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RESUMEN ON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere en general a las composiciones terapéuticas para el tratamiento y/o
profiaxis de las enfermedades intestinales en animales y p&jaros provocada o exacerbada por Lawsonia
infracellularis o similar, o microorganismo relacionado. En particular, la presente invencién provee un gen
nuevo derivado de Lawsonia infraceliularis que codifica un péptido, polipéptido o proteina FIgE que esrI
particularmente 0fii como un antigeno en la preparacién de una vacuna para conferir inmunidad
humoral conira Lawsonia infracellularis y patégenos relacionados con huéspedes animales. La presente
invencion fambién estd dirigida a los métodos para el tratamiento y/o profilaxis de estas condiciones de
las enfermedades intestinales y a los agentes para el diagnéstico y procedimientos para detectar
Lowsonlo lntrocellulcns o) snmllar o mlc:roorgonlsmos relcqonados
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NUEVO GEN LAWSONIA SPP. Y SUS USOS
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere de manera general a las composiciones
terapéuticas para el tratamiento y/o la profilaxis de las condiciones de enfermedad
intestinal en animales y pajaros provocado por Lawsonia intracellularis o similar u
otro microorganismo relacionado. En particular, la presente invencién provee un
nuevo gen derivado de Lawsonia intracellularis que codifica un péptido
inmunogénico, polipéptido o proteina. El polipéptido descripto aqui, designado
como FIgE, o un homodlogo del péptido, analogo o su derivado es particularmente
util como antigeno én la preparacion de una vacuna para conferir inmunidad
humoral contra Lawsonia intracellularis y otros patégenos relacionados en los
huéspedes animales. La presente invencidn también esta dirigida a ios métodos
para el tratamiento y/o profilaxis de estas condiciones de enfermedad intestinal y
a los agentes para el diagnostico y procedimientos para detectar al Lawsonia
intracellularis o similar 0 microorganismos relacionados de alguna manera.

GENERAL

Los detalles bibliograficos de las publicaciones referidas numéricamente en
esta especificacidn se ofrecen al final de la descripcion. Todas las patentes,
solicitudes de patentes, y publicaciones citadas aqui se incorporan como
referencia en su integridad.

La referencia aqui a “Lawsonia intracellularis” o su abreviatura “L.
intracellularis” incluye a todos los microorganismoes similares a, o de algun modo
relacionados con este microorganismo, como describe Stills (1991) o Jones et al
(1997) o Lawson et al., (1993), o McOrist et al., (1995).

Como se usa aqui , la palabra “figE” o e! término “gen flgE” se refiere al gen

que codifica la proteina de gancho flagelar de {a presente invencion. También se
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debe entender que el término “polipéptido fIgE” se refiere a la proteina de gancho
flagelar de la invencion.

Como se usa aqui, el término “derivado de” indica que un producto
especificado, en particular, una macromolécula como por ejemplo, un péptido,
polipéptido, proteina, gen o molécula de acido nucleico, molécula de anticuerpo,
fraccidon Ig, u otra macromolécula, o muestra biologica que comprende a dicha
molécula, se puede obtener de una fuente particular, organismo, tejido, 6rgano o
célula, aungque no necesariamente directamente de esa fuente, organismo, tejido,
organo o célula.

En toda esta especificacidon, a menos que el contexto lo requiera de otro
modo, la palabra “comprender” o variaciones como por ejemplo, “comprende” o
“‘que comprende” se entenderd implican la inclusidon de un paso o elemento o
entero o grupo de pasos 0 elementos o enteros dados pero no la exclusion de
cualquier otro paso o elemento o entero o grupo de elementos o enteros.

Los expertos en el arte, apreciaran que la invencién descripta aqui es
susceptible a variaciones y modificaciones diferentes de aquellas especificamente
descriptas. También debe entenderse que la invencidn incluye a todas estas
variaciones o modificaciones. La invencién también incluye a todos los pasos,
caracteristicas, composiciones y compuestos referidos o indicados en esta
especificacion, individual o colectivamente, y cualquiera y todas las
combinaciones de dos o mas de dichos pasos, caracteristicas, composiciones y
compuestos.

La presente invencidon no esta limitada al alcance por medio de las
realizaciones especificas descriptas aqui, que pretenden tener la finalidad de
ejemplificar solamente. Los productos, composiciones y métodos funcionalmente
equivalentes estan claramente dentro del alcance de la invencién, como

describimos aqui.



ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El sector productor de carne de la industria agricola depende de la salud de
su ganado y existe la necesidad de mantener al ganado sano para el consumo
humano. La industria queda sometida a un revés econdémico rapido como
respuesta a las enfermedades que afectan al ganado de manera adversa y la
calidad de los productos de carne derivados de él, incluyendo a aquellas
enfermedades que potencialmente se pueden transmitir al hombre. Es importante,
por lo tanto, tener tratamientos y profilaxis bien definidos y procedimientos de
diagnéstico para tratar las infecciones e infecciones potenciales en los animales y
los humanos.

Los productos de la carne derivados de porcinos y las especies avicolas son
productos comerciales significativos en la industria agricola. En particular, los
cerdos conforman un componente principal de la industria de la carne. Sin
embargo, los cerdos son sensibles a un amplio espectro de enfermedades
intestinales referidas colectivamente como enteropatia proliferativa porcina (PPE).
Estas enfermedades, han sido conocidas previamente como complejo
adenomatosis intestinal (Barker y Van Drumel, 1985), adenomatosis intestinal
porcina (PIA), enteritis necrética (Rowland y Lawson, 1976), enteropatia
hemorragica proiiferativa (Love y Love, 1977), ileitis regional (Jonsson y
Martinsson, 1976), sindrome de intestino hemorragico (O'Neil, 1970), enteritis
proliferativa porcina y enteritis inducida por Campylobacter spp. (Straw, 1990).

Existen dos formas principales de PPE: una forma no hemorragica
representada por la adenomatosis intestinal que frecuentemente provoca el
retardo del crecimiento y diarrea leve; y una forma hemorragica, que a menudo es
fatal, representada por la enteropatia hemorragica proliferativa (PHE), donde el
lumen distal del intestino delgado se vuelve atiborrado con sangre. Se ha

informado la PPE en una cantidad de especies animales incluyendo a los cerdos



(McOrist et al., 1993), hamsteres (Stills, 1991), hurones (Fox et al, 1989), conejilio
de Indias (Elwell et al, 1981), conejos (Schodeb y Fox, 1990) asi como también
las especies avicolas (Mason et al., 1998).

El organismo que provoca la Patente estadounidense N° es un organismo
tipo Camphylobacter referido aqui como “Lawsonia intracellularis” (McOrist et al.,
1995). El organismo también ha sido previamente referido como lleal symboint
intracellularis (Stills, 1991). Las enfermedades tipo PPE en los cerdos también
pueden ser provocadas por otros patdbgenos como por ejemplo, diversas especies
de Camphylobacter (Gebhart et al., 1983).

Lawsonia intracellularis es una bacteria intracelular, posiblemente
intracelular ligada. Soélo se puede cultivar in vitro con células de cultivo de tejido
(Jones et al., 1997; Lawson et al., 1993); McOrist et al, 1995; solicitud de Patente
internacional Nr PCT/US 96/09576).

L. intracelullaris esta ubicada en el citoplasma de las células vello y células
foliculo intestinales de los animales infectados. Los cerdos que sufren de PPE
estan caracterizados por irregularidades en las células vello y estructura folicular
intestinal con displasia de célula epitelial, donde se forman abscesos foliculares al
irse ramificando Ioé foliculos vellosos e intestinales y se llenan de células
inflamatorias.

La PPE es un componente significativo en los costos asociados con la
industria del cerdo, especialmente en términos de pérdida de stock, costos de
medicacién, velocidades de crecimiento reducidas en cerdos y costos
aumentados en la alimentacion. La PPE también colabora con los costos
indirectos por ejemplo, por ejemplo, los costos de mano de obra adicional y costos
ambientales para tratar la contaminacién residual de antibidticos, y las medidas de
control para prevenir que el organismo pase a o sea lievado hacia otros animales

y humanos.
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Las estrategias normales de control de PPE recaen en el uso de
antibacterianos. Sin embargo, esta estrategia es considerada a corto o0 mediano
plazo, especialmente debido a que las presiones reguladoras gubernamentales
tienden a desalentar las practicas de cria de animales que incluyen el uso de
antibidticos profilacticos. Existe, por lo tanto, la necesidad de desarrollar
alternativas efectivas, seguras y a bajo costo del uso de antibidticos y, en
particular, al desarrollo de vacunas capaces de conferir una inmunidad protectora
contra la infeccion por Lawsonia intracellularis en los animales para ganado.

Las preparaciones de vacuna mas efectivas generalmente estan formadas
por un componente altamente antigénico, como por ejemplo, un péptido,
polipéptido, proteina u otra macromolécula que deriva del organismo patogénico
contra el que se dirige la vacuna, donde dicho componente antigénico tiene pocas
0 ninguna contraindicacion cuando se administra al animal huésped susceptible, y
produce poca 0 ninguna reactividad cruzada antigénica con los organismos
deseados, como por ejemplo, los organismos no patogénicos que forman parte de
la flora normal del tracto intestinal u otros tejidos de dicho animal huésped. En
sintesis, una preparacién para vacuna efectiva debe ser inmunogénica, especifica
y segura.

De acuerdo con esto, existe la necesidad de identificar los antigenos
altamente inmunogénicos producidos por |la bacteria Lawsonia intracellularis.

La solicitud de Patente internacional NR PCT/AU 96/00767 describe barias
secuencias genéticas parciales de L. intracellularis, y los polipéptidos parciales
codificados. Sin embargo, existe la necesidad de identificar inmunogenes de
polipéptidos producidos por medio de la bacteria L. intracellularis y péeptidos
inmunogénicos derivados, incluyendo a aquellos inmunogenes que son
especificos de género o especie, para usar en las composiciones mejoradas de

vacunas.
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SINTESIS DE LA INVENCION

Un aspecto de la presente invencion esta dirigido a un polipéptido aislado o
recombinante inmunogénico que comprende, imita o tiene reaccion cruzada con
una célula B o epitope de célula T del polipéptido FIgE derivado de Lawsonia spp.
Preferentemente, el polipéptido inmunogénico aislado o recombinante se
selecciona del grupo formado por lo siguiente:

(iy un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacido que tiene al menos alrededor del 60% de identidad de secuencia total
con respecto a la secuencia de aminoacido determinada en el Nr iD de SEC: 1;

(i) un péptido , oligopéptido o polipéptido que comprende al menos
alrededor de 5 aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacido definida por
el Nr iD de SEC: 1;

(i) un homdlogo, analogo o derivado de (i) o (ii) que imita un epitope de
célula B o de célula T de Lawsonia spp.

En una realizaciéon preferida, el polipéptido comprende o esta formado
esencialmente por la secuencia de aminoacido Nr ID de SEC: 1.

Otro aspecto de la invencidn provee una composicidn para vacuna para la
profilaxis o tratamiento de la infeccidén en un animal, como por ejemplo, un cerdo o
pajaro, por L. intracellularis o un microorganismo similar o relacionado, dicha
compaosicion para vacuna comprende un polipéptido aislado o recombinante que
tiene al menos alrededor del 60 % de identidad de secuencia total con respecto a
la secuencia de aminoacido determinada en el Nr 1D de SEC: 1, o comprende al
menos 5 aminoacidos contiguos derivados del Nr 1D de SEC: 1 o, un homdlogo
iInmunogénico, analogo o su derivado que tiene reaccion inmunologicamente
cruzada con Lawsonia intracellularis, y uno 0 mas portadores, diluyentes y/o

adyuvantes adecuados para el uso veterinario o farmacéutico. -
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En una realizacion preferida, el polipéptido de la composicion para vacuna
comprende y esta formado esencialmente por la secuencia de aminoacido de la
Nr ID de SEC: 1.

Otro aspecto de la invencion se extiende a una molécula inmunolégicamente
interactiva, como por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, que sea
capaz de enlazarse al polipéptido inmunogénico de la invencion.

Otro aspecto de la invencion provee un método para el diagnéstico de la
infeccién de un animal por Lawsonia intracellularis 0 microorganismo relacionado,
dicho método comprende el paso de hacer contactar una muestra biologica
derivada de dicho animal con una molécula inmunolégicamente interactiva de la
presente invencidn durante un tiempo y bajo las condiciones suficientes para un
complejo, como por ejemplo, un complejo antigeno : anticuerpo, para formar vy
luego detectar dicha formacion compieja.

Otro aspecto de la presente invencion contempla un método para determinar
si el animal ha sufrido o no de una infeccion anterior, o si estd normalmente
infectado, por Lawsonia intracellularis o un microorganismo relacionado, dicho
método comprende hacer contactar un tejido o muestra de fluido, como por
ejemplo, sangre o suero derivado de dicho animal, con el polipéptido
inmunogénico de la invencion durante un tiempo y bajo las condiciones suficientes
para que un complejo, como por ejemplo, un complejo antigeno : anticuerpo,
forme y luego detecte dicha formacién compleja.

Otro aspecto de la presente invencidn provee una molécula de acido
nucleico aislada que comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica o es
complementaria con una molécula de acido nucleico que codifica, un péptido,

oligopéptido o polipéptido seleccionado de lo siguiente:
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(i) un péptido, oligopéptido o polipétido que comprende una secuencia de
aminoacido que tiene al menos alrededor del 60 % de identidad de secuencia total
con respecto a la secuencia de aminoacido determinada en el Nr. ID de SEC: 1;

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende al menos alrededor
de 5 aminoacidos contiguos derivados del Nr ID de SEC: 1; o

(iii) un homdlogo, analogo o derivado de (i) o (ii), que imita al epitope de
célula B o célula T de Lawsonia spp.

En una realizacién preferida, la molécula de acido nucleico aislada
comprende a la secuencia de nucleétido determinada en el Nr ID de SEC: 2, o su
variante degenerada, tiene al menos airededor del 60 % de identidad de
secuencia en toda o parte de ella.

Incluso otro aspecto de la invencién provee un método de diagndstico para
detectar Lawsonia intracellularis o0 microorganismo relacionado en una muestra
bioldgica derivada de un sujeto animal, dicho método comprende los pasos de
hibridar una ¢ mas sondas o cebadores de polinucleétido u oligonucledtido
derivado de la secuencia de nucleétido determinada en el Nr ID de SEC: 2 o su
secuencia de nucleétido complementaria o un homoélogo, analogo o su derivado, a
dicha muestra, y luego detectar dicha hibridacion usando un medio de deteccion.
El medio de deteccién de acuerdo con este aspecto de ia invencidon es una
reaccion de hibridacién o amplificacion basada en el acido nucleico.

Otro aspecto de la invencidon provee una sonda o cebador aislado derivado
del Nr ID de SEC: 2 o su secuencia de nucledtido complementaria.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una representacion esquematica comparada con la secuencia
de aminoacido de FIgE de proteina de gancho flagelar de Lawsonia intracellularis
(1. int) con las secuencias de aminoacido de proteinas de gancho flagelar

derivada de Treponema phagedenis (T. Fago), Treponema pallidum (T. Palli),
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Salmonella typhimurium (S. typhi), Escherichia coli (E. Coli), Aquifex aeolicus (A.
Aeo0), Vibrio parahaemolyticus (V. parah) y Borrelia burgdorferi (B. Burgd). Se han
introducido las brechas para optimizar la alineacidén. Las posiciones que contienen
a los residuos de aminodacido idénticos con respecto al polipéptido FIgE de
Lawsonia intraceliularis (Nr ID de SEC: 1) estan sombreadas. Los residuos que
son idénticos en todas las ocho secuencias aparecen en negritas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Durante el trabajo llevado a cabo para la presente invencion, los inventores
buscaron identificar Ias proteinas inmunogénicas de Lawsonia intracellularis para
usar en las vacunas para la profilaxis y el tratamiento del PPE en animales,
incluyendo cerdos y péjaros.

De acuerdo con esto, un aspecto de la invencion esta dirigido a un
polipéptido inmunogénico aislado o recombinante que comprende, imita o hace la
reaccidon entrecruzada con un epitope de célula B o de célula T del polipéptido
FIgE derivado de Lawsonia spp.

Los epitopes de Lawsonia spp. Pueden ser epitopes de célula B o epitopes
de célula T. Se sabe que los sitios que se enlazan al anticuerpo (epitopes de
célula B) incluyen a los epitopes lineales asi como también conformacionales (van
Regenmortel, 1992). Los epitopes de célula B son predominantemente
conformacionales. En contraste, las células T reconocen secuencias de epitope
predominantemente lineales en combinacién con las moléculas MHC de clase |l.

Una identificacidn precisa y una seleccion cuidadosa de epitopes de
Lawsonia spp., facilita el desarrollo de reactivos para diagnostico y composiciones
para vacuna para el tratamiento o profilaxis efectiva de las infecciones por
Lawsonia. La identificacion y caracterizacion del epitope (por ejemplo, la
determinacién dei peso molecular, secuencia de aminoacido y estructura de

epitopes de Lawsonia spp.) se puede realizar usando las técnicas reconocidas en
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el arte. Para la deteccion de epitopes conformacionales, se puede evitar la
degradacion y desnaturalizacion de la molécula del epitope para conservar la
estructura tridimensional, debido a que la reaccién antigeno-anticuerpo disminuira
si la estructura secundaria del epitope se altera de manera significativa. EN la
practica, la caracterizacion y aislamiento de los epitopes no conformacionales
lineales es mas facil, debido a que cualquier region inmunoreactiva esta contenida
dentro de un solo fragmento de péptido o una sola secuencia de aminoacido que
se capaz de ser purificada bajo un rango de condiciones.

Se pueden identificar tanto los epitopes no conformacionales como
conformaciones en virtud de su capacidad para enlazar cantidades detectables de
anticuerpos (como por ejemplo, IgM o IgG) del suero de animales inmunizados
contra o infectados con Lawsonia spp., y, en particular, L intracellularis, o un
polipéptido aislado derivado o, alternativamente, en virtud de su capacidad para
enlazarse a cantidades detectables de anticuerpos en una fraccién Ig purificada
derivada de ese suero. Los anticuerpos pueden derivar de o estar contenidos en
pools de suero policlonal, o pueden ser anticuerpos monoclonales. También se
pueden utilizar los fragmentos del anticuerpo o anticuerpos recombinantes, como
por ejemplo, aquellos expresados sobre la superficie de un bacteriéfago o
particula de virus, como por ejemplo, en la biblioteca de fagos.

La determinacion de los epitopes de célula T se puede realizar analizando al
capacidad de los péptidos del epitope para inducir la proliferacion de linfocitos de
sangre periférica o clones de célula T. La identificacion de los epitopes de célula T
se logra usando una variedad de métodos como se sabe en la técnica, incluyendo
el uso de una proteina antigenica recombinante o natural entera o fragmentada,
asi como también el método mas comunmente utilizado de “traslapo de péptido”.
En este ultimo método, los péptidos que se traslapan se extienden sobre la

secuencia completa de un polipéptido derivado de Lawsonia spp se sintetizan y se
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prueban en su capacidad para estimular las respuestas citotéxicas o proliferativas
de la célula T in vitro.

