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La presente invencidn se refiere en general @ composiciones terapéuticas para el fratamiento y/o profilaxis
de condicionesde enfermedad intestinal en animales y pdjaros causados o exacerbadas por Lawsonia
infracellularis o similar, u ofros microorganismos relacionados. En particular, la presente invencién suministra
un gen nuevo derivado de Lawsonia infracellularis que codifica un péptido, polipéptido o proteina SodC
inmunogénico que es parficularmente Uil como un antigeno en una preparacion para vacuna para
conferir inmunidad humoral confra Lawsonia infraceliularis y patdégenos relacionados con huéspedes
animales. La presente invencidn también estd orientada a métodos para el tratamiento y/o profilaxis de
dichas condiciones de enfermedad intestinal y a agentes de diagnéstico y procedimientos para
detectar Lawsonia intracellularis o similar; u ofros microorganismos relacionados.
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NUEVO GEN LAWSONIA SPP. Y SUS USOS V

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a composiciones terapéuticas para el
tratamiento y/o profilaxis de condiciones de enfermedad intestinal en animales y
aves causadas o exacerbadas por Lawsonia intracellularis o similar u otro
microorganismo relacionado. En particular, la presente invencion suministra un
gen novedoso derivado de Lawsonia intracellularis que codifica un péptido,
polipéptido o proteina inmunoldgicos. El polipéptido que se describe aqui,
mencionado como SodC, o un péptido homdlogo, analogo o derivado del mismo
es particularmente Utii como un antigeno en la preparacién de la vacuna para
otorgar inmunidad humoral contra Lawsonia intracellularis y patbgenos
relacionados en anfitriones animales huéspedes. La presente invencidn también
esta dirigida a métodos para el tratamiento y/o la profilaxis de las mencionadas
condiciones de ehfermedad intestinal y agentes y procedimientos de diagndstico
para detectar Lawsonia intracellularis o similar, u otros microorganismos

relacionados.

GENERAL

Los detalles bibliogréficos de las publicaciones mencionadas en forma
numeérica en esta memoria descriptiva se agrupan en el final de la memoria
descriptiva. Todas las patentes, solicitudes de patente, y publicaciones que se
mencionan aqui se incorporan en su totalidad a modo de referencia.

La referencia de aqui en adelante a “Lawsonia intracellularis” o su
abreviatura “L. infracellularis” incluye todos los microorganismos similares a o
relacionados de otro modo a este microorganismo, segun se describe en Stills

(1991) o Jones et al (1997) o Lawson et al. (1993) o McOrist et al. (1995).



Segun se la utiliza aqui, la palabra “SodC”, o el término “gen SodC’, se
utilizara como referencia al gen que codifica el polipéptido SodC de la presente
invencion.

Segun se lo utiliza aqui, el término “que deriva de” se tomara para indicar
que un producto especifico, en particular una macromolécula como un péptido,
polipéptido, proteina, gen o molécula de acido nucleico, molécula de anticuerpo,
fraccién de lg, u otra macromolécula, o una muestra bioldgica q'ue comprende
dicha macromolécula, puede ser obtenida de una fuente, organismo, tejido,
organo o célula particular, aungue no necesariamente en forma directa de esa
fuente, organismo, tejido, érgano o célula.

En el transcurso de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto lo
requiera de otro modo, la palabra “comprende”, ¢ variaciones como “‘que
comprende”, se entendera como la inclusidn de un paso o elemento, o entero o
grupo de pasos o elementos o enteros detallados pero no la exclusién de ningun
paso 0 elemento o entero o grupo de elementos o enteros.

Aquellos gue tienen experiencia en €l arte apreciaran que la invencion que
se describe aqui es susceptible de variaciones y modificaciones diferentes a las
que se describen especificamente. También se comprenderd que la invencion
incluye todas esas variaciones y modificaciones. La invencion también incluye
todos los pasos, caracteristicas, composiciones y compuestos mencionados o
indicados en esta memoria descriptiva, en forma individual o colectiva, vy
cualquiera y todas esas combinaciones y dos mas de los mencionados pasos,
caracteristicas, composiciones y compuestos.

