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USO DE UMA COMPOSICAO DE CELULAS INTEGRAIS INATIVADAS
DE LAWSONIA INTRACELLULARIS CONTENDO CARBOIDRATO

[001] A presente inven¢do refere-se a uma vacina para protecio
contra uma infeccdo por Lawsonia intracellularis, sendo que uma vacina
neste sentido é uma composi¢ao que pelo menos proporciona uma diminui¢ao
de uma influéncia negativa da infec¢do por Lawsonia intracellularis, sendo
que referida influéncia negativa é, p. ex., dano ao tecido e/ou sinais clinicos,
como ganho de peso diminuido, diarréia, etc.

[002] Enteropatia proliferativa (também denominada enterite ou
ileite) em muitos animais, em particular porcos, apresenta um sinal clinico e
sindrome patolégica com hiperplasia mucosal de células epiteliais imaturas
das criptas, primariamente no {leo terminal. Outros sitios dos intestinos que
podem ser afetados incluem o jejuno, ceco e colo. Porcos desmamados e
adultos jovens sdo afetados principalmente por manifestacdo clinica tipica
compreendendo rdpida perda de peso e desidratacdo. Doencga clinica natural
em porcos ocorre em todo o mundo. A doenca estd associada
consistentemente com a presenca de bactérias curvas intracelulares,
presentemente conhecidas como Lawsonia intracellularis.

[003] De uma maneira geral, vacinacdo oral contra Lawsonia
intracellularis mostrou ser uma medida economicamente eficiente para
controlar a ilefte e permitir uma melhor exploracio do potencial de
crescimento genético do porco (Porcine Proliferative Enteropathy Technical
manual 3.0, julho de 2006; obtenivel da Boehringer Ingelheim).
Adicionalmente, vacinacdo oral ao invés de parenteral reduzird a transmissao
de infecc¢des transmitidas pelo sangue, como PRRS, via agulhas de multi-uso
e a reducdo de reacdes do sitio de injecdo e agulhas retidas nas carcagas. Ela
reduzird estresses animais € humanos, tempo, custos de trabalho e esfor¢co em
comparacdo com a vacinagdo individual (McOrist: "lleitis - One Pathogen,

Several Diseases" no Simpdsio sobre Ileite da IPVS em Hamburgo, 28 de
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junho de 2004).

[004] Em geral compreende-se que a vantagem de uma abordagem
com vacina viva atenuada é que a eficdcia da imunidade usualmente é
relativamente boa porque o sistema imune do hospedeiro € exposto a todas as
propriedades antigénicas do organismo de uma maneira mais "natural”.
Particularmente para agentes antibacterianos intracelulares, como Lawsonia
intracellularis, acredita-se que a abordagem com vacina viva atenuada
oferece a melhor protecao disponivel para animais vacinados, devido a uma
resposta imune total e apropriada a base de células T. Isto contrasta com a
imunidade de varidvel a fraca associada com os tipos de vacina de subunidade
ou morta para bactérias intracelulares. Isto também €& particularmente
verdadeiro para bactérias intracelulares obrigatérias, como Lawsonia
intracellularis ou a Chlamydia sp, que causam infeccdes patogénicas no
interior da mucosa. Estudos indicam que formas atenuadas vivas integrais das
bactérias intracelulares em questio sao fornecidas da melhor forma a mucosa-
alvo, que elas sdo necessdrias como formas bacterianas vivas integrais para
produzir uma resposta imune plenamente protetora na mucosa-alvo, mas que
elas também sdo imunologicamente superiores em compara¢ao com o uso de
componentes bacterianos parciais.

[005] Tornou-se compreensio geral que uma vacina contra Lawsonia
intracellularis precisa ser administrada oralmente (ver i.a. Technical Manual
3.0 como referido acima). Isto baseia-se no fato de que a base da resisténcia
do corpo a ileite é a imunidade local no intestino, que é o produto de
imunidade mediada com célula e defesa local via anticorpos, particularmente
IgA. De acordo com o conhecimento corrente, anticorpos do soro (IgG) nao
proporcionam qualquer protecdo simplesmente porque eles ndo atingem o
limen do intestino. Demonstrou-se em estudos que a vacinagdo oral produz
imunidade mediada com célula e também producao local de IgA no intestino

(Murtaugh, em Agrar- und Veterinar-Akademie, Nutztierpraxis Aktuell,
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edicdo 9, junho de 2004; e Hyland et al. em Veterinary Immunology e
Immunopathology 102 (2004) 329-338). Em contraste, administra¢do
intramuscular ndo levou a prote¢do. Além disso, em seguida a compreensao
geral de que uma vacina bem sucedida contra bactérias intracelulares precisa
induzir imunidade mediada com célula e também a producdo de anticorpos
locais, a pessoa versada na arte sabe que apenas um percentual muito baixo de
antigenos ingeridos oralmente é efetivamente absorvido pelos enterdcitos, e
que a incorporacdo de Lawsonia intracellularis na célula € um processo ativo
iniciado pela bactéria. Assim, uma vacina inativada poderia dotar o intestino
com antigeno imunogénico insuficiente (Haesebrouck et al. em Veterinary
Microbiology 100 (2004) 255-268). Esta é a razdo porque se acredita que
apenas vacinas vivas atenuadas induzem suficiente protecio mediada com
célula nas células intestinais (ver Technical Manual 3.0 como referido acima).
Presentemente hd apenas uma vacina no mercado para proteger contra
Lawsonia intracellularis, viz. Enterisol® Ileitis comercializada pela
Boehringer Ingelheim. Esta vacina é efetivamente uma vacina viva para
administracao oral.