La determinacion de la estructura de tanto los epitopes conformacionales no
lineales como lineales no conformacionales se puede realizar por medio de la
espectroscopia por resonancia magnética nuclear (RMN) y andlisis cristalografico
por rayos X. La determinacion de epitopes usando ias técnicas por rayos X
requieren de la cristalizacion de un complejo proteina ~ anticuerpo, mientras que
la RMN permite el analisis del complejo en estado liquido. La RMN mide la
cantidad de aminoacidos asi como también la cercania de protones de diferentes
residuos aminoacidos, donde el efecto alternador de dos protones a lo largo de la
cadena principal de carbono es caracteristico de un epitope particular.

Un método exitoso para reconocer los epitopes lineales no conformacionales
es el inmunoblot y, en particular, el Western Blot. Los péptidos se pueden generar
de un polipéptido de Lawsonia spp. completo por medio de la digestion con las
proteasas especificas de un sitio, como por ejemplo, la tripsina o quimiotripsina, y
los péptidos generados de este modo se pueden separar usando los
procedimientos electroforéticos o cromatograficos estandar. Por ejemplo, después
de la electroforesis de acuerdo con ei peso molecular usando SDS/PAGE
(electroforesis en gel SDS / poliacrilamida) y/o de acuerdo con el punto
isoeléctrico usando IEF (enfoque isoeléctrico) o alternativamente, por medio de la
electroforesis bidimensional, los péptidos se pueden transferir para inmovilizar las
membranas de nylon o nitrocelulosa y se pueden incubar con suero desarrollado
contra los polipéptidos intactos. Los péptidos que comprenden regiones
inmunogénicas (es decir, epitopes de célula B o de célula T) estan unidos por los
anticuerpos en el suero y se pueden detectar los anticuerpos enlazados usando
los anticuerpos secundarios, como por ejemplo, los anticuerpos anti-lgG, que han

sido rotulados radiactivamente o enzimaticamente. Los epitopes luego se pueden
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caracterizar por purificacién basandose en su tamafo, carga o capacidad para
enlazarse especificamente a los anticuerpos contra el polipéptido intacto, usando
una o mas de las técnicas, como por ejemplo, la cromatografia por exclusion de
tamafio, cromatografia de intercambio de iones, cromatografia por afinidad o
ELISA entre otros. Después de la purificacidn del epitope, s6lo una banda o punto
debe ser detectable con la electroforesis del gel. El N-terminal o secuenciado total
del péptido ofrece la posibilidad de comparar el péptido con las proteinas
conocidas en las bases de datos.

Ahora se han disefiado varios algoritmos por computadora para buscar ios
epitopes de célula T en las proteinas (Margalit et al, 1987; Bajad y C. Delisi,
1990; Altuvia et al., 1994; Parker et al., 1994; DeGroot et al., 1995; Gabriel et al,
1995; Meister et al., 1995). Estos algoritmos buscan al secuencia de aminoacido
de una proteina dada de acuerdo con las caracteristicas que se creen son
comunes a los péptidos inmunogénicos, localizando las regiones que
probablemente inducen una respuesta inmune celular, in vitro. Los algoritmos por
computadora pueden identificar las regiones de un polipéptido Lawsonia spp que
contienen epitopes que son menos variables entre los diferentes aislados.
Alternativamente, los algoritmos por computadora pueden identificar rapidamente
las regiones de las proteinas mas variables del aislado que deben incluirse en una
vacuna multivalente.

El algoritmo AMPHI (Margalit et al., 1987) que esta basado en {a periodicidad
de los epitopes de célula T ha sido utilizado ampliamente para la prediccion de
sitios antigénicos de célula T solamente de la informacién de secuencia.
Esencialmente, el AMPHI describe un disefo estructural comin de motivos de
enlace MHC, ya que los motivos de enlace MHC (es decir, los patrones de
aminoacidos que parecen ser comunes a la mayoria de los péptidos que se

enlazan a una molécula MHC) parecen exhibir 1a misma periodicidad que la hélice
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alfa. La identificacién de los epitopes de célula T utilizando los motivos de enlace
MHC en una secuencia de aminoacido provee un medio efectivo para identificar
los epitopes inmunogénicos en los ensayos de diagnostico.

El algoritmo EpiMer (Meister et al., 1995; Gabriel et al., 1995; DeGroot et al.,
1995) ubica los motivos de enlace MHC agrupados en las secuencias de
aminoacido de las proteinas, basados en la correlacién entre las regiones densas
de motivos de enlace MHC y los péptidos que pueden tener la capacidad de
enlazarse a una variedad de moléculas MHC (aglutinantes promiscuos o muiti-
determinantes) y estimular una respuesta inmunoldgica entre estos diversos
contextos MHC también (epitopes promiscuos o multi-determinantes).El algoritmo
EpiMer utiliza una biblioteca de motivos de enlace MHC para los alelos multiples
de clase | y clase Il HLA para predecir los sitios antigénicos dentro de una
proteina que tiene el potencial de inducir una respuesta inmunoldgica en los
sujetos con una variedad de entornos genéticos. EpiMer ubica las coincidencias
para cada motivo de enlace MHC dentro de la secuencia primaria de un antigeno
de proteina dado. La densidad relativa de estas coincidencias de motivo esta
determinada a lo largo de la longitud del antigeno, resultando en la generacién de
un histograma de densidad de motivo. Finalmente, el algoritmo identifica las
regiones de la proteina en este histograma con una densidad de coincidencia de
motivo superior al valor de densidad de corte definido por el algoritmo, y produce
una lista de sub-secuencias que representan a estas regiones agrupadas o ricas
en motivos. Las regiones seleccionadas por EpiMer, tienen mas probabilidades de
actuar como péptidos de enlace multi-determinantes que los péptidos elegidos del
mismo antigeno, debido a su concentraciéon de coincidencias de motivo de enlace
MHC. La seleccidn de las regiones que son densas en motivos de entace MHC

aumenta la probabilidad de que el péptido predicho contenga un motivo “valido” vy,
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por lo tanto, que la reiteracion de motivos idénticos pueda contribuir al enlace del
péptido.

Los algoritmos basados en ei motivo de enlace MHC han sido descriptos por
Parker et al (1994) y Altuvia et al (1994). En estos algoritmos, el enlace a una
molécuia MHC dada se predice por medio de una funcion lineal de los residuos en
cada posicién, basada en los parametros empiricamente definidos, y, en el caso
del algoritmo Altuvia et al (1994), también se pueden tomar en consideracion las
estructuras cristalograficas conocidas.

Los métodos recombinantes ofrecen la oportunidad de obtener epitopes bien
caracterizados de elevada pureza para la produccion de reactivos de diagnosticos
y formulaciones de vacuna especifica del epitope (Mohapatra et al., 1995).
Basandose en la secuencia de aminoacido de un epitope y en la identificacion de
la correspondiente secuencia de nucleétido que la codifica, se puede realizar la
reaccion de cadena de polimerasa (PCR) para amplificar la regién que codifica al
epitope del cADN. Después de clonar y de la expresion en un sistema vector /
huésped adecuado, se puede extraer una gran cantidad de epitopes de elevada
pureza. De acuerdo con esto, la presente invencidn se extiende claramente tanto
a los polipéptidos no recombinantes aislados y polipéptidos recombinantes en una
forma impura y aislada.

El término “polipéptido” como se usa aqui se refiere a cualquier polimero
formado por aminoacidos enlazados por enlaces covalentes e incluye dentro de
su alcance a las proteinas de longitud completa y sus partes o fragmentos como
por ejemplo, oligopéptidos y secuencias de péptido cortas formadas por al menos
alrededor de 5 residuos de aminoacido, preferentemente al menos alrededor de
10 residuos de aminoacido, mas preferentemente al menos alrededor de 12
residuos de aminoacido , e incluso mas preferentemente al menos alrededor de

15 residuos de aminoacido. Ademas, se incluye dentro del alcance de la definicion
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de un “polipéptido” las variantes de secuencia de aminoacido, que contienen una
0 mas sustituciones de aminoacido preferentemente conservativas, eliminaciones
0 inserciones, que no alteran al menos una propiedad esencial de dicho
polipéptidc como por ejemplo, su inmunogenicidad, el uso como reactivo para
diagnéstico o efectividad como una vacuna de péptido contra Lawsonia spp, entre
otras. De acuerdo con esto, un polipéptido se puede aislar de una fuente en la
naturaleza, o se puede sintetizar quimicamente. Mas aun, un polipéptido puede
derivar de una proteina de longitud completa por medio de la separacion quimico
0 enzimatico, usando reactivos como por ejemplo, CNBr, tripsina o quimiotripsina,
entre otros.

Las sustituciones de}aminoécido conservativas son conocidas en la técnica.
Por ejemplo, se puede sustituir de manera conservativa uno 0 mas residuos de
aminoacido de una proteina de gancho flagelar natural de la presente invencion
con un residuo de aminoacido de carga, tamano o polaridad similar, el polipéptido
- resultante retiene la capacidad de funcionar como vacuna o como reactivo para el
diagnostico como describimos aqui. Las reglas para preparar estas sustituciones
incluyen a aquellas descriptas por Dayhof (1978). Méas especificamente, las
sustituciones de aminoacido conservativo son aquellas que generalmente tienen
lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus
cadenas laterales. Los aminoacidos genéticamente codificados generalmente se
dividen en cuatro grupos: (1) acido = aspartato, glutamato; (2) basico = lisina,
arginina, e histidina; (3) no polar = alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina y triptofano; y (4) polar no cargado = glicina, aspargina,
glutamina, cisteina, éerina, treonina y tirosina. También se clasifican
conjuntamente la fenilalanina, tirosina y triptofano como aminoacidos aromaticos.
Uno o mas reemplazos con cualquier grupo particular, como por ejemplo, la

sustitucion de leucina por isoleucina o valina o alternativamente, |a sustitucién de
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aspartato por glutamato o treonina por serina, o de cualquier otro residuo
aminoacido con un residuo aminodcido estructuraimente relacionado,
generaimente tendra un efecto significativo sobre la funcion del polipéptido
resultante.

La presente invencidn no esta limitada por la fuente del inmunogen objetivo y
se extiende claramente a los polipéptidos aislados o recombinantes que derivan
de una fuente natural o no natural.

El término “polipéptido recombinante” como se usa aqui se refiere a un
polipéptido que se produce in vitro o en una célula huésped por medio de la
expresion de una secuencia genética que codifica a dicho polipéptido, cuya
secuencia genética esta bajo el control de un promotor adecuado, donde se ha
realizado la manipulacién genética para lograr dicha expresién. De acuerdo con
esto, el término “polipéptido recombinante” incluye claramente a los polipéptidos
producidos por medio de la expresion de secuencias geneticas contenidas en los
vectores virales, césmidos o plasmidos que han sido introducido en las células,
tejidos u érganos procaridticos o eucaridticos. Las manipulaciones genéticas que
pueden usarse en este contexto son conocidas por los entendidos en la materia e
incluyen, pero no estan limitadas a, el aislamiento de acido nucleico, digestiéon de
endonucleasa de restriccion, digestibn de exonucleasa, relleno usando el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E. Coli 0 enzimas de polimerasa T4
ADN, la terminacién roma de las moléculas de ADN usando la polimerasa T4 ADN
o enzimas Exolll, mutagénesis dirigida al sitio, ligadura y reacciones de
amplificacién. Como conocen los expertos en la técnica, las técnicas adicionales
como por ejemplo, las hibridaciones de acido nucleico y analisis de secuencia de
nucledtido también se pueden utilizar en la preparacién de polipéptidos
recombinantes, al confirmar la identidad de una molécula de acido nucleico que

codifica a un polipéptido recombinante deseado y una construccion genética que
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comprende a la molécula de acido nucleico. Cuando el polipéptido de la presente
invencidon es un polipéptido recombinante, se puede producir en v,
convenientemente, aislar de un sistema de expresion de vector viral recombinante
o célula huésped. Como saben los expertos en la técnica, una célula para la
produccién de un polipéptido recombinante se selecciona sobre la base de varios
parametros incluyendo a las construcciones geneéticas usadas para expresar el
polipéptido bajo consideracidén, asi como también la estabilidad y actividad de
dicho polipéptido. Los expertos en la materia también saben que la estabilidad o
actividad de un polipéptido recombinante se puede determinar, al menos en parte,
por medio de modificaciones post-traduccionales del polipéptido como por
ejemplo, la glicosilacion, acilacidon o reacciones de alquilacidn, entre otras, que
pueden variar entre las lineas celulares usadas para producir el polipéptido
recombinante.

De acuerdo con esto, en una realizacion particularmente mas preferida, la
presente invencion se extiende a un polipéptido recombinante o un derivado,
homologo o su analogo presente en una particula de virus, o producido en una
célula huésped procariotica o eucaribtica, o en un virus o su cultivo celular.

La presente invencion también se extiende a un polipéptido recombinante de
acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores que se produce en una
célula bacteriana perteneciente al género Lawsonia, en particular una célula de L.
intracellularis, o su cultivo.

El término “polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido de la presente
invencion que ha sido purificado hasta cierto punto, preferentemente hasta al
menos alrededor del 20 % en peso de la proteina, preferentemente hasta al
menos alrededor del 50 % en peso de la proteina, mas preferentemente hasta al
menos alrededor del 60 % en peso dela proteina, incluso mas preferentemente

hasta al menos alrededor del 70 % en peso de la proteina e incluso, mas
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preferentemente hasta al menos alrededor del 80 % en peso de la proteina o mas,
de su fuente natural o, en el caso de los polipéptidos no naturales, del medio de
cultivo o entorno celular donde se produjo. Este aislamiento se puede realizar
para mejorar la inmunogenicidad del polipéptido de la presente invencion, o para
mejorar la especificidad de la respuesta inmunolégica contra ese polipéptido, o
para remover los contaminantes téxicos o los no deseados. El grado necesario o
requerido de pureza de un polipéptido aislado puede variar dependiendo del
propésito pretendido para el polipéptido, y para muchas aplicaciones sera
suficiente para la preparacion del polipéptido' gue no contenga contaminantes que
podrian reducir la inmunogenicidad del polipéptido cuando se administra a un
animal huésped, en particular un animal, cerdo o ave, a ser inmunizado contra
PPE, o alternativamente, que podria inhibir el enlace inmuno-especifico en un
inmunoensayo para el diagnéstico de PPE o su agente causal.

La pureza de un polipéptido aislado de la presente invencion se puede
determinar por cualquiera de los medios conocidos por los conocedores de la
técnica, incluyendo el grado de homogeneidad de una preparacion de proteina
clasificada por electroforesis de gel SDS / poliacrilamida, electroforesis
bidimensional, o analisis de composicién del aminoacido o analisis de secuencia.

Preferentemente, el polipéptido de la presente invencidn sera
sustancialmente homogéneo o sustancialmente libre de proteinas no especificas,
clasificados por electroforesis de gel SDS / poliacrilamida, electroforesis
bidimensional, o andlisis de composicidn del aminoacido o andlisis de secuencia.

El polipéptido de la presente invencidn se puede purificar para usar como un
componente de una composicion para vacuna por medio de una o una
combinacion de métodos conocidos para los expertos en la materia, incluyendo,
por ejemplo, la cromatografia de fase inversa, HPLC, cromatografia de

intercambio de iones, y cromatografia por afinidad, entre otras.
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En una realizacién preferida, el polipéptido aislado o recombinante de la
invencion funciona como proteina de gancho flagelar en una bacteria como por
ejemplo, L. intracellularis, o deriva de una proteina de gancho flagelar o,
alternativamente, produce reaccién inmunoldgicamente cruzada con la proteina
de gancho flagelar L. intracellularis, FIQE de la presente invencion.

En una realizacion particularmente preferida, el polipéptido aislado o
recombinante de la presente invencién deriva de Lawsonia spp u otro agente
patogénico asociado con el inicio y/o el desarrollo de PPE y mas preferentemente,
el polipéptido objetivo deriva de Lawsonia intracellularis.

Un epitope de célula B o célula T de un polipéptido FIgE o su derivado,
homalogo o analogo puede comprender cualquier combinacion de lo siguiente:

(i) la secuencia aminoacida primaria de un polipéptido FIgE, conocida en la
técnica como un epitope continuo no conformacional;

(ii) la estructura secundaria que adopta el polipéptido FIgE, conocida en la
técnica como un epitope continuo conformacional;

(iii) la estructura terciaria que adopta un polipéptido FIgE en contacto con
otra regién de la misma molécula de polipéptido, conocida en la técnica como un
epitope discontinuo conformacional; o

(iv) la estructura cuaternaria que el polipéptido FIgE adopta en contacto con
una region de otra molécula de polipéptido, conocida en la técnica como un
epitope discontinuo conformacional.

De acuerdo con esto, los polipéptidos o derivados inmunogénicos, los
homélogos o analogos que los comprenden, o sustancialmente la misma
secuencia de aminoacido primaria se definen de ahora en mas como
“inmunogenes que comprenden un epitope de célula B o de célula T” o término

similar.
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Los polipéptidos o derivados inmunogénicos, sus homélogos o analogos que
comprenden muchas secuencias de aminoacido primaria diferentes pueden
comprender inmunogenes inmunologicamente idénticos, debido a que poseen
epitopes de célula B o de célula T conformacionales que son reconocidos por el
sistema inmunolégico de una especie huésped como idénticos. Estos polipéptidos
inmunogénicos o derivados, sus homélogos o analogos se denominan de ahora
en adelante como “inmunogenes que imitan o tienen reaccion cruzada con un
epitope de célula B o de célula T”, o término similar.

De acuerdo con esto, la presente invencion se extiende hasta un inmunogen
qgue comprende, imita o tiene reaccion cruzada con un epitope de célula B o de
célula T de un polipéptido aislado o recombinante de acuerdo con cualquiera de
las realizaciones anteriores o su derivado, homdélogo o andlogo. EN una
realizacién particularmente preferida, la presente invencion provee un inmunogen
que comprende, imita, o tiene reaccion cruzada con un epitope de célula B o de
célula T de un polipéptido aislado o recombinante que en su forma natural se
obtiene de una especie de Lawsonia como por ejemplo, pero no limitado a L
intracellularis 'y cuyo polipéptido preferentemente funciona como proteina de
gancho flagelar.

Preferentemente, estos polipéptidos inmunogénicos no comprenderan una
secuencia de aminoacido primaria que esta altamente conservada entre L.
intracellularis y otro microorganismo no patogénico que normalmente estd
residente en el intestino u otro érgano de un animal, en particular un animal, cerdo
o ave. La importancia de esta exclusién de aquellas realizaciones de la invencion
donde la especificidad es esencial para el rendimiento (por ejemplo, aplicaciones
de vacuna y diagndstico) sera obvia para el experto en la materia.