La presente invencidon no tiene que ser limitada en su alcance por las
realizaciones especificas que se describen aqui, que son solamente para

propositos de ejemplificacion.  Los productos, composiciones y métodos



funcionalmente equivalentes se encuentran claramente dentro del alcance de la

invencidn, del modo que se describe aqui.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El sector productor de carne de ia industrial agricola depende de la salud
de su ganado y existe una necesidad de mantener ganado libre de enfermedades
para el consumo humano. La industria estad sujeta a una rapida depresion en
respuesta a las condiciones de enfermedades que afectan en forma adversa al
ganado y la calidad de los productos de carne derivados de ellos, incluyendo
aquellas enfermedades que pueden ser transmitidas potencialmente a los
humanos. Es importante, por lo tanto, tener tratamientos muy definidos y
procedimientos profilacticos y de diagnostico disponibles para tratar las
infecciones o infecciones potenciales en los animales de ganado y fos humanos.

Los productos de carne derivados de las especies porcinas y aves son
productos significativamente comerciales en la industria agricola. En particular,
los porcinos son un componente importante de la industria de la carne. Sin
embargo, los porcinos son sensibles a un amplio espectro de enfermedades
intestinales mencionadas en forma colectiva como enteropatia proliferativa
porcina (PPE). Estas enfermedades han sido conocidas con anterioridad como
complejo de adenomatosis intestinal (Barker y van Drumel, 1985), adenomatosis
intestinal porcina (PIA), enteritis necrética (Rowland y Lawson, 1976), enteropatia
hemorragica proliferativa (Love y Love, 1977), ileitis regional (Jonsson y
Martinsson, 1976), sindrome del intestino hemorragico (O’Neil, 1970), enteritis
proliferativa porcina y Campylobacter spp - enteritis inducida (Straw, 1990).

Existen dos formas principales de PPE: una forma no hemorragica
representada por la adenomatosis intestinal que provoca con frecuencia retardo

del crecimiento y diarrea leve; y una forma hemorragica, que es con frecuencia



fatal, representada por una enteropatia hemorragica proliferativa (PHE) en la cual
el lumen del intestino delgado distal ée llena con sangre. El PPE ha sido
informado en un numero de especies animales incluyendo los cerdos (McOrist et
al. 1993), hamsters (Stills, 1991), hurones (Fox et al, 1989), conejillos de indias
(Elwell et al. 1981), conejos (Schodeb y Fox, 1390) como también en especies
avicolas (Mason et al, 1998).

El organismo que causa PPE es un organismo similar al Campylobacter
mencionado aqui como “Lawsonia infracellularis” (McOrist et al, 1995). EI
organismo también ha sido mencionado con anterioridad como /leal symbiont
intracellularis (Stills, 1991). Las enfermedades similares a PPE en los cerdos
también pueden ser causadas por otros patégenos como las numerosas especies
de Campylobacter (Gebhart et al, 1983).

Lawsonia intraceliufaris es una bacteria intracelular, posiblemente
infracelular obligada,. Puede ser cuitivada solamente in vitro con células de
cultivo de tejidos (Jones et al., 1997; Lawson et al., 1993, McOrist et al., 1995;
Solicitud de Patente Internacional No. PCT/US96/09576). L. intracellularis esta
ubicado en el citoplasma de las células vellosas y las células cripticas intestinales
de los animales infectados. Los cerdos que sufren de PPE estan caracterizados
por irregularidades en las células vellosas y la estructura criptica intestinal con
displasia de las células epiteliales, donde las formas de abscesos cripticos como
las criptas intestinales y vellosas se ramifican y se llenan con células
inflamatorias.

La PPE es un componente de costos significativo asociado con la industria
porcina, especialmente en lo que se refiere a pérdidas de ganado, costos de
medicacién, indices reducidos de crecimiento de los cerdos y costos
incrementados de alimentacion. La PPE también contribuye a aumentar los

costos indirectos en, por ejemplo, los costos de trabajo adicional y costos



ambientales en el tratamiento de la contaminaciéon con residuo antibidtico, y en las
medidas de control para prevenir que el organismo pase o se transporte a otros
animales o humanos.

Las estrategias de control actuales de PPE yacen en el uso de
antibacterianos. Sin embargo, dicha estrategia se considera solamente como a
corto o mediano plazo, especialmente dado que las presiones reguladoras
gubernamentales tienden a desalentar las practicas de granjeria animal que
incluyen el uso de antibidticos profilacticos. Existe una necesidad, por lo tanto, de
desarrollar alternativas efectivas, seguras, y de costo reducido para el uso de
antibiéticos y, en particular, de desarrollar preparaciones de vacuna capaces de
otorgar inmunidad protectora contra la infeccidn con Lawsonia intracellularis en
animales de ganado.