[006] E um objeto da presente invengdo proporcionar uma vacina
alternativa para proteger contra uma infeccdo por Lawsonia intracellularis.
Para tanto concebeu-se o uso de uma composicdo nao-viva contendo
carboidrato, sendo que o carboidrato também é encontrado em células vivas
de Lawsonia intracellularis em associacdo com a membrana celular exterior
destas células, para a fabricacdo de uma vacina para protecdo contra uma
infeccdo por Lawsonia intracellularis, sendo que a vacina encontra-se em
uma forma adequada para administracdo sist€mica. Surpreendemente, contra
o entendimento geral persistente de como combater Lawsonia intracellularis,
verificou-se que usando uma composi¢ao nao-viva contendo carboidrato, por
exemplo, extraida da membrana celular exterior de Lawsonia intracellularis,

como um antigeno em uma vacina, € possivel induzir uma prote¢do contra
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Lawsonia intracellularis que € compardavel, ou mesmo melhorada, com
relagdo a prote¢do proporcionada pelo uso da vacina viva Enterisol ® Ileitis
(administrada de acordo com as instru¢des correspondentes), quando o
antigeno é administrado sistemicamente, i.e. de uma maneira que ele atinja o
sistema circulatério do corpo (compreendendo o sistema cardiovascular e
linfatico), desta forma afetando o corpo como um todo, ao invés de um lécus
especifico, como o trato gastrintestinal. A administracdo sist€émica pode ser
realizada, p. ex., administrando-se os antigenos no tecido muscular
(intramuscular), na derme (intradérmica), sob a pele (subcutinea), sob a
mucosa (submucosal), nas veias (intravenosa) etc. Além da muito boa
protecdo que pode ser obtida, uma vantagem importante da presente vacina
ndo-viva é que ela é uma seguranca inerente quando comparada com uma
vacina viva.

[007] De uma maneira geral, a composicdo contendo carboidrato
pode ser usada para fabricar uma vacina com o uso de métodos conhecidos na
arte que compreendem basicamente misturar a composi¢do antigénica
contendo carboidrato (ou uma composi¢ao derivada da mesma, como uma
diluicdo ou concentrado da composicdo original ou um extrato, um ou mais
componentes purificados etc.) com um veiculo farmaceuticamente aceitdvel,
p. ex., um veiculo liquido, como 4gua (opcionalmente tamponada) ou um
veiculo s6lido, como usado comumente para se obter vacinas secadas por
congelamento. Assim, a fabricacdo pode ocorrer em um ambiente industrial,
mas os antigenos também poderiam ser misturados com o0s outros
constituintes de vacina in situ (i.e. em uma veterindria, uma fazenda etc.), p.
ex., (imediatamente) precedendo a administracdo efetiva a um animal. Na
vacina, os antigenos deveriam estar presentes numa quantidade
imunologicamente efetiva, i.e. numa quantidade capaz de estimualr o sistema
imune do animal-alvo suficientemente para, pelo menos, reduzir os efeitos

negativos de uma exposi¢do pds-vacinacdo com microorganismos de tipo
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selvagem. Opcionalmente adiciona-se outras substancias, como adjuvantes,
estabilizantes, modificadores de viscosidade ou outros componentes,
dependendo do uso desejado ou das propriedades requeridas da vacina. Para
vacinacao sistémica muitas formas sdo adequadas, em particular formulacdes
liquidas (com antigenos dissolvidos, emulsificados ou suspensos) mas
também formulagdes sélidas, como implantes ou uma forma intermedidria,
como um veiculo sélido para o antigeno suspenso em um liquido. A
vacinacao sistémica, em particular a vacinacdo parenteral (i.e. ndo através do
canal alimentar), e formas adequadas (fisicas) de vacinas para vacinagao
sistémica sdo conhecidas hd mais de 200 anos.

[008] Observa-se que subunidades de células de Lawsonia
intracellularis foram reportadas como antigenos em uma vacina para prote¢ao
contra esta bactéria. No entanto, estas sdo particularmente proteinas
recombinantes e, até aqui nenhuma delas provou ser capaz de proporcionar
boa protecdo. Bactérias mortas (que contém inerentemente o carboidrato que
também € encontrado em células vivas de Lawsonia intracellularis em
associacao com a membrana exterior da célula) também sdo sugeridas como
antigenos em vacinas contra Lawsonia intracellularis, mas nao se testou
efetivamente vacinas baseadas em células integrais mortas e ndo se reportou
proporcionarem boa protecdo. Além disso, a administracio sist€mica nio foi
usada em conjunto com estas bactérias mortas, devido a compreensao geral de
que ndo ha expectativa razodvel de sucesso para a administracdo sistémica de
antigenos para se combater localmente (i.e. nos intestinos) Lawsonia
intracellularis.

[009] Com relacdo a isso observa-se que no WO 97/20050 (Daratech
PTY Ltd) menciona o uso de bactérias de Lawsonia intracellularis mortas
para imunizar porcos. No entanto, ndo se menciona administracdo sistémica.
Com base no conhecimento corrente de que a vacinagdo sé é efetiva mediante

administracdo oral, é de conhecimento geral que a via oral foi a via de
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administracdo escolhida para os experimentos descritos no pedido Daratech.
Outro pedido de patente que menciona bactérias mortas é o WO 2005/011731
(Boehringer Ingelheim). No entanto, revela-se efetivamente o uso de uma
vacina viva administrada oralmente. Nao se mostra que uma vacina morta
pode ser efetiva, muito menos que a vacina morta pode ser dada
sistemicamente. A EP 843 818 (Boehringer Ingelheim) descreve a
administracdo intramuscular de uma vacina morta (pardgrafo [0115] em
combina¢do com o pardgrafo [0119]). No pardgrafo [0115] afirma-se que as
bactérias foram mortas armazenando-se as mesmas a 4°C em condigdes
atmosféricas normais. No entanto, como € de conhecimento comum, nestas
condi¢Oes bactérias de Lawsonia intracellularis sobrevivem. Assim, este
documento ndo ensina o objeto da presente invencao. Observa-se também que
uma composi¢do contendo carboidrato, em que o carboidrato também ¢é
encontrado em células vivas de Lawsonia intracellularis em associacdo com a
membrana celular exterior destas células, também € conhecida de Kroll et al.
(Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, junho de 2005, 693-699).
No entanto, esta composi¢cao € usada para diagndsticos. Ainda nao foi testada
como um antigeno protetor por razdes indicadas acima.

