production Culture.
Production Cultures are checked for purity by streaking on 5%. sheep blood agar, supplemented with
NAD streak, incubating at 34 - 38°C for 18 - 24 hours, and observing colony morphology.

For the incubation of E. rhusiopathiae, Seed Cultures are incubated at 34 - 38°C for 6 to 24

hours aerobically. Production Cultures are incubated at 34 - 38°C for 6 to 12 hours aerobically with

14
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optional agitation. For the incubation of H. parasuis, Seek and Production Cultures are incubated
" at 34 - 38°C for 6 to 18 hours while stirring and with optional sparging with compressed air.
N During the growth petiod for E. rhusiopathiae, pH is controlled by 2M Tris and the cultures
are observed macroscopically during the incubation period for evidence of abnormal growth orsigns
of contamination. The media is turbid prior to inoculation. As growth increases, settling will be
observed. Samples are taken to determine % transmittance. Purity is determined by colony
morphology on 5% sheep blood agar and/or Gram's stain. A macroscopic observation of sufficient
turbidity indicates that the culture is ready for harvest. This will occur between 6 - 12 hours
following inoculation of Production Culture.

For H. parasuis, cultures are observed macroscopically during the incubation period for
evidence of abnormal growth or signs of contamination. Semples are taken to determine direct
counts. Purity is determined by colony morphology on 5% sheep blood agar supplemented with an
NAD streak and/or Gram's stain. A macroscopic observation of sufficient turbidity and a drop in
PH (<7.0) indicates that a culture is ready for harvest. This will occur between 6 - 12 hours
following inoculation of Production Culture.

For both strains, each Production Culture ig sampled for purity testing and percent
transmittance and each Production Culture vessel is prepared forinactivation. For E. rhusiopathiae,
Production Cultures must exhibit typical growth as described, have a percent transmittance of <40%

at 620nm, and be free of any evidence of contamination, For H. parasuis, Production Cultures will

have a microscopic count of 5 x 107 organisms/mL and will be free of any evidence of

contarnination.

15
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Both strains are inactivated by the addition of formalin to the Production Cultures up to 0.5%
{vlv). Inactivation is performed at 20 - 38° for 12 - 72 hours with optional agitation. The
inactivated product is then stored at 2 to 7°C. Inactivation is confirmed by standard techniques.

Adjuvant ISA 206 is added at 30-65% (w/v). The inactivated cultures are emulsified by
homgenization with ISA 206. Sodium bisulfite solution 35% may be added to fractions or product
to neutralize frec fonmaldehyde. Formaldshyde solution may be added to fractions or at assembly
of product not to exceed 0.2% concentration in completed product.

The resulting products can then be concentrated in a sterile closed loop system utilizing a
hollow fiber filtration with a 100,000 molecular weight cut off or by aseptically decanting settled
culture to provide a concentration up to 2 x 10™ organisms/ml..

E. rhusiopathiae is standardized by percent transmittance and concentration. H. parasuis
is standardized by direct count of organisms.

EXAMPLE 4
This example demonstrates the assembly of the different vaccine componentsinto a preferred

vaccine in accordance with the present invention.

Mazerials and Methods:

Vaccine in accordance with the present invention can be made by combining 90,000 mL E.
rhusiopathige culture (which represents 90,000 mL of E. rhusiopathise culture at 40%
transmittance), 56,250 mL H. parasuis culture (which represents 56,250 mL of 4 x 10°
organisms/ml FL parasuis culture), 2,250 mL sterile RO water, 150,000 mL ISA 206, and 1,500 mL
sterile 35% sodium bisulfate solution. Sterile 35% sodium bisulfate solution is also used as needed

16
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to neutralize formaldehyde levels to 0.2% formaldehyde solution. The pH of the resulting mixture
i.s adjusted to 6.2 - 7.2 by the addition of 10N sodium hydroxide or SN hydrochloric acid as needed.

Such a mixture should provide E. rhusiopathiae in & concentration equivalent t0 0.3 -0.9mL

of Harvest Culture at 40% transmittance and at least 1.5 x 10° H. parasuis organisms in each 2 mL

dose.

17
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We claim:
. 1. A composition comprising;
an amount of antigen from Erysipelothrix Rhusiopathige;
an amount of entigen from Haemophilus Parasuis; and

an adjuvant. -

2, The composition of claim 1, said emount of Erysipelothrix Rhusiopathige antigen in
said composition being an amount effective at reducing the risk of developing clinical signs of
Erysipelothrix Rhusiopathiae infection when administered to an animal susceptible to Erysipelothrix
Rhusiopathiae infection.

3. The composition of claim 2, said effective amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae
antigen be;ing up to about 5 ml.

4. The composition of claim 1, said amount of antigen from Haemophilus Parasuis
being an amount effactive at reducing the risk of developing clinical signs of Haemophilus Parasuis

infection when administered to an anima] susceptible to Haemophilus Parasuis infection,

5. The composition of claim 4, said effective amount of Haemophilus Parasuis antigen

being up to about 5 ml.

6. The composition of claim 4, said effective amount of Haemophilus Parasuis antigen
containing at least 1.5 x 107 cf/dose.

18
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7. The composition of claim 1, said adjuvent having a mineral oil base.
8. The composition of claim 1, said composition being effective at inducing an immune
response against infection from a pathogen selected from the group consisting of Hazmophilus

Parasuis, Erysipelothrix Rhusiopathiae, and combinations thereof.

9. A vaccine for reducing the risk of developing clinical signs of Erysipelothrix
Rhusiopathiae infection after a single administration of said vaccine, said vaccine comprising:
an amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen; and

an adjuvant.

10.  The vaccine of claim 9, further comprising an amount of Haemophilus Parasuis

antigen.

11. The vaccine of claim 9, said amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen being
up to about 5 ml.

12.  The vaccine of claim 10, said amount of antigen from Haemophilus Parasuis being
an amount effective at reducing the risk of developing clinical signs of Haemophilus Parasuis
infection,

13.  The vaccine of claim 10, said amount of Haemophilus Parasuis entigen being upto
about 5 ml.

19
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14.  The vaccine of claim 10, said effective amoumt of Haemophilus Parasuis antigen

containing at Jeast 1.5 x 107 cfu/dose.

15.  The vaccine of claim 9, said adjuvant having a minera! oil base.

16.  The vaccine of claim 9, said vaccine reducing the risk of developing clinical signs

of Erysipelothrix Rhusiopathiae infection for at least four months following administration.

17.  The vaccine of claim 10, said vaccine reducing the rigk of developing clinical signs

of Haemophilus Parasuis infection for at least four months following administration.

18.  The vaccine of claim 10, seid vaccine being effective at inducing en immune
response against infection from a pathogen selected from the group consisting of Haemophilus

Parasuis, Erysipelothrix Rhusiopathiae, and combinations thereof.

19. A method of reducing an animal's risk of developing clinical signs resulting from
infection by a pathogen selected from the group consisting of Haemophilus Parasuis, Erysipelothrix
Rhusiopathiae, and combinations thertof comprising the step of:

administering 2 composition to an animal susceptible to Haemophilus Parasuis or
Erysipelothrix Rhusiopathiae infection, said composition comprising an amount of antigen from

Erysipelothrix Rhusiopathiae, an amount of antigen from Haemophilus Parasuis, and an adjuvant,
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20.  The method of claim 19, said administration step being via en intramuscular

injection.

21.  The method of claim 19, said amount of Erysipelothrix Rhusiopathie antigen being

up to about 5 ml.

22.  The method of claim 19, said amount of Haemophilus Parasuis antigen being up to

gbout 5 ml.

23.  The method of claim 19, said amount of Haemophilus Parasuis antigen conteining

at least 1.5 x 107 cfu/dose.

24.  The method of claim 19, said adjuvant having a minera] oil base.

25.  The method of claim 19, said animal's reduction of risk of developing clinical signs

of Haemophilus Parasuis or Erysipelothrix Rhusiopathiae infection lasting for at least 132 days.

26. The method of claim 19, said administering step reducing the animal's risk of

developing clinical signs from Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix Rhusiopathiae infection.

27.  The method of claim 19, further comprising the step of confirming the animal’s
reduction of risk by challenging the animal with a virulent strain of Haemophilus Parasuis or
Erysipelothrix Rhusiopathiae and monitoring said animal for the development of said clinical signs.

21
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28. A method inducing an immune response to Haemophilus Parasuis or Erysipelothrix
.R}msiapdhiae infection comprising the step of:

administering a composition to an enimal susceptible to Haemophilus Parasuis or
Erysipelothrix Rhusiopathiae infection, seid composition comprising an amount of antigen from

Erysipelothrix Rhusiopathiae, an amount of entigen from Haemophilus Parasuis, and an adjuvant.

29.  The method of claim 28, said administration step being via an intramuscular

injection.

30.  Themethod of claim 28, said amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen being
up to about 5'ml.

31.  Themethod of claim 28, said amount of Haemophilus Parasuis antigen being up to
about 5 ml.

32.  The method of claim 28, said amount of Haemophilus Parasuis antigen containing
at least 1.5 x 107 cfu/dose.

33.  The method of claim 28, said adjuvant having a mineral oil base.

34,  The method of claim 28, said animal’s immune response to Haemophilus Parasuis

or Erysipelothrix Rhusiopathiae infection lasting for at least 4 months.
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35.  The method of claim 28, said administering step inducing an immune response
against Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix Rhusiopathiae infection.

36. The method of claim 28, further comprising the step of confirming the animal's
immune response by challenging the animal with a virulent strain of Haemophilus Parasuis or

Erysipelothrix Rhusiopathiae and testing for said immune response.

37. A method of prepering a composition comprising the steps of:
preparing & mixture by combining an amount of antigen from Haemophilus Parasuis, an

amount of antigen from Erysipelothrix Rhusiopathiae, and an adjuvant; and

emulsifying said mixture.

38.  The method of claim 37, said method further comprising the step of inactivating the

source of said antigen from Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix Rhusiopathiae.

39.  The method of claim 37, said Haemophilus Parasuis antigen being derived from
strain Z-1517,

40.  The method of claim 37, said Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen being derived
from strain SE-9.

23
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41. The method of claim 37, further comprising the step of standardizing said

composition to provide known effective amounts of Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix

Rhusiopathiae antigen.

24
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VACUNA PARA ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE-HAEMOPHILUS
PARASUIS Y METODOS DE USO DE LAS MISMAS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la Invencién

La presente invencion esta relacionada con una vacuna para Erysipelothrix
rhusiopathiae (E. rhusiopathiae) y una vacuna para Haemophilus Parasuis (H.
parasuis). Mas particularmente la presente invencion esta relacionada con una
vacuna para conferir inmunidad efectiva contra E. rhusiopathiae y H. parasuis y
métodos para elaborar las mismas. AGn méas particularmente, la presente
invencién esta relacionada con una vacuna que se puede administrar en una dosis
simple y proporcionar una duracién de inmunidad (DOI) durante un tiempo que se
desee. AGn mas particularmente, la presente invencién se relaciona con una
vacuna de dosis (nica que suministra un DOl equivalente al intervalo de vida

promedio de un animal que reciba la vacuna.
Descripcion de la Técnica Anterior

E. rhusiopathiae es una bacteria gram-positiva que es patogena a mas de
50 especies de animales vertebrados e invertebrados que incluyen el cerdo, la
oveja, corderos, ganado, patos, pavos, y humanos. H. parasuis es una bacteria
gram negativa que es patdgena a muchos animales, mas notablemente a cerdos.
Las vacunas contra E. rhusiopathiae y H. parasuis son tipicamente separadas y

consisten de dosis miltiples dadas durante el intervalo de vida de un animal con el
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fin de conferir inmunidad efectiva contra E. rhusiopathiae y H. parasuis.
Actualmente existe una vacuna contra H. parasuis que se puede administrar en
una dosis simple pero subsiste la necesidad de suministrar una vacuna separada
contra E. rhusiopathiae. Como es bien conocido en la técnica, los problemas con
las vacunas que requieren mas de una dosis incluyen el tiempo y el gasto
necesario para hacer el seguimiento de cuéles animales han recibido la primera
y/o la segunda o subsecuentes dosis, rastrear cuando fue dada la primera dosis,
realizar la vacunacién actual , incrementar el tamafio de los animales entre la
primera y las subsecuentes dosis, el riesgo de dafio creciente al animal y a la
persona que da las dosis posteriores de la vacuna, y el gasto asociado con el

suministro de multiples dosis.