Las preparaciones de vacuna mas efectivas estan generalmente formadas
por un componente altamente antigénico, como un péptido, polipéptido, proteina u
otra macromolécula que deriva del organismo patogénico contra el cual se dirige
la vacuna, donde dicho componente antigénico produce pocas contraindicaciones,
0 ninguna, cuando se administra a un animal huésped susceptible, y produce
poca reactividad antigénica, o ninguna, con los organismos deseables, como ios
organismos no patogénicos que son una parte de la flora normal del tracto
intestinal u otros tejidos de dicho animal huésped. En resumen, una preparacion
de vacuna efectiva debe ser inmunogénica, especifica y segura.

De acuerdo con lo expuesto, hay una necesidad de identificar los
7 antigenoes altamente inmunogénicos producidos por la bacteria Lawsonia
intracellularis.

La Solicitud de Patente Internacional No. PCT/AU96/00767 describe varias
secuencias geneticas parciales de L. intracellularis, y los polipéptidos parciaies

codificados por ellas. Sin embargo, existe la n2cesidad de ademas identificar los



inmunogenes de polipéptidos producidos por la L-intracellularis bacteriana y los

péptidos inmunoldgicos derivados de ellos, incluyendo aquellos inmunogenes que

son especificos del gen o de la especie, para usar en las composiciones de

vacuna mejoradas. La presente invencidén suministra dichos inmunogenes.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un aspecto de la presente invencion se dirige a un polipéptido

inmunogénico aislado o recombinante que comprende imitaciones o reacciones

con un epitope de célula B o célula T del polipéptido SodC derivado de Lawsonia

spp. Preferiblemente, el polipéptido inmunogénico aislado o recombinante se

selecciona del grupo que consiste en los siguientes:

(i)

(i)

(iii)

(iV,

un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia |
de aminoacido que tiene por lo menos aproximadamente un 70% de
identidad general de secuencia con fa secuencia de aminoacido que
se establece en la SEC ID NO: 1;

un péptido, oligopéeptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacido que tiene por lo menos aproximadamente 50% de
identidad de secuencia residuos de aminoacido de hasta
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 42 de la SEC ID NO: 1;
un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende por o menos
aproximadamente 5 aminoacidos contiguos de la secuencia de

aminoacido definida por los residuos de 1 hasta aproximadamente

42 dela SECIDNO: 1;: 0

un homodlogo, analogo o derivado de (i), (ii) o (iii), que imita un

epitope de célula B o céelula T de Lawsonia spp.

En una realizacion preferida, el polipéptido comprende o consiste

esencialmente en la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 1.
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Un aspecto adicional de la presente invencién suministra una composicion
de vacuna para la profilaxis o el tratamiento de infeccidn en un animal, como un
cerdo o un péjaro, por L. intracellularis o un microorganismo similar o relacionado
de algun modo, dicha composicién de vacuna comprende una cantidad
inmunologicamente efectiva de un componente inmunogénico que comprende un
polipéptido aistado o recombinante que tiene por o menos aproximadamente un
70% de identidad general de secuencia con la secuencia de aminoacido de la
SEC ID NO: 1, o por lo menos aproximadamente 50% de la identidad general de
secuencia con los residuos de aminoacido de 1 hasta aproximadamente 42 de la
SEC ID NO: 1, o que comprende por lo menos 5 aminoacidos contiguos derivados
de la SEC ID NO: 1 o un homdlogo, analogo o derivado inmunogénico de ellos
que es reactivo inmunoidgicamente con Lawsonia intracellufaris; y uno 0 mas
portadores, diluventes y/o adyuvantes apropiados para uso veterinario o
farmacéutico.

En una realizacién preferida, el polipeptido de la composicion de vacuna
comprende o consiste esencialmente en la secuencia de aminoacido de SEC ID
NO: 1 o aproximadamente 1 hasta 41 aminoacidos de elia.

Un aspecto adicional de la invencion se extiende a una molécula
inmunoldgicamente reactiva, como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, que
es capaz de unirse al polipéptido inmunogénico de la invencion.

Un aspecto adicional de la invencion suministra un método para
diagnosticar una infeccidbn de Lawsonia intracellularis o un microorganismo
relacionado en un animal, dicho método comprende los pasos de contactar una
muestra biolégica derivada de un.amnimal }conv una molécula inmunoldgicamente
reactiva de la presente invencién durante un tiempo y bajo condiciones suficientes
para formar un complejo, como un complejo antigeno:anticuerpo, y luego detectar

la formacion de dicho complejo.