[0010] Em uma concretiza¢do, a composicdo contendo carboidrato é
material resultante da morte de bactérias de Lawsonia intracellularis.
Verificou-se que uma maneira muito convincente de proporcionar o
carboidrato para uso de acordo com a presente inveng¢do consiste em
simplesmente matar células de Lawsonia intracellularis e usar o material
resultante como uma fonte para o carboidrato. Em teoria, a extracdo do
carboidrato de células vivas também poderia ser realizada (analogamente a
criacdo de células-fantasmas vivas por meio de remog¢do da parede celular),
mas requer técnicas mais sofisticadas e, portanto, mais onerosas. O material
como um todo poderia ser usado, p. ex., como uma suspensdo de células

integrais ou de um lisado de células de Lawsonia intracellularis, ou seria
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possivel purificar e até mesmo isolar o carboidrato removendo-o do material.
Este método pode ser realizado usando-se técnicas relativamente simples
conhecidas na arte.

[0011] Em uma concretizacdo preferida a composicdo contendo
carboidrato contém células integrais de bactérias de Lawsonia intracellularis
mortas. Isto provou ser a maneira mais conveniente de proporcionar o
carboidrato como um antigeno na vacina. Além disso, a eficicia da vacina é
ainda mais incrementada, possivelmente porque esta maneira de oferecer o
antigeno ao sistema imune do animal-alvo emula melhor o ambiente natural
do carboidrato.

[0012] Em uma concretizacdo a vacina compreende um adjuvante
6leo-em-dgua contendo goticulas de 6leo com tamanho sub-micrométrico. De
uma maneira geral, um adjuvante € um agente imunoestimulador no-
especifico. Principalmente, cada substidncia que € capaz de favorecer ou
amplificar um processo particular na cascata de eventos imunoldgicos,
levando finalmente a uma melhor resposta imunoldégica (i.e. a resposta
corporal integrada a um antigeno, em particular uma mediada por linfécitos e
envolvendo tipicamente o reconhecimento de antigenos por anticorpos
especificos ou linfécitos previamente sensibilizados), pode ser definida como
um adjuvante. Mostrou-se que usando um adjuvante 6leo em 4gua contendo
goticulas de 6leo com tamanho sub-micrométrico proporciona uma protecao
muito boa contra Lawsonia intracellularis. Efetivamente, a aplicacdo de
adjuvantes 6leo em 4gua tais quais € comum em conexao com antigenos nao-
vivos. No entanto, ¢ de conhecimento geral que as melhores propriedades
imunoestimuladoras sdao obtidas quando as goticulas de 6leo sao de diametro
grande. Em particular, usa-se goticulas de 6leo com um didmetro abaixo de 1
micrOmetro, em particular quando se acredita que seguranca € uma questao
importante. Nesse caso, deveria-se usar goticulas pequenas porque estas siao

conhecidas por suscitarem menor dano ao tecido, sinais clinicos etc. No
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entanto, no caso de obter protecdo para uma desordem associada com o
intestino via vacinacdo sistémica (como é o caso na presente invencao),
deveria-se selecionar goticulas grandes porque se poderia esperar que a
resposta imune tenha que ser reforcada significativamente. Em contraste, nés
verificamos que usando goticulas de Oleo pequenas na composi¢ao
proporciona-se resultados muito bons com relagdo a protecdo contra
Lawsonia intracellularis.

[0013] Em uma concretizagdo ainda mais preferida, o adjuvante
compreende goticulas de oleo biodegradivel e goticulas de 6leo mineral,
sendo que as goticulas de 6leo biodegradavel apresentando um tamanho
médio que difere do tamanho médio das goticulas de 6leo mineral. Mostrou-
se que o uso de uma mistura de O6leo biodegraddvel e O6leo mineral
proporciona resultados muito bons com relacio a eficidcia e seguranca.
Adicionalmente a isto, a estabilidade da composi¢ao é muito alta, o que € uma
vantagem econdmica importante. A estabilidade provou ser muito boa, em
particular quando o tamanho médio (ponderado por volume) das goticulas de
6leo biodegraddveis ou das goticulas minerais situa-se abaixo de 500 nm (de
preferéncia, em torno de 400 nm).

[0014] Em uma concretizagdo, a vacina compreende adicionalmente
antigenos de Mycoplasma hyopneumoniae e circovirus porcino. Até o
presente vacinas de combinacdo de Lawsonia intracellularis foram sugeridas
no estado da arte. No entanto, ndo muitas combinacdes do tipo referido foram
efetivamente testadas quanto a eficdcia. A razdo para isto € que se
compreende geralmente que a combinacdo de antigenos com antigenos de
Lawsonia intracellularis s6 pode levar a protecdo bem sucedida se os
antigenos de Lawsonia forem proporcionados como células vivas (atenuadas).
Com relacdo a isso nos referimos ao WO 2005/011731, que também sugere
todos os tipos de vacinas de combinacdo baseadas em Lawsonia

intracellularis. No entanto, com relacdo a descricdo e estrutura de
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reivindica¢des, o pedido de patente, a requerente (Boehringer Ingelheim)
parece estar convencido de que s6 se pode esperar que vacinas de combinacao
tenham uma possibilidade razodvel de sucesso quando antigenos de Lawsonia
estiverem presentes em forma de células vivas. O mesmo € verdadeiro para o
W02006/099561, também atribuido a Boehringer Ingelheim. Efetivamente,
com base no conhecimento comum este ¢ um pensamento 6bvio.

[0015] A invengdo serd explicada adicionalmente usando-se os
exemplos a seguir.

[0016] O Exemplo 1 descreve um método para se obter uma
composicio substancialmente isenta de proteina contendo carboidrato e uma
vacina que € preparada usando-se esta composi¢ao. O Exemplo 2 descreve um
experimento em que uma segunda vacina de acordo com a presente invencao
¢ comparada com a vacina correntemente no mercado € uma vacina
experimental compreendendo proteinas de subunidade de Lawsonia
intracellularis. O Exemplo 3 descreve um experimento em que duas vacinas
diferentes de acordo com a presente inven¢do sdo comparadas com a vacina
correntemente no mercado.

[0017] O Exemplo 4 descreve um experimento em que um efeito de
dosagem de uma vacina de acordo com a invengao € estabelecido.