Lo que se requiere en la técnica es un régimen de una dosis que le confiera
inmunidad efectiva a un animal que reciba la vacunacién en donde la vacuna
suministra un DOI prolongado mucho mayor de lo que se encuentra actuaimente
disponible a través de las vacunas. Lo que se requiere adicionalmente es una
vacuna contra E. rhusiopathiae que se administre en una dosis simple y suministre
un DOI de aproximadamente seis meses. Lo que se requiere adicionalmente es
una vacuna contra E. rhusiopathiae y H. parasuis que suministre un DOl de

aproximadamente seis meses después de una simple dosis de la vacuna.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién soluciona las deficiencias de la técnica anterior y
suministra un avance diferente en el estado de la técnica. En particular, la
presente invencidn suministra una vacuna que se puede administrar en una dosis

tnica y que suministra uno o0 mas de los siguientes: 1) confiere inmunidad efectiva
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contra E. rhusiopathiae; 2) disminuye el riesgo de desarolio de signos clinicos de
infeccion de E. rhusiopathiae, 3) induce una respuesta inmune contra E.
rhusiopathiae; y 4) tiene un DOl de al menos cuatro meses, mas preferiblemente
al menos cerca de cinco meses y mas preferiblemente al menos cerca de seis
meses. La presente invencion también suministra una combinacion de vacuna que
suministra uno 0 mas de lo siguiente: 1) confiere inmunidad efectiva contra E.
rhusiopathiae; ylo H. paraseis; 2) diminuye el riesgo de desarrollar signos clinicos
de E. rhusiopathiae ylo H. parasuis a través de una dosis Unica de la vacuna; 3)
induce una respuesta inmune contra E. rhusiopathiae ylo H. parasuis, 4)
suministra un DOl contra E. rhusiopathiae ylo H. parasuis de al menos
aproximadamente cuatro meses, méas preferiblemente al menos aproximadamente
132 dias, mas preferiblemente al menos aproximadamente 5 meses, y mas
preferiblemente al menos aproximadamente seis meses o al menos
aproximadamente 162 dias. Preferiblemente, la vacuna de combinacion se puede

dar también como una dosis Unica.

La vacuna contra E. rhusiopathiae incluye un componente bacterial de
bacteria de E. rhusiopathiae inactivada y un adyuvante adecuado. El adyuvante se
puede seleccionar con base en el método de administracion y puede incluir
adyuvantes minerales basados en aceite tales como adyuvantes completos e
incompletos de Freund, el adyuvante Seppic incompleto Montanide tal como el
ISA, tales como los adyuvantes de emulsién de aceite en agua tal como el sistema
adyuvante Ribi, la formulacién adyuvante sintax que contiene muramil y péptido, o
adyuvante de sal de aluminio. Preferiblemente, el adyuvante es un adyuvante
minerai con base en aceite, mas preferiblemente el ISA206 (SEPPIC, Paris,
Francia). La composicion también puede incluir una cualquiera o una combinacion

de portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables que incluyen pero no
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estan limitados a amortiguadores, estabilizadores, diluyentes, preservativos, y
solubilizadores. La vacuna se administra a animales susceptibles a infeccién de E.
rhusiopathiae, preferiblemente mamfiferos y ain méas preferiblemente cerdos, de
cualquier manera convencional, que incluye la oral, intranasal, intramuscular, nodo
intralinfa: intradérmica, intraperitoneal, subcutdnea, y combinaciones de estas,
pero més preferiblemente a través de inyeccion intramuscular (IM). La cantidad de
dosis para administraci6n intramuscular es preferiblemente hasta de
aproximadamente 5 ml ain mas preferiblemente entre 1 ml y 3 ml, y mas

preferiblemente aproximadamente 2 ml.

La vacuna combinada de E. rhusiopathise y H. parasuis incluye
componentes bacteriales inactivados de ambas E. rhusiopathiae y H. parasuis,
junto con un adyuvante adecuado. Preferiblemente, el adyuvante est4 basado en
aceite mineral, mas preferiblemente ISA206. La vacuna se administra a mamiferos
susceptible a infeccion con E. rhusiopathiae y H. parasuis preferiblemente
mamiferos, y alin mas preferiblemente cerdos, de cualquier manera convencional,
que incluye la oral, la intranasal, intramuscular, nodo intralinfa, intradérmica,
intraperitoneal, subcutdnea, y combinaciones de estas, mas preferiblemente a
través de inyeccion intramuscular (IM). La cantidad de la dosis cuando la inyeccién
IM es la ruta de administracion seleccionada es preferiblemente hasta de
aproximadamente 5 ml, y alin mas preferiblemente entre 1 ml y 3 ml, y mas
preferiblemente aproximadamente 2 ml. La cantidad de antigeno E. rhusiopathiae
en cada dosis debe ser suficiente para conferir inmunidad efectiva contra y
disminuir el riesgo de desarrollar signos clinicos que resulten de la infeccion de E.
rhusiopathiae a un animal que recibe vacunacion con esta. Preferiblemente la
cantidad de antigeno de E. rhusiopathiae debe ser hasta de aproximadamente de

5 ml, mas preferiblemente entre aproximadamente 0.2 a 3 ml, ain mas
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preferiblemente entre aproximadamente 0.3 a 1.5 ml, mas preferiblemente entre
aproximadamente 0.4 a 0.8 ml, y alin mas preferiblemente aproximadamente 0.6
ml. La cantidad de antigeno H. parasuis en cada dosis debe ser hasta de
aproximadamente 5 ml, mas preferiblemente entre aproximadamente 0.1 a 3 ml,
aln méas preferiblemente entre aproximadamente 0.15 a 1.5 ml, mas
preferiblemente entre aproximadamente 0.2 a 0.6 ml, y ain méas preferiblemente
entre aproximadamente 0.4 ml. En una forma diferente de mediciones, la cantidad
de antigeno de H. parasuis en cada dosis debe contener al menos 1.5 x 107
cfuldosis, mas preferiblemente entre aproximadamente 1.5 x 10® a 1.5 x 10"
cfu/dosis y alin mas preferiblemente aproximadamente 1.5 x 10° cfu/dosis. En una
dosis de 2 ml, particularmente preferida, aproximadamente 0.6 ml de antigeno E,
rhusiopathiae, aproximadamente 1.0 ml que es el adyuvante y aproximadamente
0.4 ml es el antigeno de H. parasuis. Preferiblemente, las bacterias se inactivan
mediante técnicas de inactivacibn convencional y especialmente técnicas de

inactivaciéon convencional con formalina.

Las vacunas y las composiciones de la presente invencion son Uutiles
generalmente para inducir respuestas inmunes en animales como terapias que

estimulan la respuesta inmune o vacunas profilacticas.

Preferiblemente, la administracién de las composiciones o las vacunas de la
presente invencién dan como resultado la respuesta inmune que protege el animal
vacunado de varias formas que incluyen una disminucién en la severidad o retraso
en la apariciéon de signos clinicos por infecciébn con E. rhusiopathiae ylo H.
parasuis. Aun mas preferiblemente, la administracibn de las compaosiciones 0
vacunas da como resultado un riesgo reducido de desamollo de signos clinicos por

infeccion con E. rhusiopathiae ylo H. parasuis, ain después de exposicién o
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contaminacion con las formas virulentas de E. rhusiopathiae ylo H. parasuis. En
formas particularmente preferidas, la administracion de la composicién o la vacuna

da como resultado una prevencién completa de estos signos clinicos.

Se pueden utilizar varios métodos convencionales para determinar si fue
inducida una respuesta inmune en un animal. Por ejemplo, un animal que recibe la
composicion o la vacuna puede ser infectado con una forma virulenta de E.
rhusiopathias ylo H. parasuis y observar el desarrollo de los signos clinicos de la
infeccibn durante un periodo de tiempo después de la infeccibn. Un método
altemativo para determinar si fue inducida una respuesta inmune mediante la
administracién de la composicion o la vacuna serfa ensayar una muestra bioldgica
proveniente de una animal en busca de anticuerpos de uno o mas antigenos de E.
rhusiopathiae ylo H. parasuis. Tales métodos son comunes en el campo y se
podrian determinar los ensayos de anticuerpo apropiados por aquellos expertos en

la técnica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA MODALIDAD PREFERIDA

Los siguientes ejemplos establecen las modalidades preferidas de la
presente invencién. Se debe entender que estos ejemplos se suministran por via
de ilustracién y no se deben tomar como una limitacién del alcance total de la

invencién.

EJEMPLO 1

35,
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Este ejemplo suministra datos como la eficacia y la duracién de la
inmunidad contra E. rhusiopathiae virulento fuego de una dosis Gnica preferida de

vacuna contra H. parasuis- E. rhusiopathiae.

Materiales y Métodos

Un total de 37 cerdos con edades de 3 a 4 semanas, ninguno de los cuales
habla sido previamente vacunado con bacterinas o vacunas de Erysipelothrix, se
utilizaron para el estudio que condujo a este ejemplo. En la totalidad del estudio,
les fue suministrado a los animales suficiente alimento para su tamafio, edad, y
otras caracteristicas flsicas. El agua fue suministrada ad /ibitum. Los animales
fueron guardados en instalaciones de confinamiento para cerdos con pisos
completa o parciaimente enrejados, ventilacion mecanica, y calor y luz

suplementaria adecuada para la edad de los animales.

Dos dias antes del estudio, a todos los cerdos se les realizé un examen y
se vacunaron contra el virus Seudorabies. En el dla 1 del estudio, los cerdos se
dividieron en dos grupos. El grupo 1 estaba compuesto por 23 cerdos que
recibieron una dosis intramuscular de 2 ml de Bacterina de H _parasuis-
Erhusiopathiae con adyuvante ISA206 ("HPE") (boehringer Ingelheim Vetmedica,
Inc; St. Joseph, MO) al lado izquierdo del cuellos el dfa 1. El antigeno de E.
rhusiopathiae se incluyd en cada dosis en una proporcién de volumen de 0.6 mi
del antigeno recogido. El grupo dos, el grupo de control, estaba compuesto por 14
cerdos que no recibfan ningdn tratamiento. En los dias 21, 54 y 161 del estudio,
todos los animales fueron sangrados para monitorear la seroconversién a la

vacunacion.
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En el dia 162 del ejemplo, todos los cerdos, (excepto tres que hablan
muerto de causas incidentales antes del dla 162) se infectaron con una sepa
virulenta de E. rhusiopathiae EL-6P. A todos los cerdos se les observd su salud
general y los signos clinicos de E. rhusiopathiae durante siete dias. Al dia 7 luego
de la infeccion, todos los animales fueron eutanizados y aquellos que mostraron
signos clinicos persistentes y/o temperatura del cuerpo elevada durante dos dlas
consecutivos tipicos para E. rhusiopathiae como se establecié en el 9CFR 113.67
fueron sometidos a necropsia. También se desarrollé una necropsia sobre todos
los animales que murieron durante el ensayo. Fueron evaluadas y registradas las
lesiones totales, y fueron reconectados tejidos y enviados a un laboratorio para

cultivo bacterial.
Un resumen del protocolo anterior se puede encontrar en la Tabla 1

Tabla 1

DIA EVENTO

Los cerdos de manera aleatoria se asignan a grupos. Los cerdos
1 del grupo 1 recibieron HPE y los del grupo 2 recibieron un

tratamiento de control sin vacuna.