Un aspecto adicional de la presente invencidn contempla un método de
determinar si un animal ha sufrido 0 no de una infeccion anterior, 0 si se
encuentra actualmente infectado, por Lawsonia intracellularis 0o un
microorganismo relacionado, dicho método comprende contactar una muestra de
tejido o fluido, como la sangre o el suero derivado de dicho animal, con el
polipéptido inmunogénico de la invencién durante un tiempo y bajo condiciones
suficientes para formar un complejo, como el complejo antigeno:anticuerpo, y
luego detectar la formacién de dicho complejo.

Un aspecto adicional de la presenie invencion suministra una molécula
aislada de &acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica, o es complementaria a una molécula de acido nucleico que cadifica, un
péptido, oligopéptido o polipéptido seleccionado de los siguientes:

()] un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoéacido que tiene por lo menos aproximadamente un 70% de
identidad general de secuencia con la secuencia de aminoacido que
se establece enla SEC ID NO: 1;

(i)  un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacido que tiene por lo menos aproximadamente 50% de
identidad de secuencia residuos de aminoacido de hasta
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 42 de ia SEC ID NO: 1;

(ili)  un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende por lo menos
aproximadamente 5 aminoécidos contiguos de la secuencia de
aminoacido definida por los residuos de 1 hasta apr_oximadamente
42 delaSEC IDNO: 1; 0

(iv)  un homélogo, analogo o derivado de (i) o (i), que imita un epitope de

celula B o célula T de Lawscnia spp.
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En una realizacion preferida, la molécula aislada de &cido nucleico
comprende la secuencia de nucledtido de SEC ID NO: 2, o por lo menos una
porcién de la SEC ID NO: 2 que codifica los residuos de aminoacido de 1 a 42 de
la SEC ID NO: 1, o una variante degenerada de ella, o tiene por lo menos
aproximadamente un 50% de identidad de secuencia con toda o una parte de ella.

Aun otro aspecto adicional de la invencién suministra un meétodo de
diagnéstico para detectar Lawsonia intracelularis © un microorganismo
relacionado en una muestra bicldgica derivada de un sujeto animal, dicho método
comprende los pasos de hibridar una o mas sondas o cebadores de polinucledtido
u oligonucledtido derivadas de la secuencia de nucleétido de la SEC ID NO: 2 o
una secuencia de nuclettido complementaria de ella o un homélogo, analogo o
derivado de ella, con dicha muestra y luego detectar dicha hibridacion usando un
medio de detecciéon. El medic de deteccidn de acuerdo con este aspecto de la
invencion es cualquier reaccion de amplificacidon o hibridacién basada en acido
nucleico.

Un aspecto adicional de la invencion suministra una sonda o cebador
aislado derivado de la SEC ID NO: 2 o una secuencia complementaria de

nucledtodo de ella.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DiBUJOS.

La Figura 1 es una representacion esquematica de una alineacién de
secuencia de aminoacido deducida de varios polipéptidos bacterianos de
dimutasa de superéxido [Cu,Zn] (SOD). Las secuencias de aminoacido de SodC
de Lawsonia intraceflularis (L.int), Escherichia coli (E. coli) Salmonella
typhimurium (S. Typhi), Photobacterium leiognathi (P.leio), Haemophilus
parainfluenzae  (H.para), Brucella abortus (B. abo), Actinobacillus

pleuropnemoniae (A. pleu) y Legionella pneumophila (L.pneu) se muestran



alineadas entre si. Los especios han sido introducidos para optomizar la
alineacion. Las posiciones que contienen aminoacido idéntico con respecto a la
secuencia de SodC de L. intracellularis estan sombreadas. Los residuos idénticos
en todas las secuencias aparecen en negrita. Las secuencias de péptido
dominantes se muestran en |av parte superior de la Figura en el primer grupo. El
punto de separacion del péptido dominante del polipéptido SodC-[Cu,Zn] para L.
intracellularis esta propuesto entre Ala26 y Cys27. Los aminoacidos que estan
reconocidos como criticos para la funcion de SOD bovina (no se muestra) estan
marcados con un asterisco. La secuencia SodC de L. intracelluiaris (SEC ID NO:
1) fue deducida por la translacion de la secuencia de nucleétido del gen SodC

obtenido del clon p98LIS0.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

En el trabajo que condujo a la presente invencion, los inventores buscaron
identificar las proteinas inmunoldgicas de Lawsonia intracellularis para usarlas en
vacunas para la profilaxis y el tratamiento de PPE en animales, incluyendo cerdos
y pajaros.