Exemplo 1

[0018] Neste exemplo descreve-se um método para obter uma
composi¢Oes de carboidrato substancialmente isenta de proteina associada
com a membrana celular exterior de células de Lawsonia intracellularis e
uma vacina que pode ser preparada usando esta composicdo. De uma maneira
geral, um carboidrato é um composto orginico que contém carbono,
hidrogénio, e oxigénio, usualmente na relagdo de 1:2:1. Exemplos de
carboidratos sdo actcares (sacarideos), amidos, celuloses, e gomas.
Usualmente eles servem como uma fonte principal de energia na dieta de

animais. Lawsonia intracellularis € uma bactéria gram negativa, que contém,
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portanto, uma membrana exterior que ndo € construida unicamente de
fosfolipideo e proteina, mas também contém carboidratos, em particular
polissacarideo (usualmente polissacarideos, como lipopolissacarideo, lipo-
oligossacarideo, ou mesmo nao-lipo polissacarideos).

Fracdo de carboidrato para preparacao de vacina

[0019] Tomou-se vinte mililitros de 4gua tamponada (0,04 M de PBS,
solugdo salina tamponada com fosfato) contendo células de Lawsonia
intracellularis a uma concentracdo de 3,7E8 (= 3,7x108) células/ml. As
células foram lisadas mantendo-se as mesmas a 100°C durante 10 minutos.
Adicionou-se proteinase K (10 mg/ml) em 0,04 M de PBS a uma
concentracdo final de 1,7 mg/ml. Esta mistura foi incubada a 60°C durante 60
minutos para degradar todas as proteinas e manter os carboidratos intactos.
Subsequentemente, a mistura foi incubada a 100°C durante 10 minutos para
inativar a Proteinase K. O material resultante, que é uma composi¢ao
contendo carboidrato, em particular contendo os carboidratos como presentes
em bactérias vivas de Lawsonia intracellularis em associagdo com sua
membrana celular exterior (ver pardgrafo below), foi armazenado a 2-8°C até
uso posterior. A composicdo foi formulada em adjuvante Diluvac forte. Este
adjuvante (ver também EP 0 382 271) compreende 7,5 porcento em peso de
goticulas de acetato de vitamina E com um tamanho ponderado por volume
médio de aproximadamente 400 nm, suspenso em 4gua e estabilizado com 0,5
porcento em peso de Tween 80 (polioxietileno sorbitol mono-oleato). Cada
vacina de mililitro continha material que havia sido extraido de 1,2E8 células
de Lawsonia intracellularis.

Precipitacdo imune de antigenos de carboidrato de Lawsonia

[0020] Duas bateladas de anticorpos monoclonais (MoAb's)
desenvolvidos contra célula integral de Lawsonia intracellularis foram
precipitadas com Na2SO4 saturado a temperatura ambiente de acordo com

procedimentos convencionais. O precipitado foi pelotizado por meio de
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centrifugacdo (10.000 g durante 10 minutos). O pellet foi lavado com 20 % de
Na2S04 e ressuspenso em 0,04 M de PBS. Pérolas Dynal ativadas com
Tylosyl (DynaBeads, DK) foram pré-lavadas com 0,1 M de NaPO4 (pH 7,4),
de acordo com o manual do fabricante. De cada batelada de MoAb's retirou-se
140 pg e isto foi adicionado a 2E8 de pérolas pré-lavadas e incubadas de um
dia para o outro a 37°C. As pérolas foram pelotizadas por meio de
centrifugacdo e removeu-se MoAb's ndo-ligados por meio de aspiragao do
sobrenadante. Medicdes espectrofotométricas mostraram que entre 20 e 35 %
dos MoAb's adicionados ligaram-se as pérolas.

[0021] Duas bateladas de 1 ml de células de Lawsonia intracellularis
(3,7E8/ml) em 0,04 M de PBS foram sonificadas durante 1 minuto. Os lisados
de células resultantes foram adicionados as pérolas ativadas com Tylosyl -
complexos monoclonais e incubados de um dia para o outro a 4°C. As pérolas
ativadas com Tylosyl - complexos monoclonais foram lavadas trés vezes com
0,1 M de NaPO4 (pH 7,4). Os compostos ligados foram eluidos lavando-se as
pérolas em 0,5 ml de uréia 8M em 0,04 M de PBS (E1); 0,5 ml de glicina 10
mM pH 2,5 (E2); e 0,5 ml de HCI 50 mM (E3), de uma maneira sequencial.
Ap6s eluigdo, E2 e E3 foram neutralizados com 100 pl e 200 pl de 1 M
Tris/HCI (pH8,0).

[0022] Obteve-se amostras de cada etapa e [estas] foram carregadas
em géis de SDS-PAGE. Géis foram corados usando Commassie Brilliant Blue
(CBB) e manchamento prata ou manchados. Os manchamentos foram
desenvolvidos usando-se os mesmos MoAb's mencionados acima. Inspecao
dos géis e manchamentos mostraram que os MoAb's reconheceram bandas
com um peso molecular aparente de 21 e 24 kDa que ndo foram vistas nos
géis de CBB, mas que foram visiveis nos géis manchados com prata [Silver].
Determinou-se também que a fracdo das células que se ligam aos MoAb's foi
resistente a Proteinase K. Assim, com base nestes resultados pode-se concluir

que esta fracdo contém carboidratos (ou seja: toda a proteina € lisada, e
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fracdes de DNA sonificadas nao [se] mostrardo como uma banda clara em um
manchamento com prata [Silver]), e que os carboidratos encontram-se em
associacdo com (i.e. fazendo parte de, ou sendo ligados a) a membrana celular
exterior de Lawsonia intracellularis (ou seja: os MoAb's desenvolvidos contra
esta fracdo também sdo células integrais de Lawsonia intracellularis). Dado o
fato de que Lawsonia intracellularis € uma bactéria gram-negativa, acredita-
se que a composi¢ao de carboidrato compreende polissacarideo(s).

Exemplo 2

[0023] Este experimento foi realizado de uma maneira adequada para
formular o antigeno de carboidrato em uma vacina, viz. via uma célula
integral morta (também conhecida como bacterina). Como controles usou-se a
vacina comercialmente obtenivel Enterisol® Ileitis e uma vacina de
subunidade experimental compreendendo subunidades de proteina. Em
seguida, usou-se animais ndo-vacinados como um controle.