21 Todos los cerdos fueron sangrados
54 Todos los cerdos fueron sangrados
Observacion diaria y temperatura del cuerpo 2 dlas después de la
160-169 infeccion y 7 dias post infeccién
161 Todos los cerdos fueron sangrados
162 Todos los cerdos fueron infectados con E. rhusiopathiae EL-6P

serie # 3

169 Fin del ensayo
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Resultados y discusiones:

Todos los 13 cerdos del grupo 2 fueron afectados y mostraron temperatura
del cuerpo elevado a mayor de 106.5°F, los signos clinicos de infeccion de E.
rhusiopathiae o la muerte después de la infeccion con E. rhusiopathiae virulenta.
La E. rhusiopathiae fue recuperada de 9 de los 13 cerdos del grupo 2, y 6 de los
13 cerdos del grupo 2 murieron luego de la infeccién. Como contraste, 20 de los
21 cerdos del grupo 1 pemmanecieron saludables y fueron protegidos de la
infeccion virulenta de E. rhusiopathiae 162 dlas post vacunacion. Ninguno de los
cerdos del grupo 1 murié luego de la infeccién. No se recuperd E. rhusipathiae del
grupo 1 simple de cerdos que no permaneciera saludable luego de la infeccion. La
Tabla 2 contiene los resultados de morbilidad y los anéalisis mientras la Tabla 3

contiene los resultados de mortalidad.

Tabla 2- Mortalidad
# de Cerdos # de Cerdos Total # de Cerdos
Afectados por Protegidos de E.
E.rhusiopathiae rhusiopathiae

Grupo 1 1 20 21
Grupo 2 13 0 13

Chi-cuadrado Valor-P
No corregido: 23.28 .0000014
Mantel-Haenszel: 22.42 .0000022
Yates comregido: 19.71 .000009
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Tabla 3 — Mortalidad

# de cerdos después | # de Cerdos | Total # cerdos
de la Infeccién Sobrevivientes

Después de |Ia

Infeccion
Grupo 1 0 21 21
Grupo 2 6 7 13
Chi-cuadrado Valor - P
No corregido: 11.77 .0006
Mantel-Haenszel: 1142 .0007
Yates comegido: 8.81 .0029

Los vacunados infectados con E. rhusiopathiae virulento 162 dias después
de la vacunacién fueron todos protegidos comparados con los controles. El 100%
de los controles no vacunados desamollaron la enfermedad y el 46% murieron
luego de la infeccién. Como contraste, una dosis simple del HPE protegid del 95%
de los cerdos infectados y ninguno de los cerdos que recibi® la vacuna murid
luego de la infeccién. Los resultados de este estudio confirman la duracién de
inmunidad de al menos 162 dias para el HPE con un régimen de dosis simple o de
dosis (inica para la prevencion y el control de erisipelas en cerdos de criadero de 3

semanas de edad o mayores.

EJEMPLO 2
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Este ejemplo demuestra la duracién de la inmunidad de una vacuna de

dosis Unica contra infeccion con H. parasuis virulento después de vacunacion.

Materiales y Métodos

El estudio de este ejemplo inicio con 36 cerdos de edades de 3 a 4
semanas, ninguno de los cuales habla sido previamente vacunado utilizando
bacterina o vacuna de H. parasuis. Durante todo el ejemplo a los animales se les
suministré suficiente alimento de acuerdo con su tamaifio, edad y otras

caracteristicas fisicas. El agua fue suministrada ad libitum.

En el dia 1 del ejemplo los cerdos se dividieron en dos grupos. El Grupo 1
estaba compuesto de 23 cerdos que recibieron una dosis intramuscular de 2 ml de
Bacterina de H. parasuis con el adyuvante ISA206 ("HPB") (Boehringer Ingelheim
Vetmidica, Inc., St. Joseph, MO) en el dia 1. El antigeno de H. parasuis se incluyd
en cada una de las dosis en una proporcion de 1.5 x 10° cfu/dosis. E! grupo 2, el
grupo de control, estaba compuesto de 13 cerdos que no recibieron ningin

tratamiento.

En el dia 132 de! ejemplo, 11 cerdos provenientes del Grupo 2 y 17 de los
cerdos del Grupo 1 estaban saludables y adecuados para infeccién con una
virulentas H. parasuis. Los 8 cerdos (6 del Grupo 1 ¥ 2 del Grupo 2) que no fueron
infectados estaban saludables o hablan muerto por razones no relacionadas con
la vacunacién. Todos los cerdos fueron entonces observados durante 7 dlas en
cuanto a salud en general y los signos clinicos de H. parasuis. Se desarollo una
necropsia de todos los animales que murieron durante el ensayo y fueron tomados

tejidos para confirmacion bacterial de la causa de la muerte cuando se considerd

10.
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necesario. En el dia 7 luego de la infeccién, todos los animales fueron sometidos a
eutanasia y aquellos que mostraron signos clinicos persistentes y/o temperatura
del cuerpo elevado durante dos dlas consecutivos tipicos de H. Parasuis fueron
sometidos a necropsia. Fueron evaluadas y registradas las lesiones totales, y

fueron recogidos tejidos y enviados al laboratorio para cultivo bacterial.
Un resumen del protocolo anterior se puede encontrar en la Tabla 4

Tabla 4

Dia Evento

Los cerdos fueron aleatoriamente asignados a los grupos. Los
1 cerdos del Grupo 1 recibieron HPB y los del Grupo 2 o recibieron

un tratamiento de control sin vacuna.

Observacién diaria y temperatura del cuerpo 2 dias después de

130-139

la infeccién y 7 dias post infeccién.
132 Cerdos infectados con H. parasuis
139 Fin del ensayo
Resultados y discusién:

Signos clinicos por infeccién con H. parasuis se observaron en 8 de los 11
cerdos del grupo de control y la necropsia mostré que 7 de los 11 tenlan lesiones
tipicas post mortem de H. Parasuis. Un total de 6 cerdos de control murieron
después de la infeccién, y 5 de los 6 tenian lesiones totales tipicas de H. parasuis.
Los signos clinicos severos dieron como resultado reclinacion terminal durante dos
o mas dias desarrollado en dos o0 mas cerdos. Estos cerdos también tenian

lesiones tipicas H .Parasuis en la necropsia. De los 8 cerdos de control afectados,
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6 fueron positivos para H. parasuis en el cultivo bacterial. Los 3 cerdos restantes

no mostraron ningln signo de enfermedad debido a H. parasuis.

Como contraste, 16 de los 17 cerdos provenientes del Grupo 1 fueron
protegidos de la infeccién virulenta de H. parasuis 132 dfas post vacunacién. Uno
de los cerdos proveniente del Grupo 2 murié luego del la infeccién. No se recuperd
H. parasuis de los cerdos del Grupo 1 simple que murieron luego de la infeccién,
sin embargo, estos tuvieron lesiones post mortem consistentes con la ocurrencia
de la enfermedad. La tabla 5 contiene los resultados y los analisis de morbilidad

mientras que la Tabla 6 contiene los resultados de mortalidad.

Tabla 5-Morbilidad

# de Cerdos | # de Cerdos | Total # Cerdos
infectados por H.|Protegidos de H.
parasuis parasuis
Grupo 1 1 16 17
Grupo 2 8 3 11
Chi-cuadrado Valor-P
No corregido: 13.68 .0002
Mantel-Haenszel: 13.19 .0003
Yates comegido: 6.04 .0139

Tabla 6 — Mortalidad

# de Cerdos Muertos | # de Cerdos | Total # Cerdos

Después de la | Sobrevivientes
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Infeccion Después de |Ia
Infeccion

Grupo 1 1 16 17
Grupo 2 6 5 11

Chi-cuadrado Valor—P
No corregido: 8.43 .0037
Mantel-Haenszel: 8.13 .0043
Yates corregido: 6.04 .0139

Los vacunados infectados con H. parasuis virulento 132 dias después de la
vacunacién estuvieron bien protegidos cuando se compararon con los controles.
73% de los controles no vacunados desarrollo la enfermedad el 55% murié luego
de la infeccién. En comparacién, una dosis simple del HPB protegi6é el 94% de los
cerdos infectados. Los vacunados también experimentaron mortalidad inferior a la
de los animales de control debido a H. parasuis estadlsticamente significativa. Los
resultados de este ejemplo confirma la duracién de la inmunidad de al menos 32
dlas para el HPB en un régimen de dosis simple en cerdos de criadero de 3

semanas de edad y mas viejos.

EJEMPLO 3

Este ejemplo describe un método preferido para preparar la vacuna de

acuerdo con la presente invencion.

Materiales y Métodos
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La composicion de la Bacterina de E. rhusiopathiae - H. parasuis incluye las
sepas SE-9 y Z1517 de E. rhusiopathiae y H .parasuis, respectivamente. Estas
sepas se hablan depositado con el ATCC y se les habla asignado los nimeros de
depésito PTA-6261 y PTS-6262, respectivamente. Los materiales semilla de cada
uno se identifican con patrones de crecimiento caracteristicos, reacciones de
tenido de Gram y ensayos bioquimicos. La virulencia del material de semilla se
determina por la capacidad de matar ratones y/o o producir signos clinicos en
cerdos susceptibles. La composicion del medio de crecimiento para E.
rhusiopathiae se encuentra en la Tabla 7. Las composiciones den los medios de

crecimientos para H. parasuis se encuentran en la Tabla 8.

Tabla 7
Ingredientes Cantidad
Solucion de Sales VPI
Cloruro de Calcio Anhidro 0.2g
Sulfato de Magnesio Anhidro 0.2g
Fosfato Monobésico de Potasio 1.0g
Bicarbonato de Potasio 10.0g
Cloruro de Sodio 2.0g
Agua RO eq 1000.0mi
25% de Solucion de
Dextrosa
Dextrosa 250g
Agua RO e.q 1000.0ml
Produccion de Semilla y
Produccién del Medic de
Cultivo
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Pasta de bife 2.0g
Proteosa Peptona 3 20.0g
Fosfato Heptahidrato de Sodio 8.0g
Levadura Bacto 40.09
Dextrosa 8.1687g
Tween 80 1.36ml
Agua ROq.s 4000.0ml

(Nota: para prepara la semilla de produccion y el medio de cultivo de produccion,
el pH se debe ajustar a 8.8 a agregar NaOH 10N o HCL 5N o se debe esterilizar

con calor).

Tabla 8

Ingredientes Cantidad
Solucibn Madre NAD a
5% para Medios

B- Nocotinamida Adenina 5.0g

Dinucleotido

L- Cisteina 1.0g

Agua RO q.s 100.0ml
Solucion Tris 2M

TRIS (hidroximetil) Amino Metano 121.14g

Agua RO q.s 500.0mi
Medio de Produccién de
Cultivo de Semiilla

Caldo de Soya Triptico 5.79




WO 2005/041890 17 PCT/US2004/036336 4 E)

Solucibn Antiespuma SAG730 1.8ml
3.6% |
Agua ROq.s 842.2ml
Esterilizar con color vy
agregar asépticamente
Medio Esencial Minimo 10x Estéril 95.0mi

Contiens Aminoacidos no

Esenciales

Solucion de Extracto de Levadura 9.6ml

Fresca Estéril 15%

Solucién Madre NAD 5% 9.6ml
Suero de Becerro Bovino Recién 38.0ml
Nacido Certificado

Solucién Tris 2M 2.0ml

(Nota: la solucién madre de NAD 5% se debe filtrar esterilizada a través de un filtro
de 0.2 micrdbmetros y almacenada congelada. La solucién Tris 2M se debe

esterilizar con calor y aimacenar fria.)