De acuerdo con esto, un aspecto de la presente invencidn esta dirigido a
un polipéptido inmunolégico recombinante o aislado que comprende, imita o
reacciona con un epitope de célula B o de célula T del polipéptido SodC 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 de unidn con el anticuerpo (epitopes de célula
B) incluyen epitopes lineales, como también conformacionales (van Regenmortel,
1992). Los epitopes de célula B son predominantemente conformacionales. En
contraste, las células T reconocen las secuencias de epitope predominantemente

lineales en combinacion con las moléculas de MHC de clase Il.
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Una identificacion precisa y una seleccion cuidadosa de epitopes de
Lawsonia spp. facilita el desarrollo de reactivos diagnésticos y composiciones de
vacuna para el tratamiento o profilaxis efectivos de las infecciones de Lawsonia.
La identificacién y caracterizacién del epitope (es decir, la determinacidén del peso
molecular, la secuencia de aminoacido, y la estructura de epitpoes de Lawsonia
spp.) pueden ser formadas previamente por medio del uso de técnicas
reconocidas en el arte. Para la deteccién de epitopes conformacionales, la
degradacion y la desnaturalizaciéon de la molécula del epitope deben ser evitadas
con el fin de conservar la estructura tridimensional, porque la reaccion del
antigeno-anticuerpo sera disminuida si la estructura secundaria del epitope es
alterada en forma significativa. En la practica, la caracterizacion y aislamiento de
los epitopes lineales no conformacionales es facil, porque cualquier region
inmunoreactiva esta contenida dentro de un soio fragmento de péptido o una sola
secuencia de aminodcido que es capaz de ser purificada bajo un rango de
condiciones.

Tanto los epitopes conformacionales como no conformacionales pueden
ser identificados en virtud de su capacidad de unir cantidades detectables de
anticuerpos (como IgM o I1gG) a partir del suero de animales inmunizados contra o
infectados con Lawsonia spp. y, en particular L. intracellularis, 0 un polipéptido
aislado derivado de ellos, o en forma alternativa, en virtud de su capacidad de unir
cantidades detectables de anticuerpos en una fraccién de |g purificada derivada
de dicho suero. Los anticuerpos pueden ser derivados de o estar contenidos
dentro de grupos de suero policlonal, o pueden ser anticuerpos monoclonales. Se
pueden emplear fragmentos de anticuerpo o anticuerpos recombinantes, como
aquellos expresados sobre la superficie de un bacteriofago o particula de virus,

como en una libreria de muestras de fagos.
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La determinacidon de los epitopes de células T se realiza por medio del
analisis de la habilidad de los péptidos del epitope para inducir la proliferacion de
linfocitos sanguineos periféricos o clones de células T. La identificacion de los
epitopes de céluias T se logra usando una variedad de métodos como los que se
conocen en el arte, incluyendo el uso de proteina antigénica completa y
fragmentada, nativa o recombinante, como también el método mas comunmente
empleado de “péptido superpuesto”. En el ultimo método, los péptidos
superpuestos gue abarcan la totalidad de la secuencia de un polipéptido derivado
de Lawsonia spp. se sintetizan y se prueba su capacidad de estimilar las
respuestas citotdxicas o proliferativas de las células T in vitro.

La determinacion de la estructura de los epitopes tanto conformacionales
no fineales y no conformacionales lineales puede ser realizada por medio de la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) y el analisis
cristalogréfico de rayos X. La determinacion de los epitopes utilizando técnicas
de rayos X requiere que el complejo proteina-anticuerpo sea cristalizado, mientras
que la MNR permite el analisis del complejo en estado liquido. La MNR mide ia
cantidad de aminodacidos como también la cercania de protones de diferentes
residuos de aminoacido, donde el efecto alternativo de dos protones a lo largo de
la cadena principal de carbono es caracteristico de un epitope en particular.