Projeto experimental do Exemplo 2

[0024] Uma vacina de células integrais inativadas foi preparada como
a seguir. Recolheu-se células vivas de Lawsonia intracellularis derivadas dos
intestinos de porcos com PPE. As células foram inativadas com 0,01 % de
BPL (beta-propiolactona). O material resultante, que € inerentemente uma
composicdo ndo-viva contendo carboidrato no sentido da presente invencao
(em particular, porque contém os carboidratos como presentes em bactérias
vivas de Lawsonia intracellularis em associacdo com suas membrana exterior
da célula), foi formulado em adjuvante Diluvac forte (ver Exemplo 1) a uma
concentra¢cdo de aproximadamente 2,8x108 células por ml de vacina.

[0025] A vacina de subunidade continha P1/2 e P4 recombinante
como se sabe da EP 1219711 (as proteinas com 19/21 e 37 kDa
respectivamente), e as proteinas recombinantes expressas por genes 5074,
4320 e 5464 como descrito no W02005/070958. As proteinas foram

formuladas em adjuvante Diluvac fortec. A vacina continha aproximadamente
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50 pg de cada uma das proteinas por mililitro.

[0026] Usou-se quarenta porcos SPF com 6 semanas de vida. Os
porcos foram divididos em 4 grupos de dez porcos cada. O grupo 1 foi
vacinado uma vez oralmente (a T=0) com 2 ml de "Enterisol ® Ileitis" vivo
(Boehringer Ingelheim) de acordo com as instrucdes do fabricante. Os grupos
2 e 3 foram vacinados duas vezes intramuscularmente (a T=0 e T=4w) com 2
ml da vacina de células integrais de Lawsonia inativadas e a vacina de
combinacdo de subunidade recombinante como descrita acima,
respectivamente. O grupo 4 foi deixado como controle ndo-vacinado. Em
T=6w todos os porcos foram expostos oralmente com mucosa homogeneizada
infectada com Lawsonia intracellularis. Subsequentemente todos os porcos
foram observados diariamente quanto a sinais clinicos de Enteropatia
proliferativa porcina (PPE, Porcine Proliferative Enteropathy). Em periodos
regulares e apOs a exposi¢ao, recolheu-se dos porcos amostras de sangue
sérico (para sorologia) e fezes (para PCR). Em T=9w todos os porcos foram
eutanizados e necropsiados. Obteve-se amostras histolégicas do ileo e estas
foram examinadas microscopicamente.

[0027] O in6culo de exposicdo foi preparado de mucosa infectada:
500 gramas de mucosa infectada (raspada de intestinos infectados) foram
misturados com 500 ml de solu¢do salina fisiolégica. Esta mistura foi
homogeneizada em um omnimixer durante um minuto a plena velocidade
sobre gelo. Todos os porcos foram expostos oralmente com 20 ml de in6culo
de exposi¢ao a T=6w.

[0028] Em T=0, 4, 6, 7, 8 ¢ 9w obteve-se uma amostra de fezes
(quantidades em gramas) e uma amostra de sangue sérico de cada porco e isto
foi armazenado até testes ulteriores. As amostras de fezes foram testadas em
um teste de PCR quantitativa (Q-PCR) e expressas como o logaritmo da
quantidade encontrada em picogramas (pg). Amostras de soro foram testadas

no teste IFT comumente aplicado (teste com anticorpos imuno-fluorescentes
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para detectar anticorpos contra células de Lawsonia intracellularis no soro).
Para classificacao histoldgica obteve-se uma amostra relevante do ileo, fixada
em formalina tamponada a 4 %, embutida rotineiramente e cortada em
laminas. Estas laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (corante de
HE) e com um manchamento imuno-histoquimico usando anticorpos
monoclonais anti-Lawsonia intracellularis (manchamento de IHC). As
laminas foram examinadas microscopicamente. Os marcadores da histologia
s30 como a seguir:

manchamento com HE:

nenhuma anormalidade detectada escore=0

lesdo duvidosa escore=1/2

lesdes brandas escore=1

lesdes moderadas escore=2

lesdes severas escore=3

manchamento com [HC:

nenhuma evidéncia de bactéria L. intracelluaris escore=0

presenca duvidosa de bactérias escore=1/2

presenca de quantidades pequenas/individuais de

bactérias na lamina escore=1

presenca de quantidades moderadas de bactérias

na lamina escore=2

presenca de grandes nimeros de bactérias na 1amina escore=3
[0029] Todos os dados foram registrados para cada porco
individualmente. O marcador por grupo foi calculado como a média dos
animais positivos para os diferentes parametros apds a exposicao. Usou-se o
teste U de Mann-Whitney ndo-paramétrico para avaliar a significancia
estatistica (testado em dois lados e nivel de significancia ajustado em 0,05).

Resultados do Exemplo 2

Sorologia
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[0030] foram

soronegativos quando testados para titulagcdes de anticorpos no IFT. Apés a

Antes da primeira vacinacdo todos os porcos

vacinacdo com a bacterina de células integrais (grupo 2) porcos
desenvolveram altas titulagdes de anticorpos no IFT enquanto que os
controles e os porcos vacinados com a vacina de subunidade permaneceram
negativos até a exposi¢ao (Tabela 1). Dois dos porcos vacinados com
Enterisol® (grupo 1) desenvolveram titulagdes moderadas no IFT enquanto
que todos 0s outros porcos neste grupo permaneceram soronegativos. Apods a
exposicao todos os porcos desenvolveram altas titulagdes de anticorpos no
IFT. Resultados médios sdo ilustrados na tabela 1 (com a dilui¢do usada, 1,0
foi o nivel de detec¢ao no lado inferior).