A este respecto, los presentes inventores han demostrado que la secuencia

de aminoacido N-terminal del polipéptido FIgE derivado de L. intracellularis y la
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region 5’ del gen fIgE correspondiente estan menos conservadas entre los genes
homologos y polipéptidos derivados de otras especies, comparados con la region
C-terminal del polipéptido FIgE L. intracellularis y la regién 3' del gen figE. De
acuerdo con esto, la regidon N-terminal del polipéptido FIgE es un inmunogen
particularmente preferido para usar en los protocolos de vacunacion y como
reactivos para el diagnéstico con respecto a L. intracellularis. De manera similar,
el extremo 5 del gen fIgE se prefiere particularmente para usar como reactivo
para el diagnostico para L. intracelullaris.

Para mejorar la inmunogenicidad de un polipéptido objetivo de la presente
invencion se pueden agregar uno 0 mas aminoacidos no correspondientes a la
secuencia de proteina original al término amino o carboxilo del polipéptido. Estos
aminoacidos extra son utiles para unir el polipéptido a otro péptido o polipéptido, a
una proteina portadora grande o un soporte sélido. Los aminoacidos que son
dtiles para esta finalidad incluyen, pero no estan limitados a la tirosing, lisina,
acido glutamico, acido aspartico, cisteina y sus derivados. Las técnicas de
modificacidon de proteina adicional pueden ser usadas, por ejemplo, NH»-
acetilacion o amidacion COOH-terminal, para proporcionar un medio adicional
para unir el polipéptido a otro polipéptido, proteina, o molécula de péptido 0 a un
soporte sélido. Los procedimientos para los polipéptidos de union entre si, o a
proteinas portadoras o soportes solidos, son conocidos en la técnica. Los
polipéptidos que contienen los residuos de aminoacido extra anteriormente
mencionados en cualquiera de los terminales carboxilo 0 amino y tanto unidos o
no a un portador o soporte sélido, estan consecuentemente, dentro del alcance de
la presente invencion.

Mas aun, el polipéptido se puede inmovilizar en un portador polimérico o

material de soporte.
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En una realizacién alternativa, la inmunogenicidad de un polipéptido de la
presente invencion se puede mejorar usando [as técnicas de la biologia molecular
para producir una proteina de fusién que contiene uno 0 mas polipéptidos de la
presente invencién fusionados a moléculas portadoras como por ejemplo, una
proteina altamente inmunogénica. Por ejemplo, una proteina de fusion que
contiene un polipéptido de la presente invencion fusionado a la subunidad B
altamente inmunogénica de la toxina del cdlera se puede usar para aumentar la
respuesta inmunoldgica al polipéptido. La presente invencidn también contempla
las proteinas de fusiébn que comprenden una citoquina, como por ejemplo, una
interleuquina , fusionada al polipéptido objetivo de la presente invencion, y genes
que la codifican.

Preferentemente, el polipéptido de la presente invencion, o su derivado,
homélogo o analogo, cuando se administra a un mamifero, induce una respuesta
inmunoldgica en dicho mamifero. Mas preferentemente, el polipéptido de la
presente invencidn, cuando se administra a un mamifero, en particular a un
animal porcino (por ejemplo, un cerdo) induce una respuesta inmunoldgica
protectora contra Lawsonia spp., y preferentemente contra L. intracellularis. Como
se usa aqui, la frase “inducciéon de una respuesta inmunoldgica protectora”, y
similares, se refiere a la capacidad del polipéptido administrado de la presente
invencién para prevenir o aminorar el inicio, desarrollo o progresion de los
sintomas asociados con la infeccién por Lawsonia, y preferentemente para
prevenir o aminorar el inicio, desarrollo o progresién de sintomas asociados con
PEE en los cerdos.

Preferentemente, el polipéptido inmunogénico de la invencién comprende
una secuencia de aminoacido que es sustancialmente igual a la secuencia de
aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1 o tiene al menos un 60 % de

identidad total con el Nr ID de SEC: 1, o tiene a menos un 75 % de identidad con
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al menos 8 aminoécidos contiguos del NR ID de SEC: 1. En una realizacion
preferida, el polipéptido inmunogénico de la presente invencion esta formado
esencialmente por la secuencia de aminoacido del Nr ID de SEC: 1 o la secuencia
de aminoacido codificada por la secuencia de nucledtido que codifica FIgE
presente en pALK11 (ATCC 207156).

Por la nomenclatura, la secuencia de aminoacido determinada en el Nr 1D de
SEC: 1 representa la secuencia de aminoacido del polipéptido FIgE codificada por
el gen Lawsonia intracellularis FIQE. La secuencia del nucledtido del gen L.
intracellularis FIgE esta determinada en el Nr ID de SEC: 2.

Preferentemente, la identidad porcentual de la secuencia de aminoécido con
respecto al Nr ID de SEC: 1 es de al menos airededor del 70 %, mas
preferentemente al menos alrededor del 80 %, incluso mas preferentemente al
menos alrededor del 90 % e incluso mas preferentemente al menos airededor del
95 %.

Para determinar si dos secuencias de aminoacido estan dentro de estos
limites porcentuales o no, los conocedores de la técnica, reconoceran que es
necesario llevar a cabo una comparacion lado a lado o una alineacién muitiple de
secuencias. En estas comparaciones o alineaciones, surgiran diferencias en el
posicionamiento de los residuos no idénticos, dependiendo en el algoritmo usado
para realizar la alineacion. En el contexto presente, se tomaran referencias a la
identidad o similitud de secuencia porcentual entre dos 0 mas secuencias de
aminoacido para referirse a la cantidad de residuos idénticos o similares
respectivamente, entre dichas secuencias determinadas usando cualquiera
algoritmo estandar conocido para los entrenados en la técnica. Por ejemplo, las
identidades o similitudes de secuencia de aminoacido se pueden calcular usando
el programa GAP de Computer Genetics Group, Inc., University Research Park,

Madison, Wisconsin, Estados Unidos de América (Devereaux et al, 1984). El
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programa GAP utiliza el algoritmo de Needieman y Wunchs (1970) para
maximizar la cantidad de residuos idénticos / similares y para minimizar la
cantidad y/o longitud de las brechas de secuencia en la alineacion.
Alternativamente o ademas, cuando se comparan mas de dos secuencia de
aminoacido, se puede usar el programa ClustalW de Thompson et al (1994).

En una realizacién alternativa, la presente invencién provee un polipéptido
inmunogénico aislado o reqombinante que comprende, imita o tiene reaccién
cruzada con un epitope de célula B o de Célula T del polipéptido FIgE derivado de
Lawsonia spp., donde dicho polipéptido inmunogénico aislado o recombinante
comprende una secuencia de aminoacido que comprende al menos 5 residuos de
aminoacido contiguos del Nr 1D de SEC: 1 o su homélogo, analogo o derivado.

Preferentemente, el polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la
invencion comprende al menos alrededor de 10 aminoacidos contiguos derivados
del Nr ID de SEC: 1, mas preferentemente al menos alrededor de 20 residuos
aminoacido contiguos derivados del Nr ID de SEC: 1, incluso mas
preferentemente al menos 30 residuos de aminoacido contiguos derivados del Nr
ID de SEC: 1 e incluso mas preferentemente, al menos alrededor de 40 residuos
de aminoacido contiguos derivados del Nr ID de SEC: 1.

La presente invencion ademas incluye a los homélogos, analogos o
derivados de un polipéptido que comprenden una secuencia de aminoacido
determinada en el Nr ID de SEC: 1.

Los “homélogos” de un polipéptido son aquellos polipéptidos que contienen
sustituciones, eliminaciones y/o agregados de aminoacido relacionados con el
polipéptido sin alterar una o mas de sus propiedades, como por ejemplo, su
inmunogenicidad, actividad biolégica o actividad catalitica. En estas moléculas, se
pueden reemplazar los aminodcidos por otros aminoacidos que tienen

propiedades similares como por ejemplo, la hidrofobicidad, hidrofilicidad,
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momento hidrofébico, antigenicidad, propension a formar o romper estructuras o-
helicoidales de estructuras pB-laminares y demas.

Las variantes sustituyentes son aquellas en las que al menos un residuo en
la secuencia ha sido removido y se insertaron en su lugar diferentes residuos. Las
sustituciones de aminoacido tipicamente son de residuos simples, pero se pueden
agrupar dependiendo de las restricciones funcionales sobre el polipéptido, las
inserciones usualmente seran del orden de alrededor de 1-10 residuos de
aminodcido, y las eliminaciones estaran dentro de un rango de alrededor de 1-20
residuos. Preferentemente, las sustituciones de aminoacido comprenderan
sustituciones de aminoacido conservativo, como por ejemplo, aquellas descriptas
arriba.

Las variantes de secuencia de aminoécido para insertar son aquellas donde
uno o mas residuos de aminoacido se introducen en un sitio predeterminado en la
proteina. Las inserciones pueden comprender fusiones amino-terminales y/o
carboxi-terminales asi como también inserciones intra-secuencia de aminoacidos
simples o multiples. Generalmente, las inserciones dentro de la secuencia de
aminoacido seran mas pequefias que las fusiones amino o carboxilo terminal, del
orden de alrededor de 1 a 4 residuos.

Las variantes para eliminacién estan caracterizadas por la remocion de uno
0 mas aminoacidos de la secuencia.

Las variantes de aminoacido del polipéptido de la presente invencidon se
pueden realizar rapidamente usando las técnicas sintéticas del péptido conocidas
en la técnica, como por ejemplo, la sintesis de péptido de fase sélida y similares,
o por medio de las manipulaciones de ADN recombinante. La manipulacion de las
secuencias de ADN para producir proteinas variantes que se manifiesten como
variantes sustitutivas, para insercién o eliminacién son conocidas en la técnica.

Por ejemplo, las técnicas para preparar mutaciones de sustitucidn en sitios



26 o+ %

predeterminados en el ADN que tengan la secuencia conocida son conocidas por
lo expertos en la materia, como por ejemplo, la mutagénesis M13 u otro protocolo
de mutagénesis dirigida al sitio.

Los “andlogos” se definen como péptidos, oligopéptidos y polipéptidos que
son funcionalmente equivalentes a los péptidos de la presente invencion pero que
contienen ciertos residuos de aminoacido no naturales o modificados como bien
sabe el experto en la materia. De acuerdo con esto, un “analogo” como se define
aqui, no necesita comprender una secuehcia de aminoacido que sea similar a la
secuencia de aminoacido determinada aqui como por ejemplo, péptido,
oligopéptidos y polipéptidos que derivan de predicciones por computadora o datos
empiricos que revelan la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria del
polipéptido de la presente invencién, y que por lo tanto, no comprendan a la
misma secuencia de aminoacido de dicho polipéptido, aunque, sin embargo, imita
o tiene reaccién cruzada con el epitope de célula B o de célula T de Lawsonia
spp., Y preferentemente imita o tiene una reaccidon cruzada con el epitope de
célula B o de célula T de Lawsonia intracellularis.

Por ejemplo, los mimoétopes (analogos de polipéptido que reaccionan en
forma cruzada con un epitope de célula B o de célula T del péptido Lawsonia de
la invencién, comprenden una secuencia de aminoacido diferente a dicho epitope)
se pueden identificar seleccionando las secuencias de aminoacido aleatorias en
las bibliotecas de péptidos con anticuerpos que se enlazan al epitope de célula T
o de célula B deseado. Como con las técnicas para la identificacion de los
epitopes de célula B o de célula T como describimos arriba, los anticuerpo
utilizados para identificar estos mimétopes pueden ser anticuerpos policlonales o
monoclonales o recombinantes, en la forma cruda o purificada. Los mimotopes de
epitope de célula T luego se pueden probar en su capacidad para estimular las

respuestas citotoxicas o proliferativas in vitro. Los mimotopes son particularmente
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utiles como analogos de los epitopes no lineales (es decir, conformacionales) dei
polipéptido de la presente invencion, debido a que los epitopes conformacionales
generalmente se forman de las regiones no contiguas en un polipéptido, y los
mimd&topes proveen sus equivalentes inmunogénicos en la forma de una molécula
de péptido simple.

Adicionaimente, el uso de los analogos del polipéptido pueden resuitar en
polipéptidos con una actividad inmunogénica y/o antigénica aumentada, que son
menos sensibles a la degradaciéon enzimatica, y que son mas selectivos. Un
analogo de prolina adecuada es el acido 2-aminociclopentano carboxilico (BAC®c)
que ha demostrado aumentar la actividad inmunogénica de un polipéptido natural
mas de 20 veces (Mierke et al, 1990; Portoghese et al, 1990; Goodman et al,
1987).

Los “derivados” de un polipéptido descripto aqui son aquellos péptidos,
oligopéptidos y polipéptidos que comprenden al menos alrededor de cinco
residuos de aminoécido contiguos de la secuencia de aminoacido determinadas
en el Nr ID de SEC: 1. Un “derivado” puede ademas comprender residuos de
aminoacido naturales, glicosilados alterados, acilados o no naturaies adicionaies
comparados con la secuencia de aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1.
Alternativamente o ademas, un derivado puede comprender uno o mas
sustituyentes que no son de aminoacido como por ejemplo, una molécula
reportera u otro ligando, covalentemente o no covalentemente unido a la
secuencia de aminoacido como por ejemplo, una molécula reportera que esta
enlazada para facilitar su deteccidn.

Otros ejemplos de mutantes recombinantes o sintéticos y derivados de
inmunogenes del péptido de la presente invencidon incluyen a aquellos que
incorporan sustituciones, eliminaciones y/o adiciones simples o multiples, como

por ejemplo, carbohidratos, lipidos y/o proteinas o polipéptidos. Las formas
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glicosiladas o aciladas naturales o alteradas de los péptidos objetivo se
contemplan particularmente en la presente invencion. Adicionalmente, los
homopolimeros o heteropolimeros que comprenden una o mas copias del peptido
objetivo listados en el Nr iD de SEC: 1, o uno o0 mas de sus derivados, homologos
0 analogos estan dentro del alcance de la invencion.

Preferentemente, los homélogos, analogos y derivados del polipéptido de la
invencién son ‘“inmunogénicos”’, definidos aqui como la capacidad de dicho
polipéptido o su derivado, homologo o analogo de provocar las respuestas de la
célula B y/o de la célula T en el huésped, como respuesta a la inmunizacion.

Los homodlogos, analogos y derivados preferidos de la secuencia de
aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1 incluyen a aquellas variantes de
aminoacido que funcionan como epitopes de la célula B o de la célula T de dicha
secuencia de aminoacido que son capaces de mediar una respuesta
inmunolégica como por ejemplo, los mimoétopes del polipéptido inmunogénico
descripto aqui, que han sido producidos por medios sintéticos, como por ejemplo,
por medio de la quimica Fmoc. El Unico requerimiento de estas moléculas es que
tienen una reaccion inmunolégicamente cruzada con un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1 o su
derivado que comprende al menos 5 aminoacidos contiguos en la longitud del Nr
ID de SEC: 1.

Como sera obvio para los expertos en la materia, estos homodlogos,
analogos y derivados del polipéptido de la invencién, las moléculas seran utiles
para preparar anticuerpos que tienen reaccion cruzada con los anticuerpos contra
dicho polipéptido y/o producen wuna respuesta inmunoldgica protectora de
especificidad similar a la producida por dicho polipéptido. Estas moléculas

también seran utiles para el diagndstico y otras aplicaciones que son
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inmunolégicas por naturaleza como por ejemplo, el diagnodstico que utiliza uno o
mas formatos del inmunoensayo (por ejemplo, ELISA, RIA y similares).

De acuerdo con esto, el inmunogen de la presente invencion o su derivado,
homdlogo o analogo es Util en las composiciones para vacunas que protegen al
individuo contra la infeccion por L intracellularis y/lo como un antigeno para
producir la produccidn de anticuerpos policlonales y monoclonales y/o en la
deteccion de anticuerpos contra L. intracellularis en los animales infectados,
particularmente en los animales porcinos y aves.

Los inventores presentes también han demostrado que la secuencia de
aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1 es particularmente Uunica,
comparada con otras secuencias de aminoacido inmunogénicas, incluyendo a
aquellas de las proteinas de gancho flagelar derivadas de otras bacterias. De
acuerdo con esto, los péptidos, oligopéptidos y polipéptidos que comprenden
regiones unicas de epitope del Nr ID de SEC: 1 como describimos en la Figura 1,
tendran una especificidad mejorada comparada con otras regiones de la molécula
FIgE de Lawsonia spp. Las ventajas particulares de estos péptidos sera obvia
para los expertos en la produccidén de composiciones para vacuna, donde la
especificidad contra un patdégeno de interés es una consideracién importante.

Las regiones unicas del polipéptido L. intracellularis son péptidos antigénicos
prometedores para la formulacién de las vacunas especificas para Lawsonia y el
diagnostico para la deteccion especifica de Lawsonia spp. en las muestras
bioldgicas.

Un segundo aspecto de la presente invencién provee una composicidén para
vacuna para la profilaxis o el tratamiento de la infeccion en un mamifero o pgjaro
por L. intracellularis o similar, o microorganismo relacionado, dicha composicion

para vacuna comprende:
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(i) un componente inmunogénico que comprende un polipéptido aislado o
recombinante que tiene al menos alrededor del 60 % de identidad de secuencia
de aminoacido con respecto al a secuencia de aminoacido determinada en el Nr
ID de SEC: 1 y/o comprende al menos 5 aminoacidos contiguos derivados del Nr
ID de SEC: o, su homdlogo, analogo o derivado inmunogénico que tiene una
relacion inmunoldgicamente cruzada con Lawsonia intracelullaris; y

(i) uno o mas portadores, diluyentes y/o adyuvantes adecuados para el uso
veterinario o farmaceéutico.

Como se usa aqui, el término “componente inmunogénico” se refiere a un
péptido, polipéptido o proteina codificada por ADN de, o derivado de , L.
intracellularis o microorganismo relacionado que es capaz de inducir una
respuesta inmunoldgica protectora en un animal, en particular un porcino o ave, si
dicho péptido, polipéptido o proteina estd o no en su forma aislada o
recombinante. De acuerdo con esto, la composicion para vacuna incluye
claramente a aqueilas composiciones para vacuna que comprende aislados
atenuados, muertos o no patégenos de las formas de L. intracellularis o
microorganismos relacionados que comprenden o expresan a dicho péptido,
polipéptido o proteina.

Por “respuesta inmunoldgica protectora” se entiende que el componente
inmunogénico produce una respuesta inmunologica en el animal al cual se le
administré la composicion para vacuna a nivel humoral y/o celular, composicién
que es suficiente para prevenir la infeccion por Lawsonia intraceilularis o
microorganismo relacionado y/o que es suficiente como para reducir de manera
detectable uno o mas sintomas o condiciones, o para aminorar de manera
detectable el inicio de uno 0 mas sintomas o condiciones, asociados con la
infeccibn por Lawsonia intracellularis 0 microorganismo relacionado en un

huésped animal, comparado con un animal infectado de control. E! término
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“‘cantidad efectiva” de un componente inmunogénico presente en la composicion
para vacuna se refiere a esa cantidad de dicho componente inmunogénico que es
capaz de inducir una respuesta inmunolégica protectora después de haber
administrado una dosis completa simple, o después de haber administrado varias
dosis divididas.