Las sepas de ambos cultivos de semilla de E. rhusiopathiae y H.parsuis
deben crecer en recipientes de 500 a 20,000 mL. Su cultivo de produccién crecen
en recipientes de 20 -1000 L. las semillas maestra y de trabajo de ambas sepas se

deben almacenar congeladas a <-60°C.

Para prepara suspensiones de E. rhusiopathiae para semilla o inoculacién,
la semilla maestra es regresada a la fase liquida y 1 a 2 mL se inocula en el medio

de cultivo de semilla de trabajo. El cultivo es entonces crecido estadisticamente a
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34 - 38°C durante 6 a 24 horas. A los cultivos luego le son revisadas su pureza por
aparicién en la colonia sobre agar de sangre de oveja al 5%, morfologla de célula,
y tefiido de Gram. Un volumen igual de estabilizador se agrega y se suministra en

criotubos para almacenamiento.

Para preparar la suspension de H. parasuis para semilla o inoculacion, la
semilla maestra se regresa a la fase liquida y se inocula en un medio de de cultivo
de semilla de trabajo. El cultivo se agita luego a 34 - 38°C durante 12 a 18 horas.
A los cultivos entonces le es revisada la pureza por aparicién de colonia y agar de
sangre de oveja al 5%, morfologla de célula, y teflido de Gram. Un volumen igual

de estabilizador se agrega y se suministra en criotubos de almacenamiento.

Para inocular E. rhusiopeathiae, 1-12 mL de semilla de trabajo se inocula en
un recipiente de vidrio que contiene 500 a 18,000 ml de medio para preparar
semilla de produccién. Hasta el 5% (v/v) de semilla de produccién se inocula en 15
a 750L de medio en recipientes de 20 a 1000L para preparar Cultivo de
Produccién. A los Cultivos de Produccion es revisada la pureza mediante franjas
sobre agar con sangre de oveja al 5%, incubando a 34-38°C durante 24 — 48

horas y observando la morfologia de la colonia.

Para inocular H. parasuis, 1-10mi de semilla de trabajo se inoculan en un
recipiente de vidrio que contiene 500 a 18,000 ml de medio para preparar Semilla
de Produccién. Hasta el 7% (v/v) de semilla de Producciéon se inocula en 14 a
750L de medio en recipientes de 20-1000L para preparar Cultivo de Produccién.
Los Cultivos de Produccién se les revisa la pureza mediante o por franjas sobre
agar con sangre de oveja al 5% suplementado con franjas NAD, que se incuban a

34 - 38°C durante 18-24 horas, y observando la morfologia de la colonia.
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Para la incubacién de E. rhusiopathiae, los cultivos de semilla son
incubados a 34-38°C durante 6 a 24 horas aer6bicamente. Los Cultivos de
Produccién se incuban a 34-38°C durante 6 a 12 horas aertbicamente con
agitacién opcional. Para la incubacion de H. parasuis cultivos de exploracién de
produccién se incuban a 34-38°C durante 6 a 18 horas aunque agitando y con

lavado opcional con aire comprimido.

Durante el periodo de crecimiento de E. rhusiopathiae, el pH se controla con
Tris 2M y se observan los cultivos microscépicamente durante el periodo de
incubacién para evidencia de crecimiento anormal o signos de contaminacion. El
medio es turbio antes de la inoculacidn. En la medida en que se incrementa el
crecimiento, se observara un decantamiento. Las muestras son tomadas para
determinar la trasmitancia %. La pureza se determina mediante la morfologla de la
colonia sobre agar de sangre de oveja al 5% y/o teflido de Gram. Una observacion
macroscopica de turbidez suficiente indica que el cultivo esta listo para cosecha.

Esto ocurrira entre 6-12 horas luego de la inoculacién del cultivo de produccién.

Para los cultivos de H. parasuis se observan cultivos macroscopicamente
durante el periodo de incubacién para evidencia de crecimiento anormal o signos
de contaminacién. Las muestras son tomadas para determinar los conteos
directos. La pureza se determina mediante morfologia de colonia sobre agar de
sangre de oveja al 5% suplementado con una estria o NAD y/o un teflido de Gram.
Una observacion macroscopica de suficiente turbidez y una gota con pH (<7.0)
indica que el cultivo esta listo para cosecha. Esto ocurrird entre 6-12 horas luego

de inoculacién del cultivo de produccion.
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Para ambas sepas, cada cultivo de produccién es muestreado para ensayo
de pureza y transmitancia porcentual y cada recipiente de cultivo de produccion se
prepara para inactivacion. Los cultivos de produccién de E. rhusiopathiae deben
exhibir crecimientos tipicos como se describid, tienen una transmitancia porcentual
de <40% a 620nm, y ser libres de cualquier evidencia de contaminacion. Para H.
parasuis, los Cultivos de Produccion tendran un control microscépico de 25 x 107

organismos/mL y estarén libres de cualquier evidencia de contaminacién.

Ambas sepas se inactivan por la adicion de formalina a los cultivos de
produccidn hasta 0.5% (v/v), la inactivacion se desarrolla a 20 — 38° durante 12-72
horas con agitacién opcional. El producto inactivado es luego almacenado a 2 a

7°C. La inactivacion se confirmd mediante técnicas estandares.

El adyuvante ISA206 se agrega a 30-65% (p/v). Los cultivos inactivados son
emulsificados mediante homogenizacién con ISA206. La solucién de bisulfuro de
sodio 35% se puede agregar a fracciones o productos para neutralizar el
formaldehido libre. La solucién de formaldehido se puede agregar a fracciones o a
un montaje de producto que no exceda 0.2% de concentracidon en el producto

terminado.

Los productos resultantes pueden ser entonces concentrados en una
sistema de rizo cerrado estéril que utiliza una filtracién de fibra hueca con una
separaciéon de peso molecular de 100,000 o al decantar asépticamente cultivo

asentado para suministrar una concentracién hasta de 2 x 10'° organismos/mL.

E. rhusiopatiae se estandariza mediante transmitancia porcentual y

concentracion. H. parasuis se estandariza mediante conteo directo de organismos.
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EJEMPLO 4

Este ejemplo demuestra el montaje de diferentes componentes de vacuna

en una vacuna preferida de acuerdo con la presente invencion.
Materiales y Métodos

La vacuna de acuerdo con la presente invencién se puede hacer al
combinar 90,000 mL de cultivo de E. rhusiopatiae (que representa 80,000 mL de
cultivo de E. rhusiopatiae a una transmitancia del 40%), 56,250 mL del cultivo de
H. parasuis (que representa 56,250 mL de 4 x 10° organismos/mL de cultivo de H.
pearasuis), 2,250 mL de agua estérii RO, 150,000 mL 1SA206, y 1,500mL de
solucién de bisulfuro de sodio estéril a 35%. La solucién de bisulfuro de sodio
estéril a 35% también se utiliza seglin se necesite para neutralizar los niveles de
formaldehido a una solucién de formaldehido al 0.2%. El pH de la mezcla
resultante se ajusta a 6.2 -7.2 mediante la adicién de hidréxido de sodio 10N o

acido clorhidrico a 5N seg(n se necesite.

Tal mezcla debe suministrar E. rhusiopathiae en una concentracién
equivalente a 0.3 - 0.9mL del cultivo de cosecha a 40% de transmitancia y al

menos 1.5 x 10° organismos de H. parasuis en cada 2 mL de dosis.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:

Una cantidad de antigeno de Erysipelothrix Rhusiopathiae;
Una cantidad de antigeno de Haemophilus parasuis; y

Un adyuvante.

2.La composicién de la reivindicacién 1, dicha cantidad de antigeno de
Erysipelothrix Rhusiopathiae en dicha composicioh es una cantidad
efectiva para reducir el riesgo de desarrollar signos clinicos de infeccion
de Erysipelothrix Rhusiopathiae cuando se administra a un animal

susceptible de infeccién con Erysipelothrix Rhusiopathiae.

3.La composicién de la reivindicacién 2, dicha cantidad efectiva de antigeno
de Erysipelothrix Rhusiopathiae siendo hasta de aproximadamente 5

mL.

4.La composicién de la reivindicaciéon 1, dicha cantidad de antigeno de
Haemophilus Parasuis es una cantidad efectiva para reducir el riesgo de
desarrollar signos clinicos de infeccién Haemophilus Parasuis cuando se
administra a una animal susceptible mediante infeccién con

Haemophilus parasuis.

5.La composicién de la reivindicacién 4, dicha cantidad efectiva de antigeno

de Haemophiilus parasuis es hasta de aproximadamente 5 mL.
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6.La composicion de la reivindicacién 4, dicha cantidad efectiva de antigeno

de Haemophilus Parasuis que contiene al menos 1.5 x 107 cfu/dosis.

7.La composicién de la reivindicacién 1, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

8.La composicién de la reivindicacién 1, dicha composicién es efectiva al
inducir una respuesta inmune contra infeccibn de un patogeno
seleccionado del grupo que consiste de Haemophilus parasuis,

Erysipelothrix rhusiopathiae, y combinaciones de estos.

9.Una vacuna para reducir los riesgos de desarrollar signos clinicos de
infeccién de Erysipelothrix rhusiopathiae después de una administracion
simple de dicha vacuna, dicha vacuna comprende: una cantidad de

antigeno de Erysipelothrix Rhusiopathiae; y una adyuvante.

10. La vacuna de la reivindicacién 9, que comprende ademas una cantidad

de antigeno de Haemophilus parasuis.

11. La vacuna de la reivindicacion 9, dicha cantidad de antigeno de

Erysipelothrix Rhusiopathiae es de hasta aproximadamente 5 mL.

12. La vacuna de la reivindicacion 10, dicha cantidad de antigeno de
Haemophilus parasuis es una cantidad efectiva para reducir el riesgo de
desarrollar signos clinicos mediante infeccibn con Haemophilus

Parasuis.

SL
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13. La vacuna de la reivindicaciéon 10, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis es de hasta de aproximadamente 5 mL

14. La vacuna de la reivindicacion 10, dicha cantidad efectiva de antigeno

de Haemophilus Parasuis contiene al menos 1.5 x 107 cfu/dosis.

15. La vacuna de la reivindicacién 9, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

16. La vacuna de la reivindicacién 9, dicha vacuna reduce el riesgo de
desarrollar signos clinicos de infeccién con Erysipelothrix rhusiopathiae

durante al menos cuatro meses luego de la administracion.

17. La vacuna de la reivindicacion 10, dicha vacuna reduce el riesgo de
desarrollar signos clinicos de infeccidbn con Haemophilus parasuis

durante al menos cuatro meses luego de la administracién

18. La vacuna de la reivindicacién 10, dicha vacuna es efectiva para inducir
una respuesta inmune contra infeccién de un patégeno seleccionado del
grupo que consiste de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae, y combinaciones de estos.

19. Un método para reducir el riesgo a un animal de desarrollar signos
clinicos que resultan de la infeccién por un patégeno seleccionado del
grupo que consiste de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae, y combinaciones de estos que comprenden la etapa de:
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Administrar una composicién a un animal susceptible de infeccién con
Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathige, dicha
composicién comprende una cantidad de antigeno de Erysipslothrix
Rhusiopathiae, una cantidad de antigeno de de Haemophilus parasuis, y

un adyuvante.

20. El método de la reivindicacién 19, dicha etapa de administracion es via

inyeccion intramuscular.

21. El método de la reivindicacién 19, dicha cantidad de antigeno de

Erysipelothrix Rhusiopathiae es de hasta aproximadamente 5 mL.