Tabela 1. Titulacdes médias de anticorpos no IFT (2log) de soro de porco

apds vacinagdo e exposi¢ao

Grupo T=0 semanas T=4 semanas T=6 semanas T=9 semanas
1 <1,0 1,1 1,7 >11,4
2 <1,0 3,7 >11,8 >12,0
3 <1,0 <1,0 <1,0 >11,6
4 <1,0 <1,0 <1,0 >12,0

PCR em tempo real em amostras de fezes
[0031]

negativas. Apds a exposicdo verificou-se reacdes positivas em todos os

Antes da exposi¢do todas as amostras de fezes foram
grupos. Grupo 1 (p=0,02), grupo 2 (p=0,01 ) e grupo 3 (p=0,03) apresentaram
um nivel de desprendimento significativamente menor em comparagdo com o
controle. Uma sinopse pds-exposicao é dada na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados médios de PCR em amostras de fezes (log pg) apos

vacinacao e exposicao

Grupo T=6 semanas T=7 semanas T=8 semanas T=9 semanas | Pds-exposicdo total
1 0 1,3 3,6 1,8 6,3
2 0 0,8 2,8 1,9 5,5
3 0 0,5 3,8 2,0 5,9
4 0 0,8 4.9 4,9 10,0

Marcadores de histologia

[0032]

Grupo 2 apresentou o menor marcador de histologia HE

(p=0,05), marcador de IHC (p=0,08) e marcador de histologia total (p=0,08).
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significativamente diferentes do grupo de controle. Ver a Tabela 3.

Tabela 3. Marcador médio da histologia para o ileo.

Grupo marcador de HE marcador de IHC marcador total
1 1,8 1,5 33
2 1,3 1,5 2.7
3 1,8 1,6 34
4 2.4 23 4,7
Conclusdes com relacdo ao Exemplo 2
[0033] Dos resultados pode-se concluir que a administracdo sistémica

da vacina de células integrais ndo-vivas de Lawsonia intracellularis que
contém inerentemente o carboidrato como também encontrado em associa¢ao
com a membrana exterior de células vivas de Lawsonia intracellularis,
induziu pelo menos protecdo parcial. Todos os pardmetros estudados e
marcadores de  histologia  foram  significativamente ou  quase
significativamente melhores em comparacdo com os controles.

Exemplo 3

[0034] Este experimento foi realizado para testar uma vacina
compreendendo uma composi¢do contendo carboidrato como antigeno. Uma
segunda vacina a ser testada continha, adicionalmente a células integrais
mortas de Lawsonia intracellularis, antigenos de Mycoplasma hyopneumoniae
e circovirus porcino (a vacina "combi"). Como um controle usou-se a vacina
comercialmente obtenivel Enterisol® Ileitis. Em seguida a isto, usou-se
animais nio vacinados como um segundo controle.

Projeto experimental do Exemplo 3

[0035] A vacina baseada em uma composi¢do contendo carboidrato
substancialmente isenta de proteina foi obtida como descrito no Exemplo 1.

[0036] A vacina combi experimental continha antigeno de células
integrais de Lawsonia intracellularis inativadas (ver Exemplo 2 para o
método usado de proporcionar as bactérias inativadas) em um nivel de
1,7x108 células/ml. Em seguida a isto ela continha antigeno PCV-2 inativado

(20 pgramas da proteina codificada em ORF 2 de PCV 2 por ml; sendo que a
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proteina € expressa em um sistema de expressdo de baculovirus como € de
conhecimento geral na arte, p. ex., como descrito no WO 2007/028823) e
antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae inativado (0 mesmo antigeno na
mesma dose como € conhecido da vacina comercialmente obtenivel Porcilis
Mhyo®, obtenivel da Intervet, Boxmeer, Paises Baixos). Os antigenos foram
formulados em um adjuvante de emulsdo duplo "X". Este adjuvante é uma
mistura de 5 partes em volume de adjuvante "A" e 1 parte em volume de
adjuvante "B". Adjuvante "A" consiste de goticulas de 6leo mineral com um
tamanho médio aproximado (ponderado por volume) em torno de 1 pm,
estabilizado com Tween 80 em 4gua. Adjuvante "A" compreende 25 % em
peso do 6leo mineral e 1 % em peso do Tween. O resto € dgua. O adjuvante
"B" consiste de goticulas de acetato de vitamina E biodegraddvel com um
tamanho médio aproximado (ponderado por volume) de 400 nm, também
estabilizado com Tween 80. O adjuvante "B" compreende 15 % em peso de
acetato de vitamina E e 6 % em peso de Tween 80, o resto é dgua.

[0037] Usou-se sessenta e quatro leitdes SPF com 3 dias de vida. Os
porcos foram divididos em quatro grupos de 14 leitdes e um grupo de 8
leitdes (grupo 4). O grupo 1 foi vacinado intramuscularmente aos 3 dias de
vida com 2 ml da vacina combi, seguido de uma segunda vacinacdo aos 25
dias de vida. O grupo 2 foi vacinado intramuscularmente uma vez com 2 ml
de vacina combi aos 25 dias de vida. O grupo 3 foi vacinado oralmente com 2
ml de Enterisol® Ileitis (Boehringer Ingelheim) aos 25 dias de vida de acordo
com as prescri¢des. O grupo 4 foi vacinado intramuscularmente aos 3 e 25
dias de idade com 2 ml da vacina de carboidrato nio-proteina. O grupo 5 foi
deixado ndo-vacinado como um grupo de controle de exposicdo. A 46 dias de
vida todos os porcos foram expostos oralmente com mucosa infectada
homogeneizada. Subsequentemente todos os porcos foram observados
diariamente quanto a sinais clinicos de enteropatia proliferativa porcina

(PPE). Em tempos regulares antes e apOs a exposi¢do obteve-se amostras de
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sangue sérico e fezes dos porcos quanto a sorologia e PCR respectivamente.
Aos 68 dias de vida todos os porcos foram eutanizados e examinados pds-
mortem. O ileo foi examinado histologicamente.

[0038] Os outros tecidos no projeto experimental foram os mesmos
como descrito no Exemplo 2, exceto se indicado de outra forma.

Resultados do Exemplo 3

Sorologia

[0039] Antes da primeira vacinacdo todos os porcos foram
soronegativos para titulacdes de anticorpos de Lawsonia no IFT. Apods
vacinacao com a vacina combi (grupos 1 e 2) e a vacina de carboidrato nio-
proteina (grupo 4), muitos porcos desenvolveram titulacdes de anticorpos no
IFT, enquanto que os controles e os porcos vacinados com Enterisol
permaneceram soronegativos até a exposicdo. Apds a exposicdo todos os
porcos (exceto dois no grupo Enterisol) desenvolveram titulacdes de
anticorpos no IFT. Para uma sinopse dos valores médios obtidos, ver Tabela 4
(devido a maior diluicdo quando comparado com o exemplo 2, o nivel de
deteccao foi de 4,0).