Preferentemente, el componente para polipéptido de a composicion para
vacuna objetivo comprende una secuencia de aminoacido que es tanto
inmunogénica como especifica, en virtud de su reactividad cruzada inmunolégica
con el agente causante de PPE, Lawsonia intracellularis. A este respecto, sera
obvio de la descripcién precedente que estos componentes de polipéptido pueden
comprender una secuencia de aminoacido derivada del Nr ID de SEC: 1 o su
homdlogo, analogo o derivado de |la secuencia de aminoacido determinada en el
Nr ID de SEC: 1, como por ejemplo, un mimaétopo de dicha secuencia.

El polipéptido inmunogénico u homélogo, analogo o derivado inmunogénico
puede ser un péptido, oligopéptido o polipéptido natural en la forma aislada o
recombinante de acuerdo con cualquiera de las realizaciones descriptas arriba o
ejemplificadas aqui.

Preferentemente, el polipéptido inmunogénico u homélogo, analogo o
derivado inmunogénico deriva de Lawsonia spp., en particular L. intracellularis o
un microorganismo relacionado.

Preferentemente, el componente inmunogénico ha sufrido al menos un paso
de purificacion o al menos una concentracién parcial de un cultivo celular que
comprende L. intracellularis o un microorganismo relacionado, 0 de una
preparacion sometida a la lisis de células de L. intracellularis o microorganismo
relacionado, o de otro cultivo donde el componente inmunogénico se expresa de
manera recombinante. La pureza de este componente que tiene las propiedades

inmunogeénicas requeridas preferentemente es de al menos airededor del 20 % en
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peso de la proteina en una preparacién particular, mas preferentemente al menos
alrededor del 50 %, inciuso mas preferentemente al menos alrededor del 60 %,
incluso mas preferentemente al menos alrededor del 70 % e incluso mas
preferentemente al menos alrededor del 80% o mas.

El componente inmunogénico de la vacuna de la presente invencion puede
comprender un solo péptido, polipéptido o proteina, o un rango o combinacion de
diferentes péptidos, polipéptidos o proteinas que cubren epitopes diferentes o
similares. Ademas, o alternativamente, se puede proporcionar un solo polipeptido
con multiples epitopes. Este Gitimo tipo de vacuna es referida como una vacuna
polivalente. Un epitope multiple incluye a dos o mas epitopes ubicados dentro de
una molécula de péptido o polipéptido.

La formulacion de vacunas generalmente es conocida en la técnica y se
puede hacer referencia a Pharmaceutical Sciences de Remington, Edicion 17,
Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania, Estados Unidos.

Una forma particularmente Util de la vacuna es una vacuna recombinante
producida por ejemplo, en un vector de vacuna, como por ejemplo, pero no
limitandose a, una célula transfectada con un vector de virus de vaccinia o una
célula bacteriana capaz de expresar el componente inmunogénico.

La presente invencion se extiende claramente hacia las composiciones para
vacuna recombinantes donde el componente inmunogénico esta contenido dentro
de los vectores para vacuna muertos preparados, por ejemplo, por medio de
calor, formalina u otro tratamiento quimico, electroshock o fuerzas de alta o baja
presidn. De acuerdo con esta realizacién, el componente inmunogénicc de la
vacuna generalmente se sintetiza en un vector para vacuna vivo que se mata
antes de administrarlo al animal.

Mas aun, el vector de la vacuna que expresa al componente inmunogénico

puede ser no patdégeno o puede estar atenuado. Dentro del alcance de esta
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realizacién estan las células que han sido transfectadas con virus no patogénicos
o atenuados que codifican al componente inmunogénico dela vacuna y a las
células no patbgenas o atenuadas que expresan directamente el componente
inmunogénico.

Las células huésped atenuadas o no patdgenas incluyen a aquellas células
que no son dafinas para un animal al que se le administro la vacuna objetivo.
Como saben los expertos en |la materia, las “vacunas vivas” pueden comprender
un vector de virus atenuado que codifica al componente inmunogénico o una
célula huésped que lo comprende, que es capaz de replicarse en un animal al que
se lo administré, y usando la maquinaria de célula huésped para expresar el
componente inmunogénico aungue sin producir ningun efecto colateral adverso.
Estos vectores de vacuna pueden colonizar el intestino u otro 6rgano del animal
vacunado. Estos vectores de vacuna vivos son eficaces en virtud de su capacidad
para expresar continuamente el componente inmunogénico en el animal huésped
durante un tiempo y a un nivel suficiente como para conferir inmunidad protectora
contra un patdgeno que expresa un equivalente inmunogénico de dicho
componente inmunogénico. La presente invencion inciuye claramente el uso de
estos vectores atenuados o no patogenicos y preparaciones de vacunas vivas.

El vector de la vacuna puede ser un virus, célula bacteriana o célula
eucariodtica como por ejemplo, un ave, cerdo u otra célula de mamifero o célula de
levadura o una linea celular como por ejemplo, COS; VERO, Hela, raton C127,
ovario de hamster Chino (CHO), WO-38, rindn de hamster bebé (BHK) o lineas
celulares MDCK. Las células procariéticas adecuadas incluyen a Mycobacterium
spp, Corynebacterium spp., Salmonella spp, Escherichia coli, Bacillus spp y
Pseudomonas spp, entre otras. Las cepas bacterianas que son adecuadas para el
proposito presente son conocidas en la técnica relevante (Ausubel et al, 1987,

Sambrook et al., 1989).



Estas células y lineas celulares son capaces de expresar una secuencia
genética que codifica un péptido FIgE, polipéptido o proteina de la presente
invencién de L. intracellularis de manera efectiva como para inducir una respuesta
inmunolégica protectora en el animal. Por ejemplo, una bacteria no patogénica
podria prepararse de manera tal que contenga una secuencia recombinante
capaz de codificar un péptido, polipéptido o proteina de L. intracellularis. La
secuencia recombinante tendria la forma de un vector de expresion bajo el control
de un promotor constitutivo o inducible. La bacteria entonces podria colonizar
ubicaciones adecuadas en el intestino del cerdo y se le podria permitir el
crecimiento y produccién del péptido, polipéptido o proteina recombinante en una
cantidad suficiente como para inducir una respuesta inmunoldgica protectora
contra L. intracellularis.

En ofra realizacion alternativa, la vacuna puede ser una vacuna de ADN o
ARN que comprende una molécula de ADN o ARN que codifica un peptido,
polipéptido o proteina de la presente invencidon que se inyecta en el tejido
muscular u otro tejido adecuado de un cerdo, bajo condiciones suficientes como
para permitir la expresion transitoria de dicho ADN o ARN para producir una
cantidad de péptido, polipéptido o proteina efectiva como para inducir una
respuesta inmunoldgica protectora. En una realizacidn preferida, la vacuna de
ADN tiene la forma de un plasmido, donde el ADN esta conectado operativamente
con una region promotora capaz de expresar la secuencia de nucledtido que
codifica al inmunogen en las células del animal inmunizado.

Es necesario, por lo tanto , en la produccién de una vacuna recombinante,
exceptuando a la vacuna de ADN descripta aqui, expresar el componente
inmunogénico en el sistema de vector adecuado. Para la finalidad presente, el

componente inmunogénico puede expresarse por medio de:
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() la colocacién de una molécula de acido nucleico aislado en un formato
gue se puede expresar, dicha molécula de acido nucleico comprende la regién de
codificacién de la secuencia de nucleétido determinada en el Nr ID de SEC: 2 o
un homélogo, analogo o derivado que codifica a la proteina del Nr ID de SEC: 2
seleccionado del grupo formado por:

(a) las secuencias de nucleétido que tienen al menos alrededor del 60 % de
identidad de secuencia con respecto al Nr ID de SEC.: 2;

(b) secuencias de nucleétido que hibridan bajo al menos una hibridacion de
baja rigurosidad, preferentemente bajo condiciones al menos de moderada
rigurosidad, e incluso mas preferentemente bajo condiciones al menos de elevado
nivel de rigurosidad, al complemento del Nr ID de SEC: 2; y

(c) las secuencias de nucleétido que codifican la secuencia de aminoacido
determinadas en el Nr ID de SEC: 1, o su homdlogo, analogo o derivado que
incluye, por ejemplo, un mimoétope del aminoacido determinado en el Nr ID de
SEC: 1;

(i) la introduccién de la molécula de aminoacido aislada de (i) en un formato
que se puede expresar en un vector de vacuna adecuado; y

(iif) por medio de la incubacién o crecimiento del vector de vacuna durante
un tiempo y bajo condiciones suficientes como para que ocurra la expresion del
componente inmunogénico codificado por medio de dicha molécula de &cido
nucleico.

Con el propoésito de definir el nivel de rigurosidad, se define aqui como baja
rigurosidad una hibridacidn y/o lavado llevado a cabo en un regulador 6xSSC, 0,1
% (p/v) DSD a 28 °C. Una rigurosidad moderada se define como una hibridacién
ylo lavado llevada a cabo en un regulador 2x SSC, 0,1 p/v SDS a una temperatura

dentro de un rango entre los 45°C y los 65 °C. Se define rigurosidad elevada aqui
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como una hibridacion y/o lavado llevado a cabo en un regulador 0,1 x SSC, 0,1 %
(p/v) SDS a una temperatura de al menos 65 °C.

Generalmente, la rigurosidad se aumenta reduciendo la concentracion del
regulador SSC, y/o aumentando la concentracién de SDS y/o aumentando la
temperatura de hibridacion y/o lavado. Los expertos en la materia seran
concientes de que la s condiciones para la hibridacién y/o lavado pueden variar
dependiendo de la naturaleza de la membrana para hibridacion o el tipo de sonda
de hibridacién usada. Las condiciones para las hibridaciones y lavados son
comprendidos por los expertos en la materia. Con la finalidad de obtener mayor
claridad de parametros que afectan la hibridacién entre las moléculas de acido
nucleico, se pueden encontrar referencias en las paginas 2.10.8. a 2.10.16 de
Ausubel et al (1987), que se incorpora aqui como referencia.

Como se usa aqui, una “ molécula de acido nucleico es un formato que se
puede expresar’ es una regién que codifica a la proteina de una molécula de
acido nucleico en una conexion operativa con un promotor u otra secuencia
reguladora capaz de regular la expresién en el sistema de vector de |la vacuna.

La referencia hecha aqui a un “promotcr” debe tomarse en un contexto mas
amplio e incluye a la secuencia reguladora transcripcional de un gen genémico
clasico, incluyendo al cuadro TATA que se requiere para una iniciacion de
transcripcidn precisa, con o sin una secuencia CCAAT y elementos reguladores
adicionales ( es decir, secuencias que se activan corriente arriba, fomentadores y
silenciadores) que alteran la expresién del gen en respuesta a los estimulos de
desarrollo y/o externos, o de manera especifica de tejido. En el contexto presente,
el término “promotor” también se usa para describir una molécula recombinante,
sintética o de fusion, o su derivado que confiere, activa o aumenta la expresiéon
de una molécula de acido nucleico que esta operativamente conectada, y que

codifica al polipéptido inmunogénico. Los promotores preferidos pueden contener
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copias adicionales de uno o mas elementos reguladores para aumentar mas la
expresion yl/o alterar la expresion espacial y/o la expresion temporal de dicha
molécula de acido nucleico.

Colocando la molécula de acido nucleico bajo el control regulatorio de es

©“

decir, “ en conexién operable con” una secuencia del promotor significa ubicar
dicha molécula de manera tal la secuencia promotora controle la expresién. Los
promotores generalmente, pero no necesariamente, estan ubicados en 5
(corriente arriba) con respecto a los genes que controlan. En la construccién de
las combinaciones de gen promotor / estructural heterdlogo generalmente se
prefiere ubicar al promotor a una distancia del sitio de inicio de transcripcion del
gen que sea aproximadamente la misma que la distancia entre ese promotor y el
gen que controla en su entorno natural, es decir, el gen del que deriva el
promotor. Mas aun, los elementos reguladores que comprenden un promotor
usualmente estan ubicados dentro de los 2 kb del sitio de inicio de transcripcion
del gen. Como se sabe en la técnica, se puede producir alguna variacion en esta
distancia sin perder la funcion del promotor. De manera similar, la ubicacién
preferida del elemento de la secuencia reguladora con respecto al gen heterélogo
a ser ubicado bajo su control se define por medio de la ubicacién del elemento en
su entorno natural, es decir los genes de los que deriva. Una vez mas, como se
sabe en la técnica, también puede ocurrir cierta variacion en esta distancia.

El pre-requisito para producir polipéptidos intactos en las bacterias como por
ejemplo, E. Coli es el uso de un promotor fuerte con un sitio de enlace de
ribosoma efectivo. Los promotores tipicos adecuados para la expresion en las
células bacterianas como por ejemplo, E. Coli, incluyen, pero no estan limitados a,
el promotor /acz, promotores A. 0 Ar sensibles a la temperatura, promotor T7 o el
promotor tac IPTG-inducible. Una cantidad de otros sistemas de vector para

expresar la molécula de &cido nucleico de la invencién en E. coli son conocidos
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en la técnica y se describen por ejemplo, en Ausubel et al (1987) o Sambrook et al
(1989). Se han descripto numerosos plasmidos con secuencias promotoras
adecuadas para la expresion en las bacterias y sitios de enlace de ribosoma
eficientes, como por ejemplo, pKC30 (A.: Shimatake y Rosenberg, 191), pKK173-
3 (tac: Amann y Brosius, 1985), pET-3 (T7: Studier y Moffat, 1986), las series
pFLEX y vectores de expresion (Pfizer Inc., CT, USA) o las series pQE de los
vectores de expresion (Qiagen, CA), entre otros. Los promotores tipicos
adecuados para la expresion en los virus de las células eucaridticas y las células
eucariéticas incluyen al promotor tardio SV40, al promotor temprano SV40 y al
promotor citomegalovirus (CMV), al promotor CMV |IE (citomegalovirus inmediato
temprano), entre otros.

Se conocen los medios para introducir la molécula de &cido nucleico aislada
0 una construccién genética que la comprende dentro de una célula para la
expresion del componente inmunogénico de la composicion para vacuna. La
técnica utilizada para un organismo dado depende de las técnicas exitosas
conocidas. Los medios para introducir el ADN recombinante en !as células
animales incluyen a la microinyeccién, transfeccidbn mediada por DEAE-dextrano,
la transfeccién mediada por liposomas como por ejemplo, la utilizacion de
lipofectamina (Gibco, MD, USA) y/o cellfectin (Gibco, MD; USA), la toma de ADN
mediada por PEG, la electroporacion y bombardeo de microparticulas como por
ejemplo, la utilizacién de tungsteno revestido con ADN o particulas de oro
(Agracetus Inc., WI, USA), entre otros.

E! componente inmunogénico de una composicion para vacuna como se
considera aqui, exhibe una excelente actividad terapéutica, por ejemplo, en el
tratamiento y/o. profilaxis de PPE cuando se administra en una cantidad gue
depende el caso particular. Por ejemplo, para las moléculas de péptido

recombinantes, se puede administrar entre alrededor de 0,5 ug y alrededor de 20
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mg, preferentemente entre alrededor de 1 pg y airededor de 10 mg, mas
preferentemente entre alrededor de 10 ug y alrededor de 5 mg, y el mas preferible
entre alrededor de 50 g y alrededor de 1 mg equivalente al componente en un
volumen de alrededor de 1 ml a alrededor de 5 ml. Para vacunas de ADN, una
cantidad preferida es de entre alrededor de 0,1 ug/ml y alrededor de 5 mg/mi en
un volumen de alrededor de 1 a alrededor de 5 ml. EI ADN puede estar presente
en una forma “desnudaZ o puede administrarse junto con un agente para facilitar
la captacion celular (por ejemplo, en liposomas o lipidos cationicos). La
caracteristica importante es administrar inmunogen suficiente para inducir una
respuesta de proteccior inmune. Las cantidades anteriores pueden administrarse
establecidas o calculadas por kilogramo de peso del cuerpo. El régimen de
dosificacion puede ser ajustado para proveer la respuesta terapéutica éptima. Por
ejemplo, se pueden administrar varias dosis divididas o la dosis puede reducirse
proporcionalmente como lo indican las exigencias de una situacion terapéutica.
Pueden también requerirse la administracion de refuerzo.

La vacuna de la presente invencion puede también comprender uno o mas
componentes inmuno-modulatorios adicionales tales como, por ejemplo, un
adyuvante o molécula de citoquina, entre otros, que es capaz de incrementar la
respuesta inmune contra el componente inmunogénico. Los ejemplos ilimitados
de los adyuvantes que pueden utilizarse en la vacuna de la presente invencion,
incluyen el sistema adyuvante de RIBI (Ribi Inc., Hamilton, MT, USA), alumbre,
geles minerales tales como gel de hidroxido de aluminio, emulsiones de aceite en
agua, emulsiones de agua en aceite tales como, por ejemplo, el copolimero Biock
(CytRx, Atlanta GA, USA), QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA, USA),
SAF-M (Chiron, Emeryville CA, USA), el adyuvante AMPHIGEN®, el adyuvante
completo de Freund; el adyuvante incompleto de Freund; y Saponin, QuilA u otra

fraccion de Saponin, el monofosforil lipido Al, y el adyuvante lipido-amina
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Avridine. Otros agentes inmuno-modulatorios que pueden incluirse en la vacuna
incluyen, por ejemplo, uno o mas citoquinas, tales como interferon y/o
interleuquina, u otras citoquinas conocidas. Los surfactantes no iénicos tales
como, por ejemplo, el polioxietilen oleil éter y el n-hexadecil polietilén éter pueden
también incluirse en las vacunas de la presente invencién.

La composicion de vacuna puede administrarse en una manera conveniente
tal como las rutas oral, intravenosa (cuando es soluble en agua), intramuscular,
subcutanea, intranasal, intradérmica o como supositorio 0 mediante implantacién
(por ejemplo, utilizando la tecnologia de liberacién lenta). Dependiendo de la ruta
de administracion, el cbmponente inmunogénico puede requerir estar recubierto
en un material para protegerlo de la accion de las enzimas, los acidos y otras
condiciones naturales que pueden inactivarlo, tal como las del tracto digestivo.

La composicién de vacuna puede también administrarse en forma parenteral
o intraperitoneal. Las dispersiones pueden prepararse en glicerol, glicoles liquidos
de polietiléno, y sus mezclas o en aceites. Bajo condiciones ordinarias de uso y
almacenamiento, estas preparaciones pueden contener un preservativo para
prevenir el crecimiento de microorganismos. Alternativamente, la composicion de
vacuna puede almacenarse en forma liofilizada para ser rehidratada con un
vehiculo apropiado o un portador previo a su uso.

Las formas farmacéuticas apropiadas para el uso inyectable incluyen
soluciones estériles acuosas (cuando son solubles en agua) o dispersiones en
polvos estériles para la preparacidn extemporanea de soluciones o dispersion
estériles inyectables. En todos los casos la forma debe ser fluida hasta el punto
que sea facilmente inyectable, a menos que la forma farmacéutica sea solida o
semi-solida tal como cuando se emplea la tecnologia de liberacion retardada. De

cualquier forma, debe ser estable bajo las condiciones de fabricacidon vy
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almacenamiento y debe preservarse contra la accion contaminante de los
microorganismos.