22. El método de la reivindicacion 19, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis es hasta de aproximadamente 5 mL

23. El método de la reivindicacibn 19, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis, contiene al menos 1.5 x 107 cfu/dosis.

24. El método de la reivindicacion 19, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

25. El método de la reivindicacién 19, dicha reduccién de riesgo al animal de
desarrollar signos clinicos de infeccion con Haemophilus parasuis o

Erysipelothrix Rhusiopathiae dura durante al menos 132 dias.
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26.

27.

28.

29.

30.

El método de ia reivindicacion 19, dicha etapa de administracién reduce
el riesgo al animal de desamollar signos clinicos de infeccién con

Haemophilus parasuis y Erysipelothrix Rhusiopathiae.

El método de la reivindicacion 19, que comprende ademas la etapa de
confirmar la reduccién del riesgo del animal al infectarse el animal con
una sepa virulenta de Haemophilus parasuis o Erysipelothrix

Rhusiopathiae

y monitorear dicho animal para el desarrollo de dichas signos clinicos.

Un método que induce una respuesta inmune a infeccion con
Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae que comprende la

otapa de:

Administrar una composicién a un animal susceptible con infeccion
Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae, dicha
composicién comprende una cantidad de antigeno de Erysipelothrix
Rhusiopathiae, una cantidad de antigeno de Haemophilus parasuis, y un

adyuvante.

El método de la reivindicacién 28, dicha etapa de administracion es por

via una inyeccion intramuscular.

El método de la reivindicacién 28, dicha cantidad de antigeno de,

Erysipelothnix Rhusiopathiae, es hasta de aproximadamente 5 mL

5S
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31. El método de la reivindicacién 28, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis, es hasta de aproximadamente 5 mL.

32. El método de la reivindicaciéon 28, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis, contiene al menos 1.5 x107 cfu/dosis.

33. El método de la reivindicacion 28, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

34. El método de la reivindicacion 28, dicha respuesta inmune del animal a
infeccion con Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae dura

durante al menos 4 meses.

35. El método de reivindicacién 28, dicha etapa de administracién induce
una respuesta inmune contra infeccidn con Haemophilus parasuis y

Erysipelothrix Rhusiopathiae.

36. El método de la reivindicacién 28, que comprende ademas la etapa de
confirmar la respuesta inmune del animal al infectarse el animal con una
sepa virulenta de Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae

y ensayar dicha respuesta inmune.
37. Un método para preparar una composiciébn que comprende las etapas de:
Preparar una mezcla al combinar una cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis, una cantidad de antigeno de Erysipelothrix

Rhusiopathiae, y una adyuvante; y emulsificar dicha mezcla.
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38. Ei método de la reivindicacién 37, dicho método comprende ademas la
etapa de inactivar la fuente de dicho antigeno proveniente de

Haemophilus parasuis y Erysipelothrix Rhusiopathiae.

39. El método de la reivindicacion 37, dicho antigeno de Haemophilus

parasuis, se deriva de la sepa Z-1517.

40. El método de reivindicacién 37, dicho antigeno de Erysipelothrix

Rhusiopathiae se deriva de la sepa SE-9.

41. El método de la reivindicacién 37, que comprende ademés la etapa de
estandarizar dicha composicién para suministrar cantidades efectivas
conocidas de antigeno de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae.



Fron:Hovey ¥illians 818 474 8067 D4/28/2008 17:44 P. 033/081

58

INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tutacastionsl eppllanties M- '
’ PCT/UBDAMIL .

b CRARATION R ETRNCEMALTE
! ASLK /102, 35/02, 54/00, 3512, 30; AD1 N @40 ; C13 N 1/00; CO7 K100
ﬁmq. : mmnmmml.mnemmn.sm.ml.mﬁ.ﬂ.w:l.M'm;

B FIHIDS SRARCHED °

Ml docommsietion smarched (deentfiastion systam Silowsd by classl Sestion symhole)
US. : Planss o Costtrrastion, Bhest

m-ﬂﬁhmwhhﬁhdm-mhﬁﬂ—u

Hissirogde duin baso _Hmhm-ihndhblﬂ.hﬂﬂnq
Floage Bee Contiyastion Shest .ot

.

C ., DOCUMENTS CONRIDERED TO BE RELEVANT

[Cotagy® | . Chwbiomof with whee T pr— Relovert & ek No.
X | 63011 (GURKHARDTDT. ot al) 29 Jemacy 200 (25.013002) caizcs, ecieam 138
M ’dﬁ * - S ——
v ' Wed

| X | DHG019.584A (MACINNEAT tal) O1 Febromry 3000 ( 01.02.2000) actmmals, claiy, 18
—_ Teied spmmary, caxmples . S
X 2940
X | US6PIS266A (RRGRER ¥ ot uf) 11 Jenary 2000 (£1.01.3000) sepeoislly sheima, 138

] Pocte tooummats s ttnd f the cmtirmticn B e, ] N —
. - " -T™ Tl ol -

A" devmat daliulngtin gl sinls of fhe ut witkisb aet ssbdead o be of #ﬁmuh -

- -I-‘l.l.-_r_ﬂ-iﬁhi-l-m - E—a"‘:‘:.‘.."-‘.’...“:‘-f.‘.‘.‘.‘.‘l‘..

e s o pindy d s T . tnommet ol it e b e
L

wilh e srsm alher sk desranty,
gl L T T T T e —" ) oo gugenny altilind s e i
» w-_-u-hh.b L o ot s ofthe sons point Sunlly
Ml Biep FOT, Alla: TSADS Pad 2l v. Busk
PO, Bem 149
Virglols 23513-1450 Teloplooe Mo, 5T1-272-1600
Fusimlls No. (208) £72-506 ' B




From:Hovey Williams 818 474 BO67 04/26/2008 17:38 8288 P.021/081 5(1

T

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Articie 18 and Rules 43 and 44)
Applicent’s or agant’s fils reftrance FOR FURTHER swe Facu PCTASA/Z0
M15rCT . ACTION nﬂqh#hliﬁ.
Interssticms] applisstion No. Tntumational dute (alawivonthlesr) (EIH) MM
PCT/UBDA/36336 29 Outobar NEOI:('B.IOM 30 Octcher 2008 (30,10.2003)

Applicet K
BOBERINCER INGHLHERM VETMELECA. . INC.

mw-ﬂmuhmwuwuﬁ.muMWbbw
sccording to Axtiols 18. A oopy is belog trenemitied to the Tnfermnaiienal Boress, .
mw-ﬁmmmua shertn.

. lhhnﬂnﬂdbtmd‘dpﬁdmuhhm
1. Bosis of the Repert

a mﬁbhhﬂ,bwmnﬁunblﬁdﬁw#i-l.nh
) ﬁhdﬂ!ﬂﬂ.-ﬁmm-ﬁﬁh

-mmﬂnmﬂuul-h-inhlﬁhd‘hwm
Bralshdl 1o this Antboeity (itule 23.1(b)).
h.D mmuq“-ﬁ—nd“w hbmm-hhl

. r 3 Q‘ﬂnhmhﬂm@-hﬂnm
3 Uity uf furvnstioi f Ineking (Boo Bes No. IIT)
4 Whmprintetts,
tho et is appeoved mm mitanitied by fhe appiiont.

hﬂh_.ﬂ“bﬁ“hﬂnﬂh—

5.  Withrognd o the sheiract, .
hﬁhm--“bylnqﬂi-l.

ﬁhthb—-hﬂu-ﬂ.hhhll.l(b),byﬂlm-ll“hh No. IV, The spplioes
q!ﬂnnlﬂhhhd‘nﬂhdﬂw-ﬁ““_hﬁm

6. mmmn-dmn-,
tha fign iﬂ-inh.bhﬂ“vﬁhﬁdih&
as mpginted by o eppliosnt..

-MhﬂMh—-h“mh‘lh

|

—d‘hﬁmubhm-&hdﬂ- -
Pmmo(hlﬂ(l_ym




From:Hovey ¥illiams 818 474 8087 04/28/2008 17:38 8288 P. 022/091 Q Q

ﬁmmnomismnmn : Ttmtionel sppllosten Ui — "~ - )

rCTUmsase- - -

IO - : AS1 K SRS, 3/102, 39402, 3800, 35/12, 3V00; AD1 N €30 ; Ci2 N 100 CO7 K100
UBSCL :
3

B FIELDS BEARCHED

mhhm-u(dﬁhhmmwmm
ULS. : Pleass; Bon Contfunation Theat

m—umumwﬂuhmu-ﬁmehﬁm—u

muu—umhmmhuﬁh—nmm—amm
Plonse: oe Contintution Bhast .

€ . DOCUMENTE CONSIGERED TO BB RELEVANT

| Catogary® |

m‘mm%hmdh“& Relewrt to alaim N,
UB 343,221 B (BURKHARDT AT, mn_zn-uqmmmm elaimg, coloerm

X 138
— Smd ———
Y B Dl 40
X US 6019984 A (MACENNES.T stal) 01 l'd:uymmmmdl.nu, s, 1-38
-_ trlof sezmary, cxamples ) —_—
Y - ) 9-40
b o U 6,013,266 A ( EERGEREILP ot a) 11 Jamey 2000 ILDIMM- claierm, 1-38
;; hH"'n--y,-s—ﬁ,l-lO .n ¢ . ) —
-

L] ot somumte sttt i e sacttmatcn o, [ ] e —

: - - ey wilh S applition bt ———
"N domamt Gellaleg i prval s of e ut ki b et emsidend e of #c--qhhl—-.“.

. = _d‘#_ ol levenlicn,
= *#-#ﬂu-'ﬁh_dhh [ = —

oremmat by sumsbderad ty Savolvem lgvaniive
. ' e st i o skam . ol .
1 i_ﬂ-hﬂ-ﬂ”-ﬂiﬂ.

-uul-pl-.uu—-u--um_u_n- - [ e ulslid Sovwntins cumet tn
apmilied . w-*-h*#:h_b*
- —ﬁ.-dh‘“-h_ . o poon skl In the i
™ e e Anbmpibonall it bl the
hﬁ—' L] - I-‘-ﬁﬂ—ﬁh

07 jy2003 (07.072009)

07 efy 2083 (07.07 .

Mall Biop FCT, Atte: BAA
PO, Bes 1450

424/234.1,254 1, 255.1,186.1, 1921, 199.1, 98.3; MY152.33, 24 29, 317.1, 320.1, 05,6, 8.,0.7,915,72; .



From:Hovey ¥illiams 818 474 8067 04/28/2008 17:37 P. D23/081 C

. Informaticen] epplieution No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCTB0AAENSS em
e - 1
|y

Continuation of B. FIRLDS SRARCHED Ham I:
&fﬂtl, 254.1,295.1,186.1, 192.1, 1991, 83 A28, 204 2,317.1, 320.1,324 § &.1,87, o975, 12; S14/2; 30330, A28,




From:Hovey Williams 818 474 8057 D4/28/2006 17:31 P. 016/081 g

w;, § tow or mure Anthoriies ors cmpensyt, whil s,
iy i applicest mﬂ—-“ﬂ(ﬁm"h*.ﬁ#-hhﬂn

IPEALUS : .
PCT CHAPTER II
DEMAND
- mder Asticla 31 dﬂlhm
mwmuumm hﬂllﬂﬂ#d

For Intenational Prelimiery Bxamining Authority use only

BexlNe.1  IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION Aoty st Rl e

. . HM125-PCT
Tntonational sppication No. Internetiocal filing dxte (dayimanth/ear) | (Barllest) Priority date (dayimonth/ywer)
PCTAIS2004/036338 - 200ciobar2004 ( 27.10.04 ) UO”N.M( 30.10.03 )

Title of invention o .
-ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE-HAEMOPHILUS PARASUIS VACCINE AND METHODE OF USING THE

BexMe.ll APFLICANTGS)

Name and address M—rhd-'—_,ﬁr ﬁﬂ;ﬂ?ﬂ Telophone No
mmmﬂumm Prceieiic
2621 North Bekt Ne.
:t.a.n-pn.uom - Telopeinter No. |
WManﬂhﬁ
" | Sinte (that i, comiry} of nasionality: ' State (At ks, conntry) of residence:
jus . us

L bl T Y e ey e ——_ e —— The asbiiresy st inchuls pontel aude ivd name of comwy)

SWART, John Randall
208 lowa Ave. N.W.