Tabela 4. Titulacdes médias de anticorpos de Lawsonia no IFT (2log) de soro

de porco apds vacinagio e exposicao

Grupo T=3 dias T=25 dias T=46 dias T=67 dias
1 <4,0 <4,0 7,9 10,3
2 <4,0 <4,0 4,8 9,8
3 <4,0 <4,0 <4,0 8,5
4 <4,0 <4,0 6,9 10,6
5 <4,0 <4,0 <4,0 9,0
[0040] Com relacdo a Mhyo, no inicio do experimento e também no

dia do reforco (25 dias de vida) todos os porcos foram soronegativos para
Mhyo. Apds a vacinagdo de refor¢o o grupo 1 desenvolveu elevadas titulacdes
de anticorpos Mhyo, compardveis com aquelas obtidas com a vacina
comercialmente obtenivel.

[0041] Com relacio ao PCV, aos 3 dias de vida os leitdes

apresentaram elevadas titulagdes de anticorpos de PCV derivados
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maternalmente. No dia do reforco (25 dias de vida) os vacinados (grupo 1)
apresentaram uma titulagdo similar em comparagcdo com o grupo 2 € o grupo
de controle. A titulacdo de PCV aos 25 dias de vida foi ligeiramente menor
em comparacio com a titulacdao aos 3 dias de vida. Apds a vacinacdo aos 25
dias de vida as titulagdes do grupo 1 (2 vacinacdes no dia 3 e 25) e grupo 2
(uma vacinagao no dia 25) permaneceram em um nivel elevado, enquanto que
leitdes de controle apresentaram uma diminuicdo normal em anticorpos
derivados maternalmente. As titulacdes de PCV obtidas sdo compardveis com
as titulacdes obteniveis com vacinas comercialmente obteniveis.

PCR em tempo real sobre amostras de fezes

[0042] Trés semanas apds a exposi¢cdo, porcos do grupo 1, 2 e 4
apresentaram menos Lawsonia (DNA) em suas fezes, em comparagdo com 0s
grupos 3 e 5. Apenas as diferencas entre grupo 1 e 3 (Enterisol) e grupo 4 e 3
foram estatisticamente significativas (p<0,05, teste U de Mann-Whitney).
Para os resultados médios, ver tabela 5.

Tabela 5. Resultados médios de PCR em amostras de fezes (log pg) apos

vacinacao e exposicao

Grupo Valor médio
1 1,0
2 1,2
3 2,0
4 0,6
5 1,8

Marcadores histologicos

[0043] Marcadores de histologia do grupo 1 e 4 foram
significativamente menores em comparagdo com aqueles dos grupos 3 e 5
(p<0,05, teste U de dois lados de Mann-Whitney (ver tabela 6). O nimero de
porcos com PPE confirmada foram 2/13 no grupo 1, 6/12 no grupo 2, 12/14
no grupo 3, 2/7 no grupo 4 e 12/14 no grupo de controle 5. Grupos 1 e 4
apresentaram uma incidéncia significativamente menor de PPE em
comparacgdo com grupos 3 e 5 (p<0,05, teste exato de dois lados de Fischers).

Tabela 6. Marcador médio de histologia para o ileo.

| Grupo | marcador de HE | marcador de IHC | marcador total |
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1 04 0,6 1,0

2 0,7 0,7 1,4

3 1,6 1,4 3,0

4 04 0,4 0,8

5 1,9 1,5 3.4
Conclusao do Exemplo 3
[0044] Dos resultados pode-se concluir que a administracdo sistémica

da bacterina de Lawsonia de células integrais combinada com antigeno de
PCV e Mhyo e também a vacina compreendendo o carboidrato
(substancialmente isenta de proteina), administrada aos 3 dias de vida e 25
dias de vida, induzem protecdo parcial contra infec¢do experimental por
Lawsonia intracellularis. E particularmente surpreendente que a vacina é
efetiva quando a primeira administracdo ocorre antes do desmame (mais
jovens que 21-25 dias). Observe-se que nos exemplos 2 e 3 as vacinas, no que
tange antigenos de Lawsonia, por ml contém material antigénico derivado de
mais de 1E8 células de Lawsonia intracellucaris. Dado o fato de que estas
vacinas, embora se use adjuvantes brandos (viz. adjuvantes contendo
pequenas goticulas e nenhum ou pouco 6leo mineral), conferem boa protecao
contra ileite, em particular quando comparado com a vacina comercialmente
obtenivel Enterisol® Ileitis, a dose de antigenos poderia ser reduzida. Isto
poderia ser realizado administrando-se menos vacina (tdo pouco quanto, p.
ex., 0,2 ml, vantajoso para, p. ex., aplicacdo intradérmica), ou diminuindo-se
o teor antigénico da vacina. Com base em andlogos na tecnologia de vacinas
acredita-se que com uma dose antigénica (por vacinacdo) derivada de ou
contendo 1E7 células, em particular 2,5E7 células ou mais, ainda é possivel
obter resultados compardveis ou mesmo melhores do que com a vacina
corrente comercialmente obtenivel. Dado o fato de que a vacina de
combinac¢do proporcionou titulagdes para anticorpos de Mhyo e PCV a um
nivel compardvel com os niveis obteniveis com vacinas simples
comercialmente obteniveis, compreende-se que a vacina de combinagdo
também proporciona protecdo contra Mycoplasma hyopneumoniae e

circovirus porcino.
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Exemplo 4

[0045] Este experimento foi realizado para estabelecer um efeito de
dosagem de uma vacina de acordo com a invencdo. Também neste
experimento usou-se animais ndo vacinados como um controle.