El portador debe ser un medio solvente o de dispersion que contiene, por
ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilén glicol y glicol de
polietileno liquido, y similares), las mezclas apropiadas de los mismos y aceites
vegetales. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso
de revestimientos tales como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamaro de
particula requerido en el caso de la dispersién y mediante el uso de surfactantes.
La prevencion de la accion de los microorganismos puede obtenerse mediante
varios agentes antibacterianos y antifingicos tales como, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isotonicos tales como, por ejemplo, azucares o cloruro
de sodio. La absorcidbn prolongada de las composiciones inyectables puede
obtenerse mediante la utilizacidn en las composiciones, de agentes de absorcion
retardada tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Las soluciones estériles inyectables se preparan mediante la incorporacion
del compuesto activo en la cantidad requerida del solvente apropiado con varios
de los otros ingredientes enumerados anteriormente, como se requiere, seguido
por esterilizacion por filtrado. Generalmente, las dispersiones se preparan
mediante al incorporacion del ingrediente activo esterilizado dentro de un vehiculo
estéril que contiene el medio de dispersion basico y los ofros ingredientes
requeridos seleccionados de los arriba enumerados. En el caso de polvos
estériles para la preparacion de las soluciones estériles inyectables, los métodos
de preparacion preferidos son el secado al vacio y la técnica de secado criogénico
que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional

deseado a partir de una solucion previamente esterilizada por filtrado del mismo.
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La presente invencidon se extiende a composiciones para vacunas que
confieren proteccién contra la infeccién de uno o mas aislados o subtipos de L.
Intracellularis incluyendo aquellos que pertenecen al mismo serovar 0 serogrupo
como Lawsonia intracellularis. La composicidn de vacuna preferentemente
confiere ademas proteccion contra la infeccidn por otras especies de los genes
Lawsonia u otros microorganismos relacionados a éstos, como se determina en
los niveles de nucledtido, bioquimico, estructural, fisioldgico y/o inmunointeractivo;
el unico requerimiento es que dichas otras especies u otros microorganismos
expresen un polipéptido que tiene una inmunoldégicamente una reaccidn cruzada
con el polipéptido de la invencién que se describe aqui. Por ejemplo, tales
microorganismos relacionados pueden comprender el ADN gendmico que es al
menos alrededor de del 70% idéntico en su totalidad con el ADN gendmico del
Lawsonia intracellularis tal como se determina utilizando las técnicas estandares
de hibridacién y analisis del ADN gendmico.

Los términos “serogrupo” y “serovar’ refieren a una clasificacion de los
microorganismos que se basa en los datos de tipos seroldgicos, en particular los
datos obtenidos utilizando los ensayos de agiutinacion tales como la prueba de
aglutinacion microscopica (MAT). Aquellos expertos en el arte entenderan que los
antigenos de serovar 0 serogrupo son un mosaico sobre la superficie de Ia célula
Y, en consecuencia no habra una delimitacion estricta entre las bacterias que
pertenecen a un serovar y/o a un serogrupo. Mas aun, los organismos que
pertenecen a diferentes especies pueden clasificarse dentro del mismo serovar o
serogrupo ya que no son distinguibles mediante la determinacién antigénica.
Como se utiliza aqui, el término “serovar” significa uno o0 mas cepas de Lawsonia
que son antigénicamente idénticos con respecto a los determinantes antigénicos
producidos por uno 0 mas sitios. Cuantitativamente, los serovares pueden

diferenciarse uno de otro mediante las técnicas de absorcidn por aglutinacion
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cruzada. Como se utiliza aqui, el término “serogrupo” refiere a un grupo de
Lawsonia spp. Cuyos miembros se aglutinan en forma cruzada con los antigenocs
que comparten el grupo y no se aglutinan en forma cruzada con los miembros de
otros grupos y, en consecuencia, los miembros de un serogrupo tienen mas o
menos relaciones antigénicas cercanas con algun otro mediante aglutinacion
cruzada simple.

La presente invencion se extiende asi claramente a las composiciones para
vacunas para el tratamiento y/o profilaxis de animales, en particular, las
composiciones de vacunas para el tratamiento y/o profilaxis de las especies
porcina y/o avicolas, contra cualquier bacteria que pertenezca al mismo serovar o
serogrupo que la Lawsonia intracellularis. Preferentemente, tales organismos
expresaran un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacido de
al menos alrededor del 60% en su totalidad con respecto a la Secuencia ID N° 1.

La presente invencidn se extiende ademas a las composiciones de vacunas
capaces de proporcionar proteccion contra una “variante genética’ de Lawsonia
intracellularis, con el unico requerimiento de que dicha variante exprese un
polipéptido que tiene una identidad sobre toda de secuencia de aminoacido de al
menos alrededor del 60% con respecto a la Secuencia ID. N° 1 y/o comprenda al
menos alrededor de 5 residuos de aminoacidos contiguos derivados de la
Secuencia ID N° 1 o un homologo, analogo o derivado de ésta que reacciona en
forma cruzada con éste. Las variantes genéticas de L. Intracellularis pueden
desarrollarse por mutacidén, recombinacidn, conjugacién o transformacion de L.
Intracellularis o puede ocurrir naturalmente. Una persona experta en el arte
conocera como producir tales derivados.

En una realizacion particularmente preferida, la composicién para vacuna de

la invencién es para o adecuada para la profilaxis y/o el tratamiento de la infeccion
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en el animal porcino o ave y mas preferentemente, para la profilaxis y/o el
tratamiento de un animal porcino de la infeccidn por L. Intracellularis.

En una realizacion particularmente preferida, la composicién de vacuna de la
invencion es para o adecuada para la profilaxis y/o el tratamiento de la infeccidn
€n un porcino 0 un ave y mas preferentemente, para la profilaxis y/o el tratamiento
de un animal porcino de la infeccion por L. Intracellularis.

De acuerdo a esto, la presente invencién se extiende claramente al uso del
polipéptido inmunogénico de la invencién de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones precedentes o como se ejemplifica aqui en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de la PPE en animales,
particularmente cerdos o aves.

La invencidn también se refiere a un método de tratamiento y/o profilaxis de
la PPE en un animal tal como un cerdo o ave, dicho método comprende la
administracion de una composicién de vacuna o el polipeptido inmunogénico de la
invencion como se describe o ejemplifica aqui a dicho animal durante un tiempo y
bajos condiciones suficientes para que se produzca una respuesta de inmunidad.
Preferentemente, en el caso de la administracion de una composicién para
vacuna, la respuesta inmune al inmunogen es una respuesta inmune de
proteccion.

Aquellos expertos en el arte reconoceran la aplicabilidad general de la
invencion en la vacunacién de animales ademas de los porcinos y las aves contra
L. Intracellularis y/o microorganismos relacionados. En la aplicacion general de la
vacuna de la presente invencion, el unico pre-requisito es que el animal al que se
le confiere la proteccion pueda infectarse con Lawsonia intracellularis y/0 un
microorganismo relacionado a éste y que, en el caso de un microorganismo
relacionado a Lawsonia intracellularis, dicho microorganismo relacionado exprese

un epitope de célula B o célula T que reaccione en forma cruzada o se asemeje al
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polipéptido componente de la composicion de vacuna que aqui se describe. Los
animales que pueden protegerse con la vacuna de la presente invencidn incluyen,
pero no se limitan a, humanos, primates, animales de compafia (por ejemplo,
gastos, perros), animales de ganaderia (por ejemplo, cerdos, ovejas, ganado
vacuno, caballos, burros, cabras), animales de prueba de laboratorios (por
ejemplo, ratones, ratas, cerdos de guinea, conejos) y animales salvajes en
cautiverio (por ejemplo, canguros, zorros, ciervos). La presente invencion también
comprende a la vacunacion de pajaros tales como aves de corral, pajaros de
juego o enjaulados.

La presente invencion también se extiende a la combinacién de vacunas que
comprenden una cantidad efectiva de un cebador componente inmunogénico que
comprende el polipéptido de la presente invencidon combinado con una cantidad
efectiva de un segundo componente inmunogénico que comprende uno o mas de
otros antigenos capaces de proteger un animal porcino o ave, tanto contra
Lawsonia spp. como contra algun otro patégeno que infecte o cause la
enfermedad en dicho animal. En una realizacion preferida, el segundo
componente inmunogénico se selecciona de un grupo que consiste en la
autolisina L. Intracellularis, hemolisina, polipéptidos OmpH, y SodC y sus
homologos, analogos o derivados, en particular las variantes inmunogénicas o
derivados de éstos, y las moléculas de acido nucleico que codifican al mismo.

El polipéptido aislado o recombinante FIgE de la invencion o un homélogo,
analogo o derivado de éste, inmunolégicamente equivalente es también Util para
la preparacion de moléculas inmunolégicamente interactivas que son Utiles en el
diagndstico de la infeccion de un animal por Lawsonia spp., en particular por L.
Intracellularis, 0 un organismo relacionado a éste.

Como se utiliza aqui, el término “molécula inmunolégicamente interactiva”

incluye anticuerpos y derivados de anticuerpos y equivalentes funcionales, tales



como un Fab, o un SCAB (anticuerpo de cadena simple), cualquiera de los que
pueden opcionalmente estar conjugados con una enzima, un extremo radioactivo
o fluorescente, entre otros. El Unico requerimiento de dichas moléculas
inmunolégicamente interactivas es que sean capaces de enlazarse
especificamente al polipéptido inmunogénico de la presente invencién como se
describié mas arriba.

De acuerdo a esto, un aspecto adicional de la invencién se extiende a una
molécula inmunoldgicamente reactiva que es capaz de enlazarse a uno o mas de
los siguientes:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacido que tiene al menos alrededor del 60% del total de la secuencia
idéntica a la secuencia de aminoacido establecida paor el la Secuencia ID N° 1;

(ii) un péptido que comprende al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos
derivados de ia Secuencia ID N° 1; o

(iify un homologo, analogo o derivado de (i) o (ii) que se identifica con un
epitope de célula B o célula T de éstos.

En una realizacién preferida, 1a molécula inmunolégicamente interactiva es
un anticuerpo que se enlaza especificamente a un polipéptido que consiste en el
aminoacido de la Secuencia ID N° 1.

Se pueden utilizar los métodos convencionales para preparar las moléculas
inmunoldgicamente reactivas. Por ejemplo, mediante el uso de un polipéptido de
la presente invencion, se pueden obtener anticuerpos policlonales, antisueros o
monoclonales usando metodos estandares. Por ejemplo, un mamifero (por
ejemplo, un ratdén, un hamster o un conejo) puede ser inmunizado con una forma
inmunogeénica del polipéptido de fa presente invencidn que produce una respuesta
de anticuerpo en el mamifero. Las técnicas que confiere inmunogenicidad sobre

un polipéptido incluyen la conjugacién a portadores, u otras técnicas bien
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conocidas en el arte. Por ejemplo, el polipéptido puede administrarse en la
presencia de un adyuvante o puede ser adjuntado a una molécula de portador,
como se conoce en el arte, que mejora la inmunogenicidad del polipéptido. El
progreso de inmunizacion puede monitorearse mediante la deteccion de los titulos
del anticuerpo en plasma o suero. El ELISA estandar u otro inmunoensayo puede
usarse con el inmunogen como antigeno para determinar los niveles de los
anticuerpos. Siguiendo la inmunizacién, se puede obtener el antisuero y, por
ejemplo, las moléculas IgG correspondientes a los anticuerpos policlonales
pueden aislarse del antisuero.

Para producir los anticuerpos monoclonales, las células (linfocitos) que
producen anticuerpos pueden cosecharse de un animal inmunizado con un
péptido de la presente invencién y fusionarse con células de mieloma mediante
procedimientos estandares de fusion celular somatica inmortalizando, de esta
manera, estas células y produciendo células de hibridoma. Tales técnicas son
bien conocidas en el arte, por ejemplo, la técnica de hibridoma desarrollada
originalmente por Kohler y Milstein (1975), asi como otras técnicas tales como la
técnica de hibridoma de-la célula B humana (Kozbor et al, 1983), la técnica de
hibridoma de EBV para producir los anticuerpos monoclonales humanos (Cole et
al., 1985), y la seleccién de las bibliotecas combinatorias de anticuerpos (Huse et
al.,, 1989). Las células de hibridoma pueden aislarse y seleccionarse
inmunoguimicamente para la producciéon de anticuerpos que son especificamente
reactivos con el polipéptido y los anticuerpos monoclonales aislados de el.

Como con todas las composiciones inmunogénicas para producir
anticuerpos, las cantidades inmunogénicamente efectivas de los péptidos de la
invencién deben determinarse empiricamente. Los factores a considerarse
incluyen la inmunogenicidad del péptido nativo, sea 0 no que el péptido esté en un

complejo o enlazado covalentemente a un adyuvante o a una proteina portadora u
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a otro portador, la ruta de administracion para la composicién, es decir,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, etc., y el numero de dosis de
inmunizacién a administrarse. Tales factores son conocidos en el arte de las
vacunas y estd dentro de la destreza de los inmundlogos realizar tales
determinaciones sin la debida experimentacion.

El término “anticuerpo” como se utiliza aqui, intenta incluir los fragmentos de
éste que también reacciona especificamente con un péptido que se asemeja o
tiene una reaccion cruzada con un epitope de célula B o célula T del polipéptido
FIgE de Lawsonia intracellularis establecido en el Nr ID de SEC: 1. Los
anticuerpos pueden fragmentarse utilizando las técnicas convencionales y los
fragmentos se pueden seleccionar para la utilizacion en una manera similar a se
la descripta arriba para el anticuerpo completo. Por ejemplo, los fragmentos
F(ab’)2 pueden generarse mediante el tratamiento del anticuerpo con pepsina. El
fragmento resultante F(ab’)2 puede tratarse para reducir los puentes disulfuro
para producir los fragmentos Fab’.

Se encuentra dentro del aicance de esta invencion incluir cualquier
anticuerpo secundario (monoclonal, policlonal o fragmentos de anticuerpos},
incluyendo los anticuerpos anti-idiotipicos, dirigidos a los primeros anticuerpos
discutidos mas arriba. Ambos el primero y el segundo anticuerpo pueden usarse
en los ensayos de deteccion o un primer anticuerpo puede usarse con un
anticuerpo anti-inmunoglobulina disponible comercialmente. Un anticuerpo
considerado aqui incluye cualquier anticuerpo especifico a alguna region de un
péptido que se identifica, o tiene una reaccion cruzada con un epitope de célula B
o célula T del polipéptido FIQE de Lawsonia intracellularis determinada en el Nr {D
de SEC: 1, como se describié con anterioridad.

Los anticuerpos descritos aqui son utiles para la determinacion de los

epitopes de las células B o T de la secuencia de aminoacidos determinada en ei
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Nr ID de SEC: 1 tal como, por ejemplo, probando la capacidad de los péptidos
sintéticos para reaccionar en forma cruzada inmunolégicamente con dicha
secuencia de aminoacidos o para obtener la produccion de anticuerpos que
reaccionan en forma cruzada con dicha secuencia de aminoacidos. Utilizando los
métodos descritos aqui, los anticuerpos policlonales, los anticuerpos
monoclonales o anticuerpos monoclonales quiméricos pueden tambien
convertirse en los péptidos que se identifican o reaccionan en forma cruzada con
el epitope de la célula B o la célula T del polipéptido FIGE de Lawsonia
intracellularis determinado en el Nr ID de SEC: 1.

Mas particularmente, los anticuerpos policlonales, monoclonales o©
monoclonales quiméricos pueden usarse para detectar los peptidos de la
invencion y/o cualquier homélogo, analogo o derivados de éstos, en varios
materiales bioldgicos. Por ejemplo, pueden wusarse en un ELISA
radioinmunoensayo, o prueba histoquimica. En otras palabras, los anticuerpos
pueden usarse para probar el enlace a un polipéptido de la invenciéon o a un
homdlogo, analogo o derivado de éste en una muestra bioldgica o diagnosticar la
presencia de Lawsonia intracellularis-en ella.

De acuerdo a esto, un aspecto adicicnal de la invencidn provee un metodo
para el diagnéstico de la infeccidn de un animal por Lawsonia intracellularis o un
microorganismo relacionado a éste, dicho método comprende las etapas de
contactar una muestra biolégica derivada de dicho animal con una molécula
inmunolégicamente interactiva que es capaz de enlazar a un péptido, oligopéptido
o polipéptido que comprende la secuencia de aminodacidos determinada en el Nr
ID de SEC: 1 o un homdiogo, analogo o derivado de éstos, por un tiempo y bajo
las condiciones suficientes para que se forme un complejo antigeno : anticuerpo,
y detectar la formacién de dicho complejo. De acuerdo a esta realizacidén e la

presente invencién, la molécula inmunologicamente interactiva es
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preferentemente una molécula de anticuerpo preparada contra el polipéptido FIgE
de Lawsonia intracellularis determinado en el Nr ID de SEC: 1 o un analogo o
derivado de éste.

La muestra biologica es aquella que podria contener un polipéptido que tiene
una secuencia de aminodcidos determinada en el Nr ID de SEC: 1 o un
homdlogo, anadlogo o derivado de éste, en particular una muestra bioldgica
derivada de un huésped porcino o ave del Lawsonia intracellularis patégeno o una
microorganismo relacionado a él, y puede incluir cualquier muestra de tejido o
fluido apropiado del animal. Las muestras biologicas preferidas se derivan del
fleon, intestino ciego, intestino delgado, intestino grueso, todos los nodos séricos
o linfaticos de un animal huésped, cerdo 0 ave, que esta siendo investigado.
Alternativamente o adicionaimente la muestra bioldgica de prueba debe
comprender las heces o el escobillado rectal derivado del animal.

Para distinguir el L. Intracellularis de otros microorganismos residentes en los
intestinos u otro érgano de un animal, los anticuerpos no debieran preparase
contra los epitopes altamente conservados de FIgE tal como aquellas regiones de
una longitud de al menos 5 aminodcidos que estan conservados entre L.
Intracellularis y un microorganismo que esta presente en el intestino u otro 6rgano

de un animal, animal en el que se busca un diagnéstico como por ejemplo, E. coli.

4
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Los inmunoensayos convencionales pueden utilizarse para llevar a cabo esta.

realizacion de la invencion. Se pueden encontrar por referencia a las Patentes
Estadounidenses N° 4.016.043, 4.424279 y 4.018.653, un amplio rango de
técnicas de inmunoensayo disponibles. Esto, por supuesto, incluye tanto los
ensayos de sitio unico y de dos sitios como los ensayos “sandwich” de los tipos no
competitivos, asi como los ensayos de enlace competitivo tradicionales. Estos
ensayos incluyen también el enlace directo de un anticuerpo marcado a un

objetivo. Puede ser rapidamente aparente a un técnico experto como modificar u
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optimizar tales ensayos para llevar a cabo esta realizacidon de la presente
invencién, y todas tales modificaciones y optimizaciones estan comprendidas por
la presente invencidn.