Orange Clty, 1A 51041
- m .

!ulgeﬂhﬂhq-w)dm Stwto (thet is, country) of residence:
. us

Vs sl adirmny: Py mames fofown 1 P oo Jor a gal endiy, ful aiciat duxiguation. The sotirass Mt Duckaty povisl ood & ~1—T g

VAUGHN. Eric Martin

508 Ash Avenue
Ames, IA 50014 o . 1
0s .

Pﬂeﬂtﬂlﬂha—wy)dnﬁnﬁm. . (l:aﬂ'hlhn-mdt-’hu

IE F-irqﬂimnhdi-dulfuﬁl-hm )
MMMMMN} Siee Noler to the demand form




Fros:Hovey ¥llians 816 474 9087 04/28/2008 17:22 P. 01870891 E E

ShoetNo. 2. -
PCTG2004000330

Contisuation of Bex Neo. 1l  APPLICANTY(S) . ot

4 wome of the foliowing sab-boxes Is wxad, this heat should ot be included in the demand.
. Name and address: (Fally mss fullowal by glom s fior & lagel cutis, Al qfficial delyontion. mdﬁ--m—-t-t—-daqu

FREKING, Karen E.

112 County Road North

‘Hospers, IA 51238

m ]

mnhuwumm‘ . ’ B:nﬂhb.u-mﬂd'm

us .

lhnunﬂdi-: Fanily mewss fuliowed iy giem naea fur o lngel outiiy, full qfficial deiguintion. m-ﬁ-—uﬁpﬁ-t-t—w-m

ROOF, Michaal B ’

3222 Rupeio Clrica

Ames, A BOD14.

us A -

l-nm-h.u-ty)duhmllq- State (that iz, country) of residence:

us .

=—=—=__=__=_-__—

Narma ﬂ-ﬁ-m-y-ﬁl-ubu-—-.p.u-qnﬂu—- m-ﬂ--l-l-n-r---;-m

HAYES.FIﬁw.yn. .

2430 8s

Maurice, IA 51038

m-

Mﬂihmd'm . State (that &s, country) of reskdemce:

us

ﬁnﬂ-ﬁu M—jl-lun-—:ﬁ- u-mnﬂh_ m-ﬂ--hu—--t-i-f-—w

PHILLIP, Raid C,

7828 Twilight Place

Parkville, MO 84152

us .

~

) wmhm)dm . su:emgmmurmﬂm

O -M-wlhmunuhummmm

F .
mmwwl (contimustion shet) (Apel] 2005) Seu Notew 10 the demard form




From:Hovey Villiams 818 474 8067 04/28/2008 17:32 P.017/081 Q q

_ Intemationsl application No. -
Shesi No. .3. - PCTAIS20040383%8
Bax Ne. II Amrronmonmnmmmmcmm
The following person 1 E gt D mm
lnd- uuwmumuwumﬂ-hmmy examinstion.
O uwwﬂm-ﬂuwdmmmhmm
Ilhntylmhd. hummummmnm in

Namne and address m_#-y:_-apnzﬂ#rd I'l‘dqhuﬂo.

TRUVIT, Tracey 8. dLald
¢ {HOVEY WALLIANS LLP . Facaieie No.

2403 Grand Boulevard, Sulte 400  818/4T74-8087

Kansas Clty, MO 64108 Telcprates No,

us .

’ Agent's registration No, wih the Offics
: 43,208
O u""q-' SO0V Iy T ot i it o s "h"""ﬂ m" o b e S

. BexNe. IV BAAIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION
mm_i—q* '
1. The spphicant wishes the intenmations] prelimingry exsmination te start sa the hasis o

[ the intemmtional sppitcasion ax ariginally fied

the description * a9 originally filed '
a8 mneniled ouder Articia 34
the claims ] = originally med

= mmended tder Articls l!(hﬁt.ﬂlhwmh.w

. o mmendad under Article 34 -

lhdrlnl.np | a8 eriginally fiked
[ ne snoemdnd under Articlo 34

2 mwmmmnhﬁ-h&mmmhw-m

3_@ Where the IPEA wishes to start Muhmm-ﬁem
mmm lln
in sccordance {b). qiu:m w—hmdhm

winhas the interrati anal
m oty i i et prelimioery examination to start sarer then at the expiration of the
w..,m.. P e e S T e
bquhﬁnwuwﬂhqﬂdu-# fnterzations] prelioinery examinxtion =3 50 myended,
lawhrﬂopm-dhmm-m English
B Which s the lnguegs tn which the interaational application was flled;
] which in the tmupage of s tranulation furnished for the parposts of intarastionsl scarch.
E] which ia the tnguags of publisation of the iuternatinnal appiication.
mauhupm&mww&umdmmm )

00

EIEI

BoxNo.V ELECTION OF STATES

mm«uwmuwemcﬂwmnwﬂnmwuwnd

Fum 1
%ﬁ !?JH) (Agpxil 2005) a-m--_d-mp-




From:Hovey ¥illiams

816 474 9057

04/28/2008 17:33 P. 018/081 L

. Tntemational applisstion No,
Sheet No. .4. PCTAS2004/038338
Boz No. VI CHECK LIST -
e - - o
E“mw.h“h“m”“&mm‘“ by e rfered 10 in Examining Atshority vee cey
Tesnlved ot resived
1. transistion of interational appiication shoots O B
2 snendmenes inder Articlo 34 shee | O
i . where lation '
e Leire, Cagaltion)of b | - [] 0
o > e
‘“:’-g-mm'fs ) shects [ O
5, letter shecty D D
6. other (apecify) shooes a O

" LI S colculation sheet
20 exriginil separste power of sttryney
3.[] erigtual general power of xamey
4 of genaral power of miomey;
= Lm.u-m'

The demand i sl accompasiod by the item(s) marked belrw:  *

s.O m@mudm

6.] sequonce listing in electronic fhem
in form

.1,|3 sbleg W reaiedtos

a0 other fpeciiy;:

'BaxNo. VII SIGNATURE OF APPLICANT,
Nt 1o sl Lignaiure, Inilicnsy the nume of the parses siguing s

AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE,

e copuelty i wikich ﬁp'—*-ﬂ-u_yt-d-j-_.h—

For lternational Preliminary Examining Acthority uss only

1. Dute of actoel receipt of DEMAND: ’
2 ted (iute of receipt of depmnd
mm'mmnm _ _ _
J.Dmudw&uhﬂhma 6.[7] The dae of rmccipt of the demand fa AFTER e
of
BT e, ey, Ty o | L o e e ST
(] e wpplicunt tes bees informed acoondingly. 3 Mhofrluﬂptnl"hl and fs WITHIN the
: luwﬂzrm"“'ﬂmumu-m Rule 80.5.
] it et R i O T
5. by receipt of the denmnd is wfter the . ¢ .
ki dlgmhh%ﬁ&h I i F'.-"bnlh
For Intermations] Barems use cnly
Demand received from IPEA o .
- Form PCTAPEA/4Q] i : '
Porm P mmﬂm«-ﬂm aNun?mmp.

e ——

S



From:Hovay #illiams 818 474 8067 04/28/2008 17:27 P. 008/091 Ge

. . LAW OFFiCKE

Hovey WiLLiams LLP
A LIMITED LIABILITY F.All'l'-lllﬂlP OF FROFESSIONAL COAPORATIONS
ISTABLIBHED wan

INTELLECTUAL PROPENTY LAW
U.S. & FOREIGN PATENTE, TRARCMANNS, COPRISHTS
& UNFALR CONPETITION CAVSTE

Trmerey & Troltt

. _ October 17, 2005
e " Commissioner fur Paterts '

PCT
" P.O. Box 1450

Alcxandria, VA 223131450

Re: . Intcroational PCT Patent Application No. PCT/US2004/036336; Filed October
29, 2005; ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE-HAEMOPHILUS
PARASUIS VACCINE AND METHODS OF USING SAME; Bochringer
Ingelheim Vetmedica, Inc.; Inventors: Swart, Vanghn, Freking, Roof, Hayes, and

" Phillips; Our Dockst No. 34125-PCT

Dear Sim:

Amdhnmmm@mnmmmmmwmﬁuﬁm on June
27, 2005. Accordingly, amendments mdmmmtsmdu-ArﬁnleMueapmuprimuthh&m.
Replacement sheets, page numbers 18-24a, are included herewith,

Each of the indepandent claims, 1, 9, 19, 28, and 37 bave been amended to specify that the antigen
is cell-based. The remsinder of the claims have not been amanded. However, Applicant notes that

Elchofﬂmcll.ims,wiﬂltheucqsﬁmofehimﬂ whichlppeutmhlvebeeninlivuhﬂyomiﬂnd
ﬁommmimﬁmuitappeuedmﬁebmkmppfﬂnpnbﬁshdlppﬁﬂﬁm.mmjeghdu
cither anticipated or obvious over U.S. Patent Nos. 6,019,984 to Macinnes et al (Macinnes),
6,013,266 to Sargers et al (Sergers),.or U.S. Patent No. 6,342,231 to Buckhardt et al (Burkhards),
dﬁmnhid:mqui:pthnﬁemﬁgmbemll-bued. Mm,Macimudoamtpwidcgny
mmpluofaemnpoﬁﬁmbhiahhchdnwarhkhﬂapmmmdﬂmapﬁba
Parasuis. Amﬂingly,m:ﬂiucyofmdumbimﬁmiuﬁmlondinlﬁdmm.

A0S GRAND BDULEVARD BWITE 4ou KANEAS CITY. MIEBDUAI 54 1D8-8D

T -'m.sm F SIGsrs.moRry
wes.htweywiilams com
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Commissioner of Patenty
PCT

October 17, 2005

Page 2 )
Smﬁﬂmﬂnwhuhdmnﬁwwmhcwiﬁamﬂﬁmﬁmiﬁn'gmnmhﬁn
. production, Apin,ﬂ:ilnodneismﬁn-bued.whﬂelhemﬂyclﬁnedvudneiswﬂ-bued.
Awmdhgly.hmbesﬁdﬂluSqmlnﬁciplmaobﬁmthemtdﬁms.

Finally, Burkhardt discloses a cell-free extract vaccine for Haemophilus Parasuis and even notes
spparent deficiencies of a bacterin. The present invention is cell-based, and is therefiire, a bacterin.
M:ﬁfwmﬂmﬁﬂubmvidcmymnpluofavmwhid:inchdﬁmﬁgm&mboﬁ
EmWoMkawbthiaedemwphﬂqu. Accordingly, it cannot be said that
Burkharcdt anticipates or obviates the present invention.