Projeto experimental do Exemplo 4

[0046] Vacinas de células integrais inativadas foram realizadas como
indicado no exemplo 2. O material antigénico foi formulado em adjuvante
Diluvac forte a uma concentra¢do de aproximadamente 2,0 x108 células por
ml de vacina, respectivamente 5,0X107 e 1,25X107 células por ml de vacina.
Usou-se sessenta leitdes SPF com 3 dias de vida. Os porcos foram divididos
em quatro grupos de 15 porcos cada. Os leitdes dos grupos 1, 2 e 3 foram
vacinados intramuscularmente (na nuca) aos 3 dias de vida e 25 dias de vida
com 2 ml da vacina em cada momento. O grupo 4 foi deixado como controle
nao-vacinado. Aos 46 dias de vida todos os porcos foram expostos oralmente
com bactérias de Lawsonia como indicado no exemplo 2. Aos 67 dias de vida
todos os porcos foram eutanizados e examinados. Realizou-se testes como
indicado no exemplo 2. Em seguida a isso, realizou-se PCR em amostras de
mucosa. Para isto, coletou-se uma amostra de ileo de cada animal, onde
aplicdvel de uma 4rea que apresentava espessamento.

Resultados do Exemplo 4

Ganho de peso

[0047] Aos 14 dias e dai em diante ocorreram diferencas
significativas no ganho de peso total entre os grupos. O grupo 1 apresentou
um ganho de peso total médio de aproximadamente 5350 gramas. No grupo 2
este foi de 5150 gramas. O grupo 3 apresentou um ganho de peso de cerca de
4250 gramas, enquanto que o grupo 4 apresentou um ganho de peso de 4550
gramas.

PCR em tempo real em amostras de fezes

[0048] Trés semanas apds a exposicao verificou-se reacdes positivas
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em todos os grupos. O grupo 1 e grupo 2 apresentaram um nivel de
desprendimento significativamente menor em compara¢do com o controle.
Uma sinopse poés-exposicdo do nimero de animais infectados (como
determinado por PCR) é dada na tabela 7.

Tabela 7. Resultado de PCR em amostras de fezes apds vacinagdo e exposi¢ao

Grupo Numero de animais infectados apds a exposicio
1 1/15
2 2/15
3 7/15
4 8/15

PCR em tempo real em amostras de mucosa

[0049] Trés semanas apds a exposicao verificou-se reacdes positivas
em todos os grupos. O grupo 1 e grupo 2 apresentou um nivel de
desprendimento significativamente menor em comparagdo com o controle.
Uma sinopse poés-exposicdo do nimero de animais infectados (como
determinado por PCR) é dada na tabela 8.

Tabela 8. Resultado de PCR sobre amostras de mucosa apds vacinagdo e

exposicao
Grupo Numero de animais infectados apds a exposicao
1 0/15
2 2/15
3 5/15
4 6/14 (nenhuma amostra do porco n° 8)

Marcadores de histologia

[0050] O marcador total de histologia e o nimero de animais que
foram confirmados como apresentando PPE sdo ilustrados na tabela 9.

Tabela 9. Marcador médio de histologia para o {leo.

Grupo Marcador total Nimero de animais com PPE
1 0,3 0/15
2 0,8 2/14
3 1,1 4/15
4 1,9 7/15

Conclusiao do Exemplo 4

[0051] Contrariamente ao que se esperou, os resultados indicam que
hd uma diminuicdo muito suibita do efeito protetor em torno da menor
dosagem usada nestes experimentos. Embora a dosagem de material

antigénico derivado de 2,5x107 células ainda proporcionasse um efeito
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protetor compardvel com aquele da vacina comercialmente obtenivel, o fato
de que a diminui¢do entre uma dosagem que € apenas 0,6 log maior € tio
significante (dificilmente qualquer efeito observado sobre ganho de peso,
nimero de animais infectados e PCR na mucosa; no entanto, ainda uma
diminui¢do no ndmero de animais reconhecidos com PPE), proporcionou a
compreensdo de que, em geral, uma dose efetiva minima prética do antigeno
pode ser derivada a: uma quantidade de antigenos inferior do que derivada de
ou contendo 1x107 células ndo levard, na prética, nas correntes circunstancias
do mercado, a resultados economicamente relevantes. A razdo para a
existéncia deste aparente valor de corte (cut-off) ndo ¢ 100 % clara.
Usualmente espera-se uma diminui¢do mais gradual na protecdo quando a
dosagem ¢ reduzida. Pode ser que controlar uma infeccao local na mucosa dos
intestinos via uma resposta imune derivada sistemicamente necessita de uma
quantidade minima de antigenos. Em seguida ao acima, o efeito surpreendente
observado no Exemplo 3, viz. que uma vacina baseada em um antigeno de

carboidrato administrada sistemicamente, é efetiva quando a primeira

(N

administracdo ocorre antes do desmame (mais jovens que 21-25 dias),

(N

confirmado neste experimento com o uso de outro adjuvante. Portanto
possivel compreender razoavelmente que esta caracteristica é genérica para

uma vacina nio viva compreendendo um antigeno de carboidrato.
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REIVINDICACOES

1. Uso de uma composicdo de células integrais inativadas de
Lawsonia intracellularis contendo carboidrato, o carboidrato também sendo
encontrado em células vivas de Lawsonia intracellularis em associacdo com a
membrana celular exterior destas células, caracterizado pelo fato de ser para a
fabricacdio de uma vacina para protecdo contra enteropatia proliferativa
porcina causada por Lawsonia intracellularis, em que a composi¢cdo contendo
carboidrato € material resultante da morte de bactérias de Lawsonia
intracellularis e em que a composicao contendo carboidrato contém células
integrais de bactérias de Lawsonia intracellularis mortas.

2. Uso de uma composi¢ao de células integrais inativadas de
Lawsonia intracellularis contendo carboidrato de acordo com a reivindicacao
1, caracterizado pelo fato de que a vacina compreende um adjuvante 6leo em
dgua contendo goticulas de 6leo com tamanho sub-micrométrico.

3. Uso de uma composi¢cdo de células integrais inativadas de
Lawsonia intracellularis contendo carboidrato de acordo com a reivindicacao
2, caracterizado pelo fato de que o adjuvante compreende goticulas de dleo
biodegradavel e goticulas de 6leo mineral, as goticulas de 6leo biodegradavel
tendo um tamanho médio que difere do tamanho médio das goticulas de 6leo
mineral.

4. Uso de uma composi¢ao de células integrais inativadas de
Lawsonia intracellularis contendo carboidrato de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a vacina compreende
adicionalmente antigenos de Mycoplasma hyopneumoniae e circovirus

porcino.
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