En otra realizacién alternativa, la presente invencion contempla un método de
identificaciéon sea 0 no que el animal haya sufrido una infeccion pasada, o que
esté infectado actualmente con Lawsonia intracellularis 0 un microorganismo
relacionado a éste, dicho método comprende poner en contacto sangre o suero
derivado de dicho animal con el polipéptido inmunogénico de la invencion por un
tiempo y bajo condiciones suficientes para que se forme un complejo antigeno :
anticuerpo, y detectar la formacién de dicho complejo. Esta realizacion difiere de
la descripta mas arriba en que se basa en la deteccidn de anticuerpos circulantes
contra Lawsonia intracellularis u otro organismo relacionado en la sangre o suero
de los animales que esta presente como una consecuencia de una infeccidn
pasada o presente de este patdégeno. Sin embargo, sera aparente para aquellos
expertos en el arte que el principio de formato del ensayo es el mismo. Como con
las otras realizaciones de la invencion referidas mas arriba, se pueden usar los
inmunoensayos convencionales. Las personas expertas en el arte seran
rapidamente capaces de variar los formatos conocidos de los inmunoensayos
para llevar a cabo la presente realizacion. Esta realizacion de la invencion
también utiliza derivados de sangre y suero que comprenden moléculas
inmunoldgicamente interactivas tales como, por ejemplo, IgG parcialmente
purificada o fracciones de IgM y muestras de piel de bufalo, entre otras. La
preparacion de dichas fracciones seran también conocidas por aquellos expertos
en el arte.

Otro aspecto adicional de la presente invencidn provee una moiécula aislada

de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica, o es
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complementaria a una molécula de acido nucleico que codifica, un péptido,
oligopeptido o polipéptido seleccionado de los siguientes:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacido que tiene al menos alrededor del 60% del total de la secuencia
idéntica a la secuencia de aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1;

(ii) un péptido que comprende al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos
derivados del Nr iD de SEC: 1: o

(iii) un homélogo, analogo o derivado de (i) o (ii) que se identifica con un
epitope de célula B o célula T de Lawsonia spp.

En una realizacion preferida, la presente invencion provee una molécula de
acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifican, o es complementaria a una molécula de acido nucleico que codifica, un
inmunogen de polipéptido que comprende, se identifica o reacciona en forma
cruzada con un epitope de la célula B o célula T del polipéptido FIQE de Lawsonia
intracellularis determinado en el Nr ID de SEC: 1.

En una realizacion particularmente preferida, la presente invencidén provee
una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifican al polipéptido FigE de L. Infracellularis que tiene una
secuencia de aminoacidos determinada en el Nr ID de SEC: 1.

Esta dentro del alcance de la invencién comprender las formas poliméricas
del polipéptido inmunogénico descrito aqui, tal como agregados a la secuencia de
aminodacidos determinada en el Nr ID de SEC: 1 o un homdlogo, analogo o
derivado de éste. La presente invencion se extiende ademas a las moleculas de
acido nucleico que codifica dichas formas poliméricas.

Alternativamente o adicionalmente, la molécula de acido nucleico aislada de
la invencidn también comprende una secuencia de nucledtidos que es idéntica en

al menos alrededor del 60% sobre el total de la secuencia a la secuencia de
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nucledtidos determinada en el Nr ID de SEC: 2 o a una secuencia complementaria
de ésta. Mas preferentemente, el porcentaje de identidad de la secuencia con
respecto al Nr ID de SEC: 2 0 a una secuencia de nucledtidos complementaria de
ésta es al menos de alrededor del 80%. Aun mas preferentemente, el porcentaje
de identidad de la secuencia es al menos de alrededor del 90%. Y aun mas
preferentemente, el porcentaje de identidad de la secuencia es al menos de
alrededor del 95%.

En una realizacidon preferida, la molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos determinada en el Nr ID de SEC: 2, o en la secuencia
de nucledtidos que codifica el FIgE presente en pALK11 (ATCC 207156), o una
variante degenerada de éste y los complementos del mismo.

En la determinacion de cuando o no dos secuencias de nucledtidos caen
dentro de estos limites de porcentajes, aquellos expertos en el arte se daran
cuenta si es necesario llevar a cabo una comparacion lado a lado o un
alineamiento muitiple de las secuencias. En tales comparaciones o alineaciones,
las diferencias pueden aparecer en la posicion de residuos distintos, dependiendo
en el algoritmo utilizado para llevar a cabo el alineamiento. En el contexto
presente, la referencia a un porcentaje de identidad entre dos o mas secuencias
de nucledtidos serd tomada para referir al numero de residuos idénticos entre
dichas secuencias como se determina usando algun algoritmo estandar conocido
a aquellos expertos en el arte. Por ejemplo, las secuencias de nucleétidos pueden
alinearse y sus identidades calculadas utilizando el programa BESTFIT u otro
programa apropiado al Computer Genetics Group, Inc., University Research Park,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos de América (Devereaux et al, 1984).

Alternativamente o adicionalmente, la molécula de acido nucleico aislada de
la invencion es capaz de hibridarse bajo condiciones al menos poco severas y a la

secuencia de nucleoétidos determinada en el Nr ID de SEC: 2 o a una secuencia
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de nucledtidos complementaria a ésta o a un fragmento de acido nucleico que
comprende en longitud al menos alrededor de 20 nucleétidos contiguos derivados
de la secuencia determinada en el Nr ID de SEC: 2 o a una secuencia de
nucleodtidos complementaria a ésta.

Preferentemente, dicha molécula de acido nucleico es capaz de hibridarse
bajo condiciones al menos moderadas de rigurosidad, aun més preferentemente
bajo condiciones altamente rigurosas.

Con el propdsito de definir el nivel de rigurosidad, una rigurosidad baja se
define aqui como que es una hibridaciéon y/o un lavado llevado a cabo en una
solucién reguladora 6xSSC, 0,1% (p/v) SDS a 28°C. Una severidad o rigurosidad
moderada se define aqui como que es una hibridacidon y/o un lavado llevado a
cabo en una solucién reguladora 2xSSC, 0,1% (p/v) SDS a una temperatura en el
rango de los 45°C a 65°C. Una alta rigurosidad se define aqui como que es una
hibridacién y/o un lavado llevado a cabo en una solucion reguladora 0,1xSSC,
0,1% (p/v) SDS a una temperatura de la menos 6550.

Generalmente, la severidad se incrementa mediante la reduccion de la
concentracion de la solucion reguladora SSC, y/o aumentando la concentracion
de SDS y/o incrementando la temperatura de la hibridacion o el lavado. Aquellos
expertos en el arte notaran que las condiciones para la hibridacién o el lavado
pueden variar dependiendo sobre la naturaleza de la membrana de hibridacion o
el tipo de sonda de hibridacién usada. Las condiciones para las hibridaciones y
los lavados se entienden claramente por aquellos expertos en el arte. Con el
propésito de clarificar todos los parametros que afectan la hibridacion entre las
moléculas de acido nucleico, se encuentran las referencias en las paginas 2.10.8
a 2.10.16, de Ausubel et al (1987), el que se incorpora aqui como referencia.

La presente invencion comprende claramente las construcciones genéticas

que comprenden la molécula de acido nucleico objeto en un formato adecuado
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gue pueda ser expresado para la preparacion de un polipéptido recombinante
inmunogénico de la presente invencién, tal como para el uso en vacunas
recombinante monovalente o polivalente recombinante.

En tales casos, la molécula de acido nucleico se conectara operablemente a
una secuencia de promotor que pueda por lo tanto, regular la expresion de dicha
molécula de acido nucleico en una célula procaridtica o eucaridtica como se
describe mas arriba.

La construccién genética también comprende opcionalmente una secuencia
de terminador. El término “terminador” refiere a una secuencia de ADN en el final
de una unidad de transcripcion que sefala la finalizacion de la transcripcion. Un
“terminador” es una secuencia de nucledtidos, generalmente |localizada dentro de
la regidén no trasladada 3’ de un gen o un ARN-m, que comprende una sefnal de
poliadenilacion para facilitar el agregado post-transcripcional de una secuencia
poliadenilada en el extremo 3 de un transcripto de ARN-m primario. Las
secuencias de terminadores pueden aislarse de las secuencias genéticas de
bacterias, hongos, virus, animales y/o plantas. Los terminadores activos en las
células animales se conocen 'y describen en la literatura.

En una realizacion preferida, la construccion genética puede ser un vector de
clonacién o expresion, como se conoce en el arte, tal como un plasmido, un
cosmido o un fago, que comprende una molécula de acido nucleico de la presente
invencion, y las células huésped transformadas o transfectadas con éstos. En una
realizacion sin limite, el vector es el plasmido pALK11 (ATCC Acceso N° 207156).

Las construcciones genéticas de la presente invencion son particularmente
utiles para la producciéon de componentes inmunogénicos de la composicién de
vacuna que aqui se describe o para el uso en una vacuna de ADN.

Se pueden emplear un rango de ensayos geneticos de diagndstico para

detectar la infeccidn de un animai por Lawsonia intracellularis o wun
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microorganismo relacionado, utilizando la molécula de &cido nucleico aqui
descrita tal como, por ejemplo, los ensayos basados en la reaccidon en cadena de
la polimerasa (PCR) y la hibridacion de acido nucleico. Todos tales ensayos estan
contemplados en la presente invencion.

De acuerdo a esto, aun otro aspecto adicional de la invencidon provee un
método de diagnostico para la deteccion de Lawsonia intracellularis o un
microorganismo relacionado en una muestra bioldégica derivada de un animal
objeto, dicho método comprende las etapas de hibridar una o mas sondas o
cebadores derivados de la secuencia de nucledtidos divulgada en la Secuencia ID
N° 2 o una secuencia de nucledtidos complementaria a ésta o un homadlogo,
andlogo o derivado de la misma, a una molécula de ADN o ARN presente en
dicha muestra y luego detectar dicha hibridacién usando medios de deteccion.

Como se utiliza aqui, el término “sonda” se refiere a una molécula de acido
nucleico que se deriva de |la secuencia de nucledtidos determinada en el Nr ID de
SEC: 2 y que puede ser usada en la deteccion de éstos. Las sondas pueden
comprender ADN (de filamento tUnico o de doble filamento) o ARN (es decir,
ribosondas) o analogos de éstos.

El término “cebador” se refiere a una sonda como se definid mas arriba que
también puede ser usada para amplificar una secuencia de nucledtidos de
Lawsonia intracellularis 0 un microorganismo relacionado con el mismo en una
PCR.

Las sondas y cebadores preferidos incluyen fragmentos de la secuencia de
nucleétidos determinada en el Nr ID de SEC: 2 y las moléculas de ADN o ARN
sintéticos de filamento unico de al menos alrededor de 15 nucledtidos de longitud
derivados de la secuencia determinada en el Nr ID de SEC: 2 o una secuencia de

nucledtidos complementaria de ésta.
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Preferentemente, las sondas y los cebadores de acuerdo con esta realizacion
comprenderan al menos alrededor de 20 nucledtidos contiguos derivados del Nr
ID de SEC: 2 o una secuencia complementaria de ésta, aun mas preferentemente
al menos alrededor de 25 nucledtidos contiguos, aun mas preferentemente al
menos alrededor de 50 nucledtidos contiguos y aun mas preferentemente al
menos alrededor de 100 nucleétidos a alrededor de 500 nucledtidos derivados de
la secuencia determinada en el Nr ID de SEC: 2 o un complemento de ésta. Las
sondas y los cebadores que comprenden al Nr ID de SEC: 2 en toda su longitud o
una secuencia de nucledtidos complementaria a ésta estan tambien
comprendidos por la presente invencion.

Para el propodsito presente, “homologos” de una secuencia de nucleétidos
debera tomarse como referido a una molécula de acido nucleico aislada que
codifica un polipéptido que es funcionalmente equivalente a un polipéptido
codificado por la molécula de acido nucleico de la presente invencién o a un
polipéptido que es un homadlogo, analogo o derivado del Nr ID de SEC: 1, a pesar
de la ocurrencia dentro de dicha secuencia, de uno o mas sustituciones,
inserciones, eliminaciones, ¢ reacomodamientos de nucleétidos.

Los “anélogos” de una secuencia de nucleétidos divulgados aqui se deberan
tomar en referencia a una molécula de acido nucleico aislada que codifica un
polipéptido que es funcionalmente equivalente al polipéptido codificado por la
molécula de &cido nucleico de la presente invencion o a un homaélogo, analogo o
derivado de un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos del Nr ID de
SEC: 1, a pesar de la ocurrencia de cualquiera de los constituyentes que no son
nucledtidos normalmente ausentes en dicha molécula de acido nucleico aislada
tal como, por ejemplo, carbohidratos, radiogquimicos incluyendo radio nucleétidos,
moléculas reporteras tales como, pero sin limitarse a ellas, biotina, DIG, fosfatasa

alcalina o peroxidasa de rabano picante, entre otras.
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“Derivados” de una secuencia de nucledtidos revelados aqui se tomara
como referidos a cualquier molécula de acido nucleico aislada que contiene al
menos alrededor del 50% de la secuencia de nucledtidos idéntica en 15 o mas
nucleétidos contiguos presentes en la secuencia de nucleétidos determinada en el
Nr ID de SEC: 2 o una secuencia de nucledtidos complementaria a la misma.
Generalmente, la secuencia de nucleétidos de la presente invencion puede ser
sometida a mutagénesis para producir sustituciones, eliminaciones y/o
inserciones de nucledtidos simples o multiples. Los derivados de nucledtidos por
insercion de una secuencia de nucledtidos de la presente invencion incluyen las
fusiones terminales 5 y 3’ asi como las inserciones intra-secuencial de
nucleétidos o andlogos de nucleétidos simples o multiples. Las variantes de las
secuencias de nucledtidos por insercién son aquellas en las que uno o mas
nucledtidos o analogos de nuclebtidos se introducen dentro de un sitio
predeterminado en la secuencia de nucledtidos de dicha secuencia, sin embargo
es también posible la insercién al azar cuando se lleva a cabo la seleccion
apropiada del producto resultante. Las variantes de nucledtidos por eliminacién se
caracterizan por la remociéon de uno o mas nuclebtidos de la secuencia de
nucledtidos. Las variantes de nucleétidos por sustitucion son aquellas en las que
al menos un nucleétido en la secuencia se ha removido y un nucleétido o un
analogo de nucledtido diferente ha sido insertado en su lugar. En una realizacion
preferida, dichas sustituciones se seleccionan en base a la degeneracién del
coédigo genético, como se conoce en el arte, con la variante de sustitucidon
resultante que codifica la secuencia de aminoacidos del Nr ID de SEC: 1.

Las sondas y los cebadores pueden comprender residucs de inosina,
adenina, guanina, timidina, citidina o uracilo o analogos funcionales o derivados
de los mismos que son capaces de incorporarse dentro de una moiécula de

polinucledtido, con la condicidn de que la sonda o el cebador pueda hibridarse
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bajo condiciones de al menos baja rigurosidad al Nr ID de SEC: 2 0 a una
secuencia de nucleétidos complementaria a la misma, o que sea idéntica en al
menos alrededor del 60% al Nr ID de SEC: 2 0 a una secuencia de nucledtidos
complementaria a la misma.

La muestra bioldgica de acuerdo a este aspecto de la invencidn incluye
cualquier organo, tejido, célula o exudado que contiene o puede contener
Lawsonia intracellularis o un acido nucleico derivado de la misma. Una muestra
biolégica puede prepararse en una solucion apropiada tal como, por ejemplo una
solucién reguladora de extraccion o una solucidon reguladora de suspensién. La
presente invencion se extiende a la comprobacion de las soluciones biologicas asi
preparadas, con el solo requerimiento que dicha solucidn comprenda al menos
una muestra biolégica como se describe aqui.

El ensayo de diagnéstico de la presente invencion es util para detectar al
Lawsonia intracellularis o a un microorganismo que esté relacionado con él que
exprese la proteina de gancho flagelar de la presente invencién o un polipéptido
del tipo de la proteina de gancho flagelar.

La presente invencion claramente contempla los ensayos de diagndstico que
pueden detectar tanto genes especificos como especies especificas. De acuerdo
a lo antedicho, en una realizacion, la sonda o el cebador, 0 un homdlogo, analogo
o derivado de ellos, comprende ADN capaz de utilizarse para detectar Lawsonia
spp. multiple. En una realizacién alternativa, la sonda o el cebador o un homdlogo,
analogo o derivado de ellos comprende ADN capaz de utilizarse para distinguir
Lawsonia intracellularis de los microorganismos relacionados.

Las regiones mucho menos conservadas dentro del Nr ID de SEC: 2 son
particularmente utiles como sondas y/o cebadores especificos para especies para

la deteccion de L. Intracellularis y las especies muy cercanas relacionadas.
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Mas aun, los ensayos de diagnéstico descritos aqui pueden adaptarse a los
ensayos especificos de genes o especificos de especies mediante la variacion de
la rigurosidad de la etapa de hibridacion. De acuerdo a esto, una hibridacién de
baja rigurosidad puede utilizarse para detectar varias especies diferentes de
Lawsonia en una 0 mas muestras bioldgicas ensayadas, mientras que una
hibridacién de alta rigurosidad puede utilizarse para distinguir - Lawsonia
intracellularis de tales otras especies.

Los medios de deteccion de acuerdo a este aspecto de la invencion pueden
ser cualquier medio de deteccidn basado en un acido nucleico tal como, por
ejemplo, las técnicas de hibridacion de acido nucleico o el ensayo de hibridacion
de cromatografia en papel (PACHA), o una reaccion de amplificacion tal como
PCR, o un sistema de amplificacion bas‘ada en una secuencia de acido nucleico
(NASBA). La invencion también comprende el uso de diferentes formatos de
ensayos de dichos medios de deteccion basados en acidos nucleicos, incluyendo
el polimorfismo de restriccion de longitud de fragmentos (RFLP), el polimorfismo
amplificado de longitud de fragmentos (AFLP), polimorfismo de cadena de
filamento Unico (SSCP), deteccion por amplificacién y diferencia (AMD), reaccion
en cadena esparcida de polimerasa de secuencia repetitiva (IRS-PCR), reaccion
en cadena inversa de polimerasa (iPCR), reaccion en cadena de polimerasa in
situ y reaccion en cadena de polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), entre
otras.

Cuando el medio de deteccion es una técnica de hibridacion de &cido
nucleico, la sonda puede ser marcada con una molécula reportera capaz de
producir una sefial identificable (por ejemplo, un radioisétopo tal como %P 0 *S, o
una molécula bioestafada). De acuerdo a esta realizacion, aquellos expertos en
el arte notaran que la deteccion de dicha molécula reportera provee de la

identificacion de la sonda y que, siguiendo a la reaccidon de hibridacion, se facilita
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la deteccion de las correspondientes secuencias de nucledtidos en la muestra
biologica. Las sondas adicionales pueden usarse para confirmar los resultados del
ensayo obtenidos usando una sonda unica.