Appﬁunbgnutﬂutnﬂmf&mmdmjwﬁmihﬂebeﬁmebythhmmd
mupeclﬁﬂyraqumﬁuﬂnmvdtyuﬂhvmﬂw@njmmmdhﬁewmmim

be withdrawn,
“Any additional fee which is due in connection with this amendment should be spplied against our
Deposit Account No. 19-0522,
Vary truly yours, _
HOVEY WILLIAMS LLP
, ~
MW - /
Reg. No. 43,205
HOVEY WILLIAMS LLP
2405 Grand Blvd., Ste. 400
Kansas City, MO 64108
TST/dlr



Membrete de Hovey Williama LLP
17 de octubre de 2005

Comisionado de Patentes
PCT

P.O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-14590

Re: Solicitud Internacional de Patente PCT No.
PCT/US2004/036336, Presentada Octubre 29 de 2005; VACUNA
DE ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPHATHIAE-HAEMOPHILUS PARASUIS Y
METODOS PARA USAR LA MISMA; Boehringer Ingelheim
Vetmedica, Inc.; Inventores: Swart, Vaughn, Freking, Roof,
Hayes y Phillips; Nuestra Ref. No. 34125-PCT

REFORMA Y ARGUMENTOS SEGON EL ARTICULO 34

Respetados sefiores:

El 27 de junio de 2005 se presentd una solicitud de evaluacién de
conformidad con el Capitulo II para la solicitud de la referencia.
Por consiguiente este es el momento oportuno para presentar reformas
y argumentos de conformidad con el Articulo 34. Se adjuntan a la
presente las hojas de reemplazo con los niimeros de paginas 18 a 24a.

Cada una de las reivindicaciones independientes, 1, 9, 19, 28 y 37
han- sidc reformadas para especificar que el antigeno es de base
celular. Las restantes reivindicaciones no han sido reformadas. Sin
embargo el solicitante hace notar que las nuevas reivindicaciones 42
a 51 han sido adicionadas para definir mis especificamente que el
antigeno proviene de células enteras y que las células enteras se

encuentran inactivadas.

Cada una de 1las reivindicaciones, con la excepcién de la

reivindicacién 41, cuya evaluacién parece que fue omitida de manera
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inadvertida ya que aparece al respaldo de la publicacién de la
solicitud, fue rechazada ya sea como anticipada o como obvia segin
las Patentes de los Estados Unidos Noe. 6,019,984 a favor de
Macinnes et al (Macinnes), 6,013,266 a favor de Sergers et al
(Sergers) o la Patente de los Estados Unidos No. 6,342,231 a favor
de Burkhardt et al (Burkhardt). Macinnes describe un antigeno
asociado a las células derivado de toxinas APP. Lo anterior difiere
de las reivindicaciones recientemente reformadas en que requieren
que el antigeno sea a base de células. Adicionalmente, Macinnes no
proveé ningGn ejemplo de una composicién que incluya Erysipelothrix
Rhugiophathiae y Haemophilus Parasuis. Por consiguiente no se

divulga la eficacia de dicha combinacién en Macinnes.

Sergers divulga vacunas contra APP basadas en una vacuna de virus
vivos con una mutacién que limita la produccién de toxina RTX de
APP. Nuevamente mientras que ésta vacuna es a base de toxinas, la
vacuna reivindicada en la presente es a base de células. Por
consiguiente no se puede decir que Sergers anticipa o hace obvia las

presentes reivindicaciones.

Finalmente Burkhardt divulga una vacuna de extracto libre de células
para Haemophilus Parasuis e inclusive sefiala aparentes deficiencias
de una bacterina. La presente invencién tiene es a base de células y
es por consiguiente una bacterina. Esta referencia tampoco proveé
ningdn ejemplo de una vacuna gque incluya antigenos tanto de
Erysipelothrix Rhusiophathiae como de Haemophilus Parasuis. En
consecuencia no se puede afirmar que Buckhardt anticipa o hace obvia

la presente invencién.

El Solicitante declara que todas las citaciones y negacicnes han
sido superadas por esta respuesta y respetuosamente solicita que las
objeciones a la novedad y nivel inventivo contenidas en el Concepto

Escrito sean retiradas.
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Cualquier tasa adicional que deba ser cancelada en relacién con esta
reforma debe ser cobrada a nuestra Cuenta de Depbsito No. 19-0522.

Atentamente,
HOVEY WILLIAMS LLP
Firma Ilegible
Por: Tracey S. Truitt
Reg. No. 43,205
HOVEY WILLIAMS LLP
2405 Grand Blvd., Ste. 400
Kansas City, MO 64108
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We claim: %’ \

1. A composition comprising;
an amount of cell-based antigen from Erysipelothrix Rhusiopathiae;

an amount of cell-based antigen from Haemophilus Parasuis; and

an adjuvant,

2. The composition of claim 1, said amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen
in said composition being an amount effective at reducing the risk of developing clinical signs of
Erysipelothrix Rhusiopathige infection when administered to an animal susceptible to

Erysipelothrix Rhusiopathiae infection.

3. The composition of claim 2, said effective amount of Erysipelothrix

Rhusiopathlae antigen being up to about 5§ ml.

4, The composition of claim 1, said amount of antigen. from Haemophilus Parasuis
being an amount effective at reducing the risk of developing clinical signs of Haemophilus
Parasuis infection when administered to an animal susceptible to Haemophilus Parasuis
infection.

5. The compogition of claim 4, said effective amount of Haemophilus Parasuis

antigen being up to about 5 ml.

18
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6. The composition of claim 4, said effective amount of Haemophilus Parasuis

antigen containing at least 1.5 x 107 cfu/dose.

7. The composition of claim 1, said adjuvant having a mineral oil base.

8. The composition of claim 1, said composition being effective at inducing an
immune response against infection from a pathogen selected from the group consisting of
Haemophilus Parasuis, Erysipelothrix Rhusiopathiae, and combinations thereof.

9. A vaccine for reducing the risk of developing clinical signs of Erysipelothrix
Rhusiopathige infection after a single administration of said vaccine, said vaccine comprising:

an amount of cell-based Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen; and an adjuvant.

10.  The vaccine of claim 9, further comprising an amount of Haemophilus Parasuis

antigen.

11.  The vaccine of claim 9, said amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen
being up to about 5 ml.

19
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12.  The vaccine of claim 10, said amount of antigen from Haemophilus Parasuis

being an amount effective at reducing the risk of developing clinical signs of Haemophilus

Parasuis infection,

13.  The vaccine of claim 10, said amount of Haemophilus Parasuis antigen being up

to about 5 ml,

14.  The vaccine of claim 10, said effective amount of Haemophilus Parasuis antigen

containing at least 1.5 x 107 cfu/dose.
15.  The vaccine of claim 9, said adjuvant having a mineral oil base.

16.  The vaccine of claim 9, said vaccine reducing the risk of developing clinicel signs

of Erysipelothrix Rhusiopathiae infection for at least four months following administration.

17.  The vaccine of claim 10, said vaccine reducing the risk of developing clinical

signs of Haemophilus Parasuis infection for at least four months following administration.
18.  The vaccine of claim 10, said vaccine being effective at inducing an immune

response against infection from a pathogen selected from the group consisting of Haemophilus

Parasuis, Erysipelothrix Rhusiopathiae, and combinations thereof.

20
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19. A method of reducing an animal’s risk of developing clinical signs resulting from
- infection by a pathogen selected from the group consisting of Haemophilus Parasuis,
Erysipelothrix Rhusiopathige, and combinations thereof comprising the step of:

administering a composition to an animal susceptible to Haemophilus Parasuis or

| Erysipelothrix Rhusiopathiae infection, said composition comprising an amount of cell-based
'i antigen from Erysipelothrix Rhusiopathiae, an amount of cell-based antigen from Haemophilus

e Parasuis, and an adjuvant.

20.  The method of claim 19, said administration step being via an intramuscular

i injection.

:

"

e 21.  The mothod of claim 19, seid amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen
' being up to about 5 ml.

i 22.  The method of claim 19, said amount of Haemophilus Parasuis antigen being up
h to about 5 ml,

23.  The method of claim 19, said amount of Haemophilus Parasuis antigen

containing at least 1.5 x 107 cfu/dose.

24.  The method of claim 19, said adjuvant having a mineral oil base.

21
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25.  The method of claim 19, said animal's reduction of risk of developing clinical
signs of Haemophilus Parasuis or Erysipelothrix Rhusiopathiae infection lasting for at least 132

days.

26.  The method of claim 19, said administering step reducing the animal’s risk of
developing clinical signs from Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix Rhusiopathiae
infection.

27.  The method of claim 19, further comprising the step of confirming the animal's
reduction of risk by challenging the animal with a virulent strain of Haemophilus Parasuis or
Erysipelothrix Rhusiopathiae and monitoring said animal for the development of said clinical

signs.

28. A method of inducing an immune response to Haemophilus Parasuis or
Erysipelothrix Rhusiopathiae infection compr.ising the step of:

administering a composition to an animal susceptible to Haemophilus Parasuis or
Erysipelothrix Rhusiopathiae infection, said composition comprising an amount of cell-based
antigen from Erysipelothrix Rhusiopathiae, an amount of cell-based antigen from Haemophilus

Parasuis, and an adjuvant.

29.  The method of claim 28, said administration step being via an intramuscular

injection.
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30.  The method of claim 28, said amount of Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen

being up to about 5 ml,

31.  The method of claim 28, said amount of Haemopkilus Parasuis antigen being up

to about 5 ml.

32. The method of claim 28, said amount of Haemophilus Parasuis antigen

containing at least 1.5 x 107 cfu/dose.
33.  The method of claim 28, said adjuvant having a mineral oil base.

34.  The method of claim 28, said animal’s immune response to Haemophilus

Parasuis or Erysipelothrix Rhusiopathiae infection lasting for at least 4 months.

35.  The method of claim 28, said administering step inducing an immune response

agrinst Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix Rhusiopathiae infection.
36.  The method of claim 28, further comprising the step of confirming the animal’s

immune response by challenging the animal with a virulent strain of Haemophilus Parasuis or

Erysipelothrix Rhusiopathiae and testing for said immune response.

23
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37. A method of preparing a composition comprising the steps of:
preparing a mixture by combining an amount of gejl-based antigen from Haemophilus
Parasuis, and an amount of cell-based antigen from Erysipelothrix Rhusiopathiae, and an

adjuvant; and emulsifying said mixture.

38.  The method of claim 37, said method further comprising the step of inactivating

the source of said antigen from Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix Rhusiopathige.

39.  The method of claim 37, said Haemophilus Parasuis antigen being derived from
strain Z-1517.

40.  The method of claim 37, said Erysipelothrix Rhusiopathiae antigen being derived
from strain SE-9.

4l.  The method of claim 37, further comprising the step of standardizing said
composition to provide known effective amounts of Haemophilus Parasuis and Erysipelothrix

Rhusiopathiae antigen.

42.  The composition of claim 1, said cell-based antigen being whole cells from

Haemophilus Parasuis or Erysipelothrix Rhusiopathiae.

43.  The composition of claim 42, said whole cells being inactivated.

24
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44.  The vaccine of claim 9, said cell-based antigen being whole cells from

Erysipelothrix Rhusiopathiae.

45.  The vaccine of claim 44, said whole cells being inactivated.

46.  The method of claim 19, said cell-based antigen being whole cells from

Haemophilus Parasuis or Erysipelothrix Rhusiopathiae.

47.  The composition of claim 46, said whole cells being inactivated.

48.  The method of claim 28, said cell-based antigen being whole cells from

Haemophilus Parasuis ot Erysipelothrix Rhusiopathiae.

49.  The composition of claim 48, said whole cells being inactivated.

50.  The method of claim 37, said cell-based antigen being whole cells from

Haemophilus Parasuis or Erysipelothrix Rhusiopathiae.

51.  The composition of claim 50, said whole cells being inactivated.
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Relvindicaclones modificadas:
1.Una composici_tm que comprende:

Una cantidad de antigeno de basado en célula de Erysipsiothrix
Rhusiopathiae;
Una cantidad de antigeno basado en célula de Haemophilus parasuis; y

Un adyuvante.