Una variacién de la técnica de hibridacion de acido nucleico contemplada por
la presente invencién es el ensayo de hibridacion de cromatografia sobre papel
(PACHA) descrito por Reinhartz et al, (1993) y sus equivalentes, donde una
molécula de acido nucleico objetivo se marca con una molécula reportera tal
como biotina, aplicada en un extremo de un fleje de un filtro de membrana de
nailon o nitrocelulosa y sometida a la cromatografia bajo la accion de capilaridad u
otras fuerzas (por ejemplo, un campo eléctrico) durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para promover la migracion de dicho &cido nucleico
objetivo a lo largo de la longitud de dicha membrana a una zona en la que la
sonda de ADN esta inmovilizada sobre ella tal como, por ejemplo, en la region
media. De acuerdo a este formato de deteccidn, el acido nucleicc objetivo
marcado que comprende las secuencias de nucledtidos de Lawsonia spp.
complementaria a la sonda se hibridara alli y se inmovilizara en esa region de la
membrana a ia que la sonda esta adosada. Las secuencias no complementarias a
la sonda difundiran mas alla del sitio en donde la sonda esta adosada. El acido
nucleico objetivo puede comprende un extracto crudo o parcialmente puro de
ADN o ARN o, alternativamente, un ADN ampilificado o purificado. Las variaciones
adicionales de estos medios de deteccion que utilizan las secuencia de
nucleotidos descritos aqui estan claramente incluidos en la presente invencion.

Cuando el medio de deteccion es un RFLP, el acido nucleico derivado de ia
muestra bioldgica, en particular ADN, se digiere con uno o mas enzimas
endonucleasas de restriccibn y el ADN digerido se somete a electroforesis,
transferido a un soporte solido, tal como, por ejemplo, una membrana de nailon o

nitrocelulosa, y se hibrida a una sonda marcada opcionalmente con una molécula
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reportera como se definié anteriormente. De acuerdo a esta realizacion, un patron
especifico de los fragmentos de ADN se despliega sobre el soporte, en el que
dicho patrén es preferentemente especifico para una Lawsonia spp. particular,

para permitir al usuario distinguir entre las diferentes especies de la bacteria.

-
Cuando el medio de deteccion es una reaccion de amplificacidn tal como, por

ejemplo, una reaccion en cadena de polimerasa o un sistema de amplificacidn
basado en la secuencia de acido nucleico (NASBA) o una variante de los mismos,
una o mas moléculas del cebador de &cido nucleico con una longitud de al menos
15 nucleétidos contiguos que se determina en el Nr ID de SEC: 2 o su secuencia
de nucléotidos complementaria, o un homologo, analogo o derivado de los
mismos, se hibrida al acido nucleico derivado de una muestra bioldgica, y las
copias de acido nucleico de las secuencias geneéticas que codifican FIgE en dicha
muestra, o una parte o un fragmento de éste, son amplificadas enziméaticamente.

Aquellos expertos en el arte notaran que debe haber un porcentaje
suficientemente elevado de identidad en la secuencia de nucledtidos entre los
cebadores y la secuencia de la molécula patron en la muestra bioldgica a la cual
- se hibridan (es decir, la “molécula patron™). Como se establecio previamente, las
condiciones de severidad pueden seleccionarse para promover la hibridacion.

Preferentemente, cada cebador es al menos alrededor del 85% idéntico a
una region del Nr ID de SEC: 2 o a la secuencia complementaria de su nucledtido
en la molécula patrén a la que se hibrida.

Los expertos en el arte notaran también que, de alguna manera, la PCR
provee en la hibridacién de los cebadores no complementarios a diferentes
filamentos es de la molécula patrén, que la ubicacion de los cebadores hibridados
facilite la sintesis 5 — 3’ del acido nucleico en la region interviniente, bajo el
control de una enzima termoestable de polimerasa de ADN. Como consecuencia

de esto, la PCR suministra una ventaja por encima de los otros medios de
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deteccion en tanto que la secuencia del nucleétido en la regién intermedia de los
cebadores hibridados puede ser desconocida y no estar relacionada con cualquier
secuencia de nucledtidos conocida.

En una realizaciéon alternativa, cuando el medio de deteccidon es AFLP, los
cebadores se seleccionan tal que, cuando el acido nucleico derivado de la
muestra biolégica, en particular ADN, se amplifica, se producen productos de
amplificacion de diferentes longitudes a partir de diferentes Lawsonia spp. Los
productos de amplificacién pueden someterse a electroforesis, transferirse a un
soporte soélido, como por ejemplo, una membrana de nailon o nitrocelulosa, e
hibridarse a una sonda opcionalmente marcada con una molécula reportera como
se describidé mas arriba. De acuerdo a esta realizacién, un patron especifico de
fragmentos de ADN amplificados se despliega en el soporte, siendo dicho patron
opcionalmente especifico para una Lawsonia ssp. particular, a fin de permitir al
usuario distinguir entre las diferentes especies de la bacteria de una forma muy
parecida a la del analisis RFLP.

La técnica de AMD facilita, no sélo la deteccidn del ADN de la Lawsonia spp-

“en una muestra bioldgica, sino que también la determinacion de las variantes de

‘secuencias de nucledtidos que difieren de los cebadores y sondas utilizadas en el

formato del ensayo. Cuando el medio de deteccion es AMD, la sonda se marca en
su finalizacion con una molécula reportera adecuada y se mezcla con un exceso
de la molécula patron amplificada. Las mezclas son subsecuentemente
desnaturalizadas y se las deja renaturalizarse para formar las “moléculas hibridas
sonda : patron” o los “hibridos” del &cido nucleico, de manera tal que cualquier
variacion en la secuencia de nucleétidos entre la sonda y la molécula patron a la
cual se hibrida rompera el apareamiento base en los hibridos. Estas regiones
desiguales son sensibles a modificaciones quimicas especificas utilizando

hidroxilamina (residuos desiguales de citosina) o tetréxido de osmio (residuos
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desiguales de timidina), permitiendo la subsiguiente segmentacidn del sitio
modificado utilizando piperidina. El acido nucleico segmentado puede analizarse
utilizando electroforesis de desnaturalizacion de gel de poliacrilamida, seguido por
hibridacién estandar del acido nucleico como se describid supra, para detectar las
secuencias dé nucledtidos derivados de Lawsonia. Los expertos en el arte estaran
enterados de los medios de marcacién en el extremo de una sonda genética de
acuerdo a la ejecucion de la invencion descrita en esta realizacion.

De acuerdo a esta realizacidon, el uso de una sonda simple marcada en el
extremo permite la localizacidén univoca de la variacion de la secuencia. La
distancia entre el (los) punto(s) de variacion de la secuencia y la marca en el
extremo se representa por el tamafo del producto de segmentacion.

En una realizacion alternativa de AMD, la sonda se marca en ambos
extremos con una molécula reportera, para facilitar el analisis simultaneo de
ambos filamentos del ADN.

Cuando el medio de deteccion es RT-PCR, la muestra de acido nucleico
comprende una molécula de ARN que es un producto de transcripcion del ADN
derivado de Lawsonia o un homélogo, analogo o derivado de éste. Como
consecuencia, este formato de ensayo es particularmente util cuando se desea
determinar la expresion en uno o mas genes de Lawsonia. De acuerdo con esta
realizacion, la muestra de ARN se transcribe en reversa para producir el ADN de
filamento simple complementario que es subsecuentemente amplificado utilizando
procedimientos estandares.

Las variaciones de las realizaciones descritas aqgui se describen en detalle en
McPherson et a/.(1991).

La presente invencion se extiende claramente al uso de cualquiera o todos

los medios de deteccidn referidos anteriormente con los propédsitos de diagnodstico
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de la infeccion por Lawsonia spp. y en particular por Lawsonia intracellularis en un
animal.

Los medios de deteccién de la reaccidon de amplificacion descritos
anteriormente pueden ser también acoplados a los medios de deteccion clasicos
de la reaccién de hibridacion para mejorar mas la sensibilidad y la especificidad
del método inventivo, tal como mediante la hibridacion de ADN ampilificado con
una sonda que es diferente de cualquiera de los cebadores usados en la reaccion
de amplificacion.

De modo similar, los medios de deteccidn de la reaccion de hibridacion
descritos mas arriba pueden ser también acoplados a una segunda etapa de
hibridacion empleando una sonda que es diferente de la sonda usada para la
primer reaccion de hibridacion.

Un aspecto adicional de la invencidén provee una sonda aistada o cebador
determinada en el Nr ID de SEC: 2 o una secuencia complementaria de
nucledtidos de ésta.

La presente invencién no se extiende a los polipéptidos inmunogénicos que
comprende exclusivamente a la region terminal C del polipéptido Figk como se
describe en la Solicitud de Patente Internacional N° PCT/AU96/00767 o las
secuencias de nucledtidos que lo codifica 0 las composiciones de vacuna de éste.

La presente invencidn se describe adicionaimente mediante los siguientes

ejemplos no limitativos.

EJEMPLO 1

FUENTES DE TEJIDO DE CERDO
Intestinos de Cerdo Infectados
Las secciones de ileon excesivamente engrosado se tomaron de cerdos
natural o experimentalmente afectados por PPE. La presencia de la bacteria L.

intracellularis en el ileon se confirmé usando el manchado inmunfluorescente con
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anticuerpos monoclonales especificos (McOrist et al, 1987). Un ejemplo de
anticuerpo apropiado es el anticuerpo monoclonal 1G4 disponible de Ia

Universidad de Edimburgo, Reino Unido.

EJEMPLO 2

AISLAMIENTO DE LA BACTERIA LAWSONIA INTRACELLULARIS DE
ILEON DE CERDO INFECTADO

Se extrajo la bacteria Lawsonia Intracellularis directamente a partir de las
lesiones de PPE en cerdos mediante filtracién y purificacion posterior sobre un
gradiente Percoll (Pharmacia, Uppsala, Sweden) como sigue. Se recolectd el
ileon infectado de los cerdos y se confirmd la presencia de L. intracellularis
histologicamente antes del almacenamiento a —80°C. Las secciones del ileon
fueron disueltas y aproximadamente 8 g de mucosa infectada se removieron
raspando de la pared intestinal. La mucosa se homogeneizd con 40 ml de
solucion salina reguladora estéril de fosfato (PBS) a velocidad media durante 10
segundos usando un mezclador Sorvall. Se centrifugd la suspension a 2000 xg
durante 4 minutos. Se descartd el sobrenadante y los pellets de las céluias se
resuspendieron en 40 ml de PBS y se volvieron a centrifugar. Este paso de lavado
se repitio 2 veces. El pellet de células se resuspendieron luego en 20 mol de PBS
y se homogeneizé a velocidad piena durante un minuto para liberar la bacteria L.
intracellularis.

Este material homogeneizado se centrifugé a 1000 xg durante 4 minutos
obteniendo un pellet que contiene una mezcla cruda de células epiteliales
homogeneizadas y la bacteria intestinal. El sobrenadante se filtro utilizando filtros
con tamafno de poro de 3 um, 1,2 um y 0,8 um (Millipore Corporation, MA, USA).
El filtrado se centrifugd a 8000 xg durante 30 minutos, dando como resultado un
pequefno pellet de la bacteria L. intracellularis. La bacteria L. intracellularis fue

luego purificada adicionalmente utilizando un gradiente Percoll autoformante de
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45% como sigue: 2 mis de la preparacion de la bacteria se mezcld por inversion
dentro de 30 mis de un gradiente Percoll autoformante de 45% (Pharmacia LKB,
Uppsala, Sweden) (45% v/v de Percoll, 150 mM de NaCl). Los gradientes se
centrifugaron en una centrifuga Sorvall utilizando un rotor SS34 a 20.000 r.p.m.
durante 30 minutos a 4°C. Usualmente se forma un numero de bandas dentro del
gradiente. La banda (usualmente localizada aproximadamente a 10- 20 mm de la
base del tubo) que contiene la bacteria L. infracellularis se recolectd y el volumen
se llevé a 16 mis en PBS. La solucion se centrifugd luego durante 15 minutos a
8000 r.p.m. El pellet resultante se lavd con PBS antes de ser resuspendido a un

volumen final de aproximadamente un mililitro.

EJEMPLO 3

PURIFICACION DEL ADN GENOMICO DE LA LAWSONIA
INTRACELLULARIS

E! ADN genémico se extrajo de la bacteria Lawsonia intracellularis purificada
por el gradiente Percoll recuperada por el rascado del ileon de cerdo infectado
(Ejemplo 2) mediante los métodos descritos por Anderson ef al (1984) vy
Sambrook et al (1989).

Resumidamente, las células de L. intracellularis se transformaron en pellets
mediante centrifugaciéon a 14.000 xg a 4°C durante 15 min. Las celulas se
resuspendieron en 10 ml de solucion reguladora TE (1 mM Tris-HCI, 0,1 mM de
EDTA, pH 8,00) y se centrifugd como anteriormente. El pellet fue luego
resuspendido en 4 ml de solucion reguladora TE que contiene 4 mg/ml de
lisozima (Sigma Chemical Co.) y se incubd a 37 °C durante 20 min. Se agregaron
SDS vy la proteinasa K (Promega, WI, USA) a concentraciones finales de 1% (p/v)
y 200 pg/ml, respectivamente, y se continué la incubacién a 45°C durante 4 horas.
El lisado se extrajo luego con un volumen igual de fenol, fenol: cloroformo (1:1) y

cloroformo, respectivamente, y los acidos nucleicos se recuperaron del
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sobrenadante mediante precipitacién con etanol. El pellet se disolvié suavemente
en TE, se traté con RnaseA (Promega, WI. USA) a 37°C durante 30 min y luego
se digirié con proteinasa K en presencia de 0,5% (p/v) de SDS durante 1 hora a
50°C. Luego se realizo otro tratamiento con fenol: cloroformo (1;1) y precipitacion

con etanol, el ADN purificado se disolvié en TE. El ADN se almacend luego a 4°C.

EJEMPLO 4

INMUNOSELECCION DE UNA BIBLIOTECA DE L. INTRACELLULARIS
UTILIZANDO SUERO EXPERIMENTAL DE CERDOS VACUNADQOS
El ADN genémico del Ejemplo 3 fue parcialmente digerido con la
endonucleasa de restriccion Sau3A (Promega) y ligado dentro de Lambda ZAP
Express (Stratagene, CA, USA). Se hizo una placa con la biblioteca lambda sobre
un area de células de E. Coli XLI-Blue a una densidad de 1.000 unidades de
formacion de fagos (pfu) por 150 mm de placa de agar de caldo de cultivo L. La
biblioteca se escaned utilizando el método descrito en el Manual Técnico de
Protoblot (Promega, WI, USA). Se bloquearon los filtros con solucién reguladora
de bloqueo (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM de NaCl, 0,05% Tween 20, 5%
Blotto), previo a la seleccidn con suero de los cerdos Y12 y/o 395. Los cerdos Y12
y 395 habian sido inmunizados con L. intracellularis muertos con formalina y L.
intracellularis muertos por calor, respectivamente, como se describe en la
Solicitud de Patente Internacional N° PCT/AU96/00767. Las placas positivas que
fueron identificadas en la seleccién primaria, se recolectaron, se volvieron a
colocar en placas a una densidad menor y se volvieron a seleccionar con cada
uno o ambos de los sueros hasta que se aislé una placa individual. E| ADN del
plasmido del clon del fago de lambda positivo se aisld por escision in vivo, como
lo recomienda el fabricante (Stratagene, CA, USA). Se identificé de esta forma un

clon que contiene un gen fIgE parcial de L. intracellularis.
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EJEMPLO 5

ANALISIS DE LA L. INTRACELLULARIS QUE EXPRESA LOS CLONES DE
FAGOS

Ei ADN del fagémido de los clones de AZAP positivo que expresa al fago fue
aislado mediante la escision in vivo, en las condiciones recomendadas por el
fabricante (Stratagene).

El ADN del plasmido para el analisis de la restriccion se extrajo mediante lisis
alcalina, como se describe en Sambrook et a/ (1989), y por secuencias
automatizadas, utilizando el Equipo de Plasmido de Alta Pureza, como lo
recomienda el fabricante (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania).

La secuencia de nucleétidos (1005 bp) de la regién & del gen flgE de la
Lawsonia intraceilularis se obtuvo del clon aislado que se describe en el Ejemplo
4. La porcidn remanente del gen figE se amplificd utilizando el Sistema Vectorette
como lo describid el fabricante (Genosys Biotechnologies Inc., TX, USA).

Resumidamente, el Sistema Vectorette permite la amplificacion de
fragmentos de ADN especificos 'cuando solo se conoce la secuencia de un
cebador. Hay tres etapas basicas como sigue:

(i) la digestién del ADN objetivo (en este caso el ADN gendmico de Ia
Lawsonia intracellularis).

(i) el enlace de oligonucledtidos sintéticos al ADN digerido; y

(iii) la amplificacion de la secuencia de nuclebtidos del flgE remanente
utilizando un primer cebador especifico para la secuencia 5’ conocida del figE y el
segundo cebador dirigido hacia el enlace del oligonucledtido sintético.

Se obtuvo luego la secuencia de nucledtidos del producto amplificado que
contiene el gen flgE. La realizacion de la secuencia del ADN del ADN ampilificado
y las inserciones de los clones aislados se llevd a cabo por el método Tintura-

terminador de secuenciacién automatizada (ABl Biosystems, CA, USA). La
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secuencia de nucleédtidos de la region codificadora completa del gen flgE se

determina en el Nr ID de SEC: 2.

EJEMPLO 6
IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE LA L. INTRACELLULARIS

La similitud de secuencia de las moléculas de ADN que codifican los
candidatos putativos de vacuna identificados en los Ejemplos 4 y 5, se identifica
usando los algoritmos BLAST (Gish y States, 1993). La secuencia de nucleétidos
Secuencia ID N° 2 y su correspondiente secuencia de aminoacidos deducida
(Secuencia ID N° 1) tienen una similitud de secuencia a los polipéptidos de
gancho flagelar derivados de otros microorganismos patogenos (Figura 1). Las
regiones unicas del polipéptido flgE de la Lawsonia intracellularis son aparentes a
partir de una comparacion de la secuencia de aminoacidos de este polipéptido a

aquellos de los otros microorganismos (Figura 1).

EJEMPLO 7

Expresion y purificacion del FIgE recombinante en Escherichia coli

El gen FIgE fue amplificado a partir del ADN cromosomico de L. intraceliularis
usando los siguientes cebadores:
Cebador FlaF: 5- GCGAATTCCATATGATGGGGAGTTTGTTTATTGNTGCC -3’
(NrID de SEC: 5); y
Cebador FIgE3": 5- GCTCTAGAGACTAGTCATATAACGCTTTAGTTCAAGTGC -
3’ (Nr ID de SEC: 6).

El fragmento resultante de PCR de 1,5 kb fue clonado dentro del vector
pGEMT-TA (Promega). El fragmento de ADN que contiene FIgE fue aislado de
esta construccion luego de la digestion completa con Xbal y digestion parcial con

Ndel. La banda resultante fue purificada con gel y clonada direccionalmente,
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como un fragmento Ndel-Xbal, dentro de un vector de expresion inducible por
calor lambda-PL.