2.La composicién de la reivindicacion 1, dicha cantidad de antigeno de
Erysipeiothrix Rhusiopathiae en dicha composiciébn es una cantidad
efectiva para reducir el riesgo de desarmollar signos clinicos de infeccion
de Erysipeiothrix Rhusiopathiae cuando se administra a un animal

susceptible de infeccién con Erysipelothrix Rhusiopathiae.

3.La composicion de la reivindicacién 2, dicha cantidad efectiva de antigeno
de Erysipelothrix Rhusiopathiae es hasta de aproximadamente 5 mL.

4.La composicién de la reivindicacién 1, dicha cantidad de antigeno de
Haemophilus Parasuis es una cantidad efectiva para reducir el riesgo de
desarrollar signos clinicos de infeccibn por Haemophilus Parasuis
cuando se administa a una animal susceptible a infeccibn con

Haemophilus parasuis.

5.La composicion de la reivindicacion 4, dicha cantidad efectiva de antigeno

de Haemophilus parasuis es hasta de aproximadamente 5 mL
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6.La composicién de la reivindicacion 4, dicha cantidad efectiva de antigeno

de Haemophilus Parasuis contiene al menos 1.5 x 107 cfu/dosis.

7.La composicién de la reivindicacion 1, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

8.La composicién de la reivindicacion 1, dicha composicién es efectiva para
inducir una respuesta inmune contra infeccion de un pat6égeno
seleccionado del grupo que consiste de Haemophilus parasuis,

Erysipelothrix rhusiopathiae, y combinaciones de estos.

9.Una vacuna para reducir los riesgos de desarrollar signos clinicos de
infeccion de Erysipelothrix rhusiopathiae después de una administracion

simple de dicha vacuna, dicha vacuna comprende:

una cantidad de antigeno de Erysipelothrix Rhusiopathiae basada en

célula; y una adyuvante.

10. La vacuna de la reivindicacién 9, que comprende ademéas una cantidad

de antigeno de Haemophilus parasuis.

11. La vacuna de la reivindicacién 9, dicha cantidad de antigeno de

Erysipelothrix Rhusiopathiae es hasta de aproximadamente 5 mL.

12. La vacuna de la reivindicacién 10, dicha cantidad de antigeno de
Haemophilus parasuis es una cantidad efectiva para reducir el riesgo de

desarrollar signos clinicos de infecciébn con Haemophilus Parasuis.

a0
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

La vacuna de la reivindicacién 10, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis es hasta de aproximadamente 5 mL

la vacuna de la reivindicacién 10, dicha cantidad efectiva de antigeno de

Haemophilus Parasuis contiene al menos 1.5 x 107cfu/dosis.

La vacuna de la reivindicacién 9, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

La vacuna de la reivindicaciéon 9, dicha vacuna reduce el riesgo de
desarrollar signos clinicos de infeccién con Erysipelothrix rhusiopathiae

durante al menos cuatro meses luego de la administracion.

La vacuna de la reivindicacién 10, dicha vacuna reduce el riesgo de
desarrollar signos clinicos de infeccion con Haemophilus parasuis

durante al menos cuatro meses luego de la administracién

La vacuna de la reivindicacién 10, dicha vacuna es efectiva para inducir
una respuesta inmune contra infeccién de un patégeno seleccionado del
grupo que consiste de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae, y combinaciones de estos.

Una método para reducir el riesgo a un animal de desamollar signos
clinicos que resultan de la infeccion por un patégeno seleccionado del
grupo que consiste de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae, y combinaciones de estos que comprenden la etapa de:

8L
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20.

21.

22,

23.

24,

25.

administrar una composicién a un animal susceptible de infeccién con
Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae, dicha
compasicion comprende una cantidad de antigeno basado en célula de
Erysipelothrix Rhusiopathiae, una cantidad de antigeno basado en -

célula de Haemophilus parasuis, y un adyuvante.

El método de la reivindicaciéon 19, dicha etapa de administracién es via

una inyeccion intramuscular.

El método de la reivindicacion 19, dicha cantidad de antigeno de

Erysipelothrix Rhusiopathiae es de hasta aproximadamente 5 mL.

El método de la reivindicacién 19, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis es hasta de aproximadamente 5 mL

El método de la reivindicacion 19, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis, contiene al menos 1.5 x 10 cfu/dosis.

El método de la reivindicacién 19, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

El método de la reivindicacién 19, dicha reduccidn de riesgo al animal de
desarrollar signos clinicos de infeccién con Haemophilus parasuis o

Erysipelothrix Rhusiopathiae dura durante al menos 132 dlas.
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26.

27.

28.

29.

30.

El método de la reivindicaciéon 19, dicha etapa de administracién reduce
el riesgo del animal de desarrollar signos clinicos de infeccidn con

Haemophilus parasuis y Erysipelothrix Rhusiopathiae.

El método de la reivindicacién 19, que comprende ademas la etapa de
confirmar la reduccién del riesgo del animal al infectarse el animal con
una sepa virulenta de Haemophilus parasuis o Erysipelothrix

Rhusiopathiae
y monitorear dicho animal para el desarrollo de dichas signos clinicos.

Un método que induce una respuesta inmune a infeccién con
Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae que comprende la

etapa de:

Administrar una composicion a un animal susceptible de infeccién
Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae, dicha
composicién comprende una cantidad de antigeno basado en célula de
Erysipelothrix Rhusiopathiae, una cantidad de antigeno basado en

célula de Haemophilus parasuis, y un adyuvante.

El método de la reivindicacién 28, dicha etapa de administracién es por

via de una inyeccion intramuscular.

El método de la reivindicacién 28, dicha cantidad de antigeno de,

Erysipelothrix Rhusiopathiae, es hasta de aproximadamente 5 mbL

4
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31.

32

33.

34.

35.

36.

El método de la reivindicacién 28, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis, es hasta de aproximadamente 5 mL.

El método de la reivindicacién 28, dicha cantidad de antigeno de

Haemophilus parasuis, contiene al menos 1.5 x107 cfu/dosis.

El método de la reivindicacién 28, dicho adyuvante tiene una base de

aceite mineral.

El método de la reivindicacién 28, dicha respuesta inmune del animal a
infeccion Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae durante

al menos 4 meses.

El método de la reivindicacion 28, dicha etapa de administracion induce
una respuesta inmune contra infeccion con Haemophilus parasuis y

Erysipelothrix Rhusiopathiae.

El método de la reivindicacion 28, que comprende ademas la etapa de
confirmar la respuesta inmune del animal al infectarse el animal con una
sepa virulenta de Haemophilus parasuis o Erysipelothrix Rhusiopathiae

y ensayar dicha respuesta inmune.

37. Un método para preparar una composicion que comprende las etapas de:

Preparar una mezcla al combinar una cantidad de antigeno basado en

célula de Haemophilus parasuis, una cantidad de antigeno basado en
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célula de Erysipelothrix Rhusiopathiae, y un adyuvante; y emulsificar

dicha mezcla.

38. El método de la reivindicacién 37, dicho método comprende ademas la
etapa de inactivar la fuente de dicho antigeno de Haemophilus parasuis

y Erysipelothrix Rhusiopathiae.

39. El método de la reivindicacién 37, dicho antigeno de Haemophilus

parasuis, se deriva de la sepa Z-1517.

40. El método de nreivindicacibn 37, dicho antigeno de Erysipelothrix

Rhusiopathiae se deriva de la sepa SE-9.

41. El método de la reivindicacién 37, que comprende ademas la etapa de
estandarizar dicha composicién para suministrar cantidades efectivas
conocidas de antigeno de Haemophilus Parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae.

42. La composicion de la reivindicacion 1, dicho antigeno basado en célula
es de células completas de Haemophilus Parasuis, Erysipelothrix
Rhusiopathiae.

43. La composicién de la reivindicacion 42, dichas células completas son

inactivadas.

44, La vacuna de la reivindicacién 9, dicho antigeno basado en célula es de

células completas de Erysipelothrix Rhusiopathiae.
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45.

46.

47.

48,

49,

50.

51.

La vacuna de la reivindicacidon 44, dichas células completas son

inactivadas.

E! método de la reivindicacién 19, dicho antigeno basado en célula es
de células completas de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae.

La composicién de la reivindicacion 46, duchas células coletas son

activadas.

El método de la reivindicacion 28, dicho antigeno basado en célula es
de ceélulas completas de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae.

La composicion de la reivindicacién 48, dichas células completas son

inactivadas.

El método de la reivindicacién 37, dicho antigeno basado en células es
de células completas de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix

Rhusiopathiae.

La composicién de la reivindicacién 50, dichas células completas son

inactivadas.

3%
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1. Una composicidn que comprende:
Una cantided de antigano de Erysipelothrix
Rhusiopathiae,
Una cantidad de antigeno de Haemaphiius parasuls,
¥
Un adyuvants.

2. La composicion de la relvindicacién 1, diche
canidad de aentigeno de Erysipelothrix
Rhusiopathise en dicha composicién es una
canfidad efectiva para reduclr el riesgo de
desamoliar signos clinicos de Infeccidn de

Erysipelothrix  Rhusiopethies cuando se
administra a un animal suscepiible de infaccidn
con Erysipelothrix Rhusiopathige.

3. La composicién de la reivindicacidn 2, dicha
cantidad efectiva de antigano de Elydpowm
Rhusiopathise siendo
aproximadamente 5 mL.

4. La composicin de la relvindicacidn 1, dicha
cantided de antigeno de Heemaphikuss Parasils
@3 una cantidad efectiva para redudir el flesgo
de desamollar signos dlinicos de Infeccion
Heemophilus Parasuls cuando se administra a
una animal susceptible mediante Infeccidn con

Haemophilus parasuls.

5.  La composicion de la relvindicacién 4, dicha
cantidad efectiva de antigeno de Haemophilus
perastiis es hasta de aproximadamente 5 mL.

6. La composicidn de la relvindicacidn 4, dicha
cantidad efectiva de antigeno de
Parasuls que confiene al mencs 1.5 x 107
chu/dosls.

7. La composiciin de la relvindicacién 1, dicho
adyuvante tiane una base de aceits minersl.

8. La composicién de la reivindicacidn 1, dicha
compoaicion es efeciva al Inducr una
respuesta inmune contra Infeccién de un
patdgeno seleccionado del grupo que consiste

de Haemophilus parasuis, Erysipelothrix
rhusiopathise, y combinaciones de estos.

8. Una vacuna para reduclr los riesgos de
desarrollar signos clinicos de Infeccion de
Erysipelothrix rhusiopathiee después de una
administracién eimple de dicha vacuna, dicha
vacuna comprende: una cantidad de antigeno
do Eryspelothrix Rhusiopathise; y una
adyuvants.

10.La vacuna de la reivindicacién 9, que comprende
sdemds una caniided de entigeno de

Hasmophlius parasiis.

11.La vacuna de la relvindicacién 9, dicha cantidad de

antigeno de Erysipelothrix Rhuslopathise es de
hasta aproximadaments 5 mL.
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REFERENCIA Radicaclén KNo. 6 50044
Bolicitud internacional UB2004/036336
Facha inicio fase nacional 30/05/2006

Trémite 11
Evento 79
Actuacién 430

Oficio No. A 8793

Como resultadoc 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 de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccitn de los anexos del
reporte de examen preliminar internacicnal (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Axrt. 26-k)
Decisitn 486.

3. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, com el lleno de los
requisitos exigidos por los articulog 63 y subsiguientes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicicnalmente, deberi presentar el documento que acredita la

existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispussto por el articulo 39 de la Decisifm 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficlio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casop de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la aolicitud se
conslderari abandonada y perderf su prelaciém.

Notifiquese el presents oficio conforme a lo dispuesto el numaral 5.2, literal
e}, del capitulo ftulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de
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