El vector recombinante se introdujo dentro de las células de E. Coli que
fueron mantenidas a 30°C. La induccién por calor de la expresién de FIgE ocurrio
cambiando la temperatura de incubacion a 42°C.

Las células humedas de E. Coli que expresan el FIgE recombinante se
sometieron a lisis mediante la homogeneizacién a 10.000 psi (2 pasadas), y el
material particulado que comprende la proteina recombinante FIgE, se recolecto
por centrifugacidn. El material en pellets se lavdé con solucién reguladora 2 x
RIPA/TET [2 x RIPA es Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl 0,3 M, deoxicolato de sodio al
2,0%, y 2% (vlv) de Igepal CA-630™ (Sigma); TET es Tris 0,1 M (pH 8,0), 50 mM
EDTA, y 2% (v/v) Triton X-100] en una relacién 5.4 (p/v). El pellet lavado se
solubilizd luego en Urea 8M, Tris 50 mM, pH 8,0 y se centrifugd (40.000 xg; 40
min).

La proteina solubilizada se aplicé en una columna Q-Sepharose FF utilizando
Urea 4M, Tris 50 mM, pH 7,0 como solucién reguladora, y se eluyd usando un
gradiente de sal. La proteina deseada eluyé de esta columna en NaCl al 10-15%
en concentracion. Las fracciones de elucion en lotes se dializaron en etapas
usando una membrana de 10kDa de peso molecular de corte contra Urea 2M, Tris
50 mM (pH 7,2), y luego se dializé en etapas a Tris 50 mM, pH 7.0. El producto
final se filtré a través de una membrana de 0,22 uM. La concentracidon de proteina
de la solucion filtrada fue 0,85 mg/ml, con una pureza estimada de mas de

alrededor de! 80% como se determiné usando SDS/PAGE.

EJEMPLO 8

PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA EL DEPOSITO -
AMPLIFICACION DEL fige
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El ADN patron se purifico del ADN aislado de la mucosa intestinal del cerdo
infectado aislada del ileon de cerdos infectados con L. intracellularis. La
purificacion del ADN de la mucosa intestinal se llevd a cabo de acuerdo al método
de Nollau et al. (1996). Debido a la presencia de polisacaridos contaminantes y
otros materiales, el contenido de ADN de las muestras no fue cuantificado y las
muestras fueron usadas empiricamente en las amplificaciones de PCR.

Las amplificaciones de PCR consistieron en 1 ul de mucosa intestinal de
cerdob 1 uM de <cada wuno de los siguientes (RA170: &
CTATTTTTAGGAGATGTTATC 3’; Nr ID de SEC: 3) y los cebadores de reversa
(RA171: 5 TACAAAATTAACAATAAAATAC 3'; Nr ID de SEC: 4), 7,5 unidades de
polimerasa KlenTagl (Ab Peptides, Inc., St. Louis, Missouri), 0,075 unidades de
polimerasa Pfu (Stratagene Cloning System, La Jolla, California), 1 x PC2
(KlenTaql) solucidn reguladora y 0,2 mM dNTPs en un volumen de 50 ul. La PCR
fue llevada a cabo en 4 etapas: (i) 94°C durante 5 min; (i) 94°C durante 1 min,
58°C durante 30 segundos, 72C durante 2 min, x 33 ciclos; (iii) 72°C durante 10
min, (iv) mantener a 4°C.

El fragmento de- PCR que codifica el gen- flgE- de L.. intracellularis se
subcloné dentro de pCR2.1-TOPO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) y se designé
como pALK11 (ATCC Acceso N° 207156).

DEPOSITOS DE MICROORGANISMOS

El plasmido pALK11 fue depositado con la Coleccién de Cultivo Tipo
Americana (ATCC) en 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110, USA el
11 de Marzo de 1999 y se le asigné le numero de Acceso de ATCC 207156.
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descripto y determinado la naturaleza de la
presente invencién y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se
declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un polipéptido inmunogénico aislado o recombinante que comprende,
imita o tiene una reacciéon cruzada con un epitope de céluia B o de célula T de un
polipéptido Lawsonia spp. FIgE.

2. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion 1
capaz de provocar la produccién de anticuerpos contra Lawsonia spp cuando se
administra a un animal, cerdo o ave.

3. E! polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion 1
capaz de conferir una respuesta inumunolégica protectora contra Lawsonia spp
cuando se administra al animal, ave o cerdo.

4. EL polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion
2 donde Lawsonia spp es L. intracellularis.

5. El polipéptido inmunogeénico aislado o recombinante de ia Reivindicacion 3
donde Lawsonia spp es L. intraceflularis.

6. Un polipéptido aislado o recombinante seleccionado de lo siguiente:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacido que tiene al menos alrededor del 60 % de identidad de secuencia total
con respecto a la secuencia determinada en el Nr ID de SEC: 1;

(il) un homologo, analogo o derivado de (i) que imita a un epitope de célula B
o de célula T de un polipéptido Lawsonia spp. FIGE.

7. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion &
capaz de generar la produccion de anticuerpos contra Lawsonia spp en un animal,

cerdo o ave.
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8. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion 7
capaz de conferir una respuesta inmunoldgica protectora contra Lawsonia spp en
un animal, cerdo o ave.

9. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion
8, capaz de inducir la inmunidad humoral contra Lawsonia spp en un animal,
cerdo o ave.

10. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion
9, capaz de inducir la inmunidad humoral contra Lawsonia spp en un animal
porcino.

11. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion
8 donde la Lawsonia spp es L. intracellularis.

12. El polipéptido aislado o recombinante de la Reivindicacion 10 donde
Lawsonia spp es L. intracelullaris.

13. E! polipéptido aislado o recombinante de la Reivindicaciébn 6 que
comprende la secuencia de aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1 o |la
secuencia de aminoacido codificada por la secuencia de nucledtido que codifica
FIgE de pALK11 (ATCC 207156) y es capaz de generar la produccién de
anticuerpos contra Lawsonia intracellularis cuando se administra a un animal,
cerdo o ave.

14. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion
13 que esta formado esencialmente por la secuencia de aminoacido del Nr 1D de
SEC: 1 o la secuencia de aminoacido codificada por la secuencia que codifica
FIgE de pALK11 (ATCC 2071586).

15. El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacion
13 0 14 capaz de inducir una respuesta inmunologica protectora contra Lawsonia

intracellularis en un animal, cerdo o ave.
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16. El polipeptido inmunogénico aislado o recombinante de la Reivindicacién
15 capaz de inducir una respuesta inmunoldgica protectora contra Lawsonia
intracellularis en un cerdo.

17. Una composicion para vacuna para la profilaxis o tratamiento de la
infeccion de un animal por Lawsonia spp., dicha composicion para vacuna
comprende un componente inmunogénico que comprende un polipéptido aislado
o recombinante que tiene al menos alrededor del 60 % de identidad de secuencia
total con respecto a la secuencia de aminoacido determinada en el Nr ID de SEC:
1 o su homologo, analogo o derivado inmunogénico que tiene reaccion
inmunoldgicamente cruzada con Lawsonia intraceilularis; y uno o mas portadores,
diluyentes o adyuvantes adecuados para el uso veterinario o farmacéutico.

18. La composicion para vacuna de acuerdo con la Reivindicacion 17 donde
Lawsonia spp es L. intracellularis.

19. La composicion para vacuna de acuerdo con la reivindicacién 18 donde
el componente inmunogénico comprende un polipéptido aislado o recombinante
que comprende la secuencia de aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1 o
la secuencia de aminoacido codificada por la secuencia de nucledtido que codifica
FIgE de pALK11 (ATCC 207156).

20. La composicion para vacuna de la Reivindicacion 19 donde el
componente inmunogénico esta formado esencialmente por la secuencia de
aminoacido del Nr ID de SEC: 1.

21. Una composicion para vacuna combinada para la profilaxis o el
tratamiento de la infeccidon de un animal por Lawsonia spp., dicha composicién
para vacuna comprende:

(i) un primer componente inmunogénico que comprende un polipéptido
aislado o recombinante que tiene al menos alrededor de un 60 % de identidad de

secuencia total con respecto a la secuencia de aminoacido determinada en el Nr
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ID de SEC: 1 o su homélogo, andlogo o derivado que tiene una reaccion
inmunolégicamente cruzada con Lawsonia intracellularis;

(i) un segundo componente inmunogénico que comprende un péptido,
polipéptido o proteina de L. intracellularis antigénica; y

(iii) uno 0 mas portadores, diluyentes, o adyuvantes adecuados para el uso
veterinario o farmacéutico.

22. Un vector para vacuna que comprende, en una forma que se puede
expresar, una molécula de acido nucleico que tien una secuencia de nucledtido
que codifica al polipéptido aislado o recombinante inmunogénico que comprende
a la secuencia de aminoacido determinada en el Nr ID de SEC: 1de manera tal
que dicho polipéptido inmunogénico se puede expresar en un nivel suficiente
como para conferir inmunidad contra Lawsonia spp., cuando se administra a un
animal, cerdo o ave.

23. El vector para vacuna de la Reivindicacion 22 donde el polipéptido
inmunogénico se expresa usando los siguientes pasos:

(i) colocar una molécuia de acido nucleico aislada que comprende a la
secuencia de nucleotido determinada en el Nr ID de SEC: 1 o su variante
degenerada, un homologo, analogo o derivado que tiene al menos alrededor del
60 % de identidad de secuencia, en asociacidon operativa con uné- secuencia
promotora;

(ii) introducir la molécula de acido nucleico aislada y la secuencia promotora
del paso (a) dentro del vector para vacuna; y

(iii) incubar, hacer desarrollar o propagar el vector para vacuna durante un
tiempo y bajo condiciones suficientes para que ocurra la expresion del polipéptido
inmunogénico codificado por dicha molécula de acido nucleico.

24. El vector para vacuna de la Reivindicacion 23 donde Lawsonia spp., €s

L. intracellularis.
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25. Una molécula de anticuerpo policlonal o monoclonal que es capaz de
enlazarse especificamente a un polipéptido FIgE o un derivado de un polipéptido
FIgE que deriva de Lawsonia spp., y tiene al menos un 60 % de identidad de
secuencia total con respecto a la secuencia de aminoacido determinada en el Nr
ID de SEC: 1.

26. La molécula del anticuerpo de la Reivindicacion 25 donde el polipéptido
FIgE o su derivado comprende a las secuencias de aminoacido determinadas en
el Nr ID de SEC: 1.

27. Un método para diagnosticar la infeccidn de un animal, cerdo o ave, por
Lawsonia intracellularis o un microorganismo que tenga una reaccion
inmunoldgicamente cruzada, dicho método comprende los pasos de hacer
contactar una muestra biolégica derivada de dicho animal con la molécula del
anticuerpo de la Reivindicacion 25 durante un tiempo y bajo condiciones
suficientes como para que se forme el complejo antigeno : anticuerpo, y luego
detectar dicha formacidén del complejo.

28. El método de la Reivindicacion 27 donde la muestra biologica comprende
suero entero, nodos linfaticos, ileo, intestino ciego, intestino delgado, intestino
grueso, heces o escobillado rectal derivado de un animal porcino.

29. Un método para identificar si un animal, cerdo o ave, ha sufrido de una
infeccion anterior, o estd infectado con Lawsonia intracellularis o un
microorganismo que tiene reaccion inmunolégicamente cruzada, dicho método
comprende hacer contactar la sangre o suero de dicho animal con el polipéptido
inmunogénico de la Reivindicacion 1 durante un tiempo y bajo condiciones
suficientes para que se forme el complejo antigeno : anticuerpo , y luego detectar
dicha formacion del complejo.

30. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia

de nucledtidos que codifica o es complementaria con una molécula de acido
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nucleico que codifica, a un péptido, oligopéptido o polipéptido seleccionado del
grupo formado por:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacido que tiene al menos alrededor del 60 % de identidad de secuencia‘total
con respecto a la secuencia determinada en el Nr ID de SEC: 1,

(i) un homologo, analogo o derivado de (i) que imita a un epitope de célula B
o de célula T de un polipéptido Lawsonia spp. FIgE.

31. La molécula de acido nucleico aislada de la Reivindicacion 30, donde el
péptido, oligopéptido o polipéptido comprende una secuencia de aminoacido
determinada en el Nr ID de SEC: 1 o Ia secuencia de aminoacido codificada por
la secuencia de nucledtido que codifica FIgE de pALK11 (ATCC 207156) o su
epitope de célula B o de célulaT.

32. La molécula de &cido nucleico aislada de la Reivindicacidn 31 que
comprende a la secuencia de nucleétido determinada en el Nr ID de SEC: 2 o una
secuencia de nucledtido complementéria O su variante degenerada.

33. La molécula de acido nucleico aislado de la Reivindicaciéon 32 formada
esencialmente por la secuencia de nucleétido del Nr ID de SEC: 2 o su variante
degenerada.

34. Un método para detectar Lawsonia intracellularis 0 microorganismo
relacionado en una muestra bioldgica derivada de un sujeto animal, cerdo o ave,
- dicho método comprende los pasos de hibridar una o0 mas sondas o cebadores

derivados de la secuencia de nucledtido determinada en el Nr ID de SEC. 2 o un

nucledtido complementario a dicha muestra y luego detectar dicha hibridacion

usando un medio de deteccion.
35. El método de la Reivindicacion 34 donde la muestra bioldgica comprende

suero entero, nodos linfaticos, ileon, intestino ciego, intestino delgado, intestino

grueso, heces o escobillado rectal derivado de un animal porcino.
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36. El método de la Reivindicacion 34 donde el medio de deteccion
comprende a cualquier acido nucleico basado en la reaccién de hibridacion o
amplificacion.

37. Una sonda o cebador que tiene al menos alrededor de 15 nucledtidos
contiguos en longitud derivado del Nr ID de SEC: 2 o una secuencia de nucledtido

complementaria.
38. Un plasmido designado pALK11 (Nr de Acceso ATCC 207156).

39. Una vacuna combinada de acuerdo con la Reivindicacion 21 donde el
segundo componente inmunogénico que comprende un péptido, polipéptido o

proteina antigénica L. intracellularis seleccionada del grupo formado por OmpH,

SodC, hemolisina y autolisina.

p. AGRICULTURE VICTORIA SERVICES PTY LTD AND PIG RESEARCH AND DEVELOPMENT

CORPORATION AND PFIZER PRODUCTS INC.
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RESUMEN

La presente invencidn se refiere en general a las composiciones terapéuticas
para el tratamiento y/o profilaxis de las enfermedades intestinales en animales y
pajaros provocada o exacerbada por Lawsonia intracellularis o similar, o
microorganismo relacionado. En particular, la presente invencion provee un gen
nuevo derivado de Lawsonia intracellularis que codifica al péptido, polipéptido o
proteina FIgE que es particularmente Util como un antigeno en la preparacion de
una vacuna para conferir inmunidad humoral contra Lawsonia intracellularis y
patégenos relacionados en huéspedes animales. La presente invencion también
esta dirigida a los métodos para el tratamiento y/o profilaxis de estas condiciones
de las enfermedades intestinales y a los agentes para el diagnostico y
procedimientos para detectar Lawsonia intracellufaris o similar o microorganismos

relacionados.
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PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 2000-34576

SI{ ] NO[X] NO APLICABLE [ ] Presento los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

Sif 1

Q. APLICABLE[ ] Acreditdé, en forma correcta, la
e ntacion de la persona juridica solicitante
Decision 344, literal g) del art. 4 del Decreto

0 ] Present6, en forma correcta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacién establecida
(art. 13-f de la Decision 344 y el Resolucién 002 del 2000).

MPORANEAMENTE [ ] Reivindicé prioridad, dentro del

de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Paris.

LICABLE [ 1 Presentd copia, certificada su

Administracion que recibid la solicitud de la
idad, al momento de radicar la solicitud

APLICABLE [ ] Present6 [a traduccién del capitulo
dic: ono de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
= de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999

UISITOS JURIDICOS

ES indicados en la Decision

BLICAR el extracto comespondiente.

OR JURIDICO.

d
430
2000-L5-16

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decisién
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencién:

D
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Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344 se determind que esta
solicitud de Patente de Invencion:

SId No O Contiene la identificacién correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SIN NOOd Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).

SIM NOQ Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta

- (Art.13-e).

SId No U Contiene el titulo o nombre de la invencion en forma correcta (Art.13-b).

SI& NO Contiene la descripcién clara y completa de la invencién (Art.13-c).

SI @ No Q4 Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
117 del 94).

SI§) NoQ Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

N | Nox&i Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccién mediante la patente (Art.13-d).

SI & NOo4 Contiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

SIA NOK . Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del

' articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

ST Q NOQ Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

si®.NoQ Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA
CONCEPTO TECNICO: 1474
EXPEDIENTE: 00034576
IPC: CO7K 14/195, C12N 15/31, A61K 39/02

Realizado el Primer Examen de Forma se hace la siguiénte observacion:

1. En general las relvmdlcacaones no son claras puesto que ellas se refieren a dos objetos de
ipéptido recombinante, por consiguiente se requiere que
cada una de ellas se refiera Gnicamente a un objeto

observa que la reivindicacion 1 no es clara debido
J ~ do puesto que con la informacion suministrada no es
e establecer cual es exactamente el polipéptido que se desea proteger. Ademas, el

polipéptido que imita el epitope de otro es diferente al polipéptido que reacciona con el epitope y
no es claro, posiblemente se frata de una mala fraduccion, como un polipéptido de Lawsonia spp.
epitope de células B y T de Lawsonia. Para superar las imprecisiones de esta

a pues ella trata de dos objetos de invencion definidos cada uno de
irvase fraccaonar esta rervmdncacnon en dos donde cada una de ellas

de invencion y hacer que las
6 23 sean modificadas para que
acion modificada.

a3, llas no define de manera precisa el objeto
al d) del articulo 13 de la Decision 344 de la
se indica que: ‘Las solicitudes para obtener patentes
te la oficina nacional competente y deberan contener: Una o

qui prec:sen la matenia para la cual se solicifa la proteccién mediante la
patente”. Es un hecho que un antigeno, en este caso un polipéptido determinado, puede unirse o
enlazarse especificamente a mas de un anficuerpo, por consiguiente, decir que el anticuerpo que
se desea proteger es aquel que se une de manera especifica a la proteina... no es suficiente
informacion para establecer de manera precisa cual es el objeto para el que el solicitante desea
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proteccién. Siendo que un anticuerpo es una proteina, se requiere que para lograr establecer de
forma exacta cual es el objeto de la invencion que dicho anticuerpo sea definido en funcién de la
secuencia de aminoacidos que constituyen dicha proteina o del nimero de depdsito mediante el
cual se puede acceder a dicho anticuerpo, de lo confrario se requiere que se eliminen las

reivindicaciones que hagan mencion del anticuerpo pues sin los datos mencionados ellas no
precisan el objeto de ia invencion.

Santa Fe de Bogota,
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e el articulo 22 de la Decisién 344 de la
e al solicitante para que dentro del plazo
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NUEVAS GREACIONES,
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