Un método exitoso para reconocer los epitopes no conformacionales
lineales es el manchado inmunoldgico y en particular, el manchado Occidental.
Los péptidos pueden ser generados a partir de un polipeptidos de Lawsonia spp.
completo por medio de la digestion con proteasas de un sitio especifico, como la
tripsina o quimotropsina, y los péptidos generados por ellos pueden ser
serparados utilizando procedimientos estandar de electroforesis y cromatografia.
Por ejemplo, después de [a electroforesis de acuerdo con el peso molecular

utilizando SDS/PAGE (electroforesis de SDS/gel de poliacrilamida) y/o de acuerdo

12



con el punto isoeléctrico usando IEF (foco isoeléctrico) o en forma alternativa, por
medio de electroforesis de dos dimensiones, los péptidos pueden ser transferidos
a membranas de nitrocelulosa o nylon inmovilizante e incubados con suero
levantado contra los polipéptidos intactos. Los péptidos que comprenden
regiones inmunologicas (es decir, epitopes de célula B o célula T) son unidos por
los anticuerpos en el suéro y los anticuerpos unidos pueden ser detectados
usando anticuerpos secundarios, como los anticuerpos anti-igG, que han sido
etiquetados en forma radioactiva o enzimatica. Los epitopes pueden entonces ser
caracterizadcs por la purificacidon basada en su tamario, carga o la habilidad de
unirse especificamente a los anticuerpos contra el polipéptido intacto, usando una
0 mas técnicas, como la cromatografia de exclusion de tamafio, la cromatografia
de intercambio de iones, la cromatografia por afinidad o ELISA entre otros. Luego
de la purificacion del epitope, solamente la banda o mancha debe ser detectable
con electroforesis de gel. La terminal N o secuenciamiento total del péptido
ofrece la posibilidad de comparar el péptido con las proteinas conocidas en las
bases de datos.

Actualmente se han inventoado muchos algoritmos manejados por
computadora para buscar los epitopes de la célula T en las proteinas (Margalit et
al, 1987; Vajda y C. Delisi, 1990; Altuvia et al., 1995; Parker et al 1994; De Groot
et al, 1995; Gabriel et al, 1995; Meister et al., 1995). Estos algoritmos investigan
la secuencia de aminoacido de una proteina determinada en busca de
caracteristicas que se consideran comunes a los péptidos inmunogénicos,
regiones de ubicacién que son propensas a inducir una respuesta inmune celular
in vitro. Los algoritmos manejados por computadora pueden identificar regiones
de un polipéptido de Lawsonia spp. que contienen epitopes y son menos variables

entre los aislados diferentes. Alternativamente, los algoritmos manejados por
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computadora pueden identificar rapidamente las regiones de las proteinas mas
variables del aislado que deben ser incluidas en una vacuna multivalente.

El algoritmo AMPHI (Margalit et al., 1987), que se basa en la periodicidad
de los epitopes de las céiulas T, ha sido utilizado ampliamente para la prediccion
de los sitios antigénicos de la célula T a partir solamente de la informacion de la
secuencia. Esencialmente, el AMPHI describe un modelo estructural comun de
motivos de union de MHC, dado que los motivos de unidon de MHC (es decir,
modelos de aminoacidos que son comunes para la mayoria de los péeptidos que
se unen a una molécula especifica de MHC) muestran la misma periodicidad que
una hélix alfa. La identificacién de los epitopes de las células T por medio de la
ubicaciéon de fos motivos de union de MHC en una secuencia de aminoacido
suministra un medio efectivo para identificar los epitopes inmunogénicos en los
ensayas de diagnastico.

El algoritmo EpiMer (Meister et al., 1995; Gabriel et al., 1995; DeGroot et
al., 1995) ubica los motivos de unién de MHC agrupados en las secuencias de
aminoacido de proteinas, basado en la correlacion entre las regiones de motivo
denso de unién de MHC y los péptidos que pueden tener la capacidad de unirse a
una variedad de moléculas de MHC (ligantes promiscuos o multi-determinantes) y
para estimular una respuesta inmune también en estos varios contextos de MHC
(epitopes promiscuos o multi-determinantes). El algoritmo EpiMer usa una libreria
de motivos de unién de MHC para muitiples alelos de HLA de clase | y clase I
para predecir los sitios antigénicos dentro de una proteina que tienen el potencial
de inducir una respuesta inmune en sujetos con una variedad de antecedentes
genéticos. EpiMer ubica relaciones para cada motivo de unién de MHC dentro de
la secuencia primaria de un antigeno de proteina determinado. La densidad
relativa de estas relaciones de motivo se determina junto con el antigeno, dando

como resultado la generacidn de un histograma de densidad de motivo.
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Finalmente, el algoritmo identifica las regiones de proteina en este histograma con
una densidad de relaciéon de motivo superior a un valor de densidad limite definido
por el algoritmo, y produce una lista de subsecuencias que representan estas
regiones agrupadas, ricas en motivo. Es mas probable que las regiones
seleccionadas por EpiMer actien como peptidos de unidn multi-determinante que
los péptidos alegidos en forma aleatoria del mismo antigeno, debido a su
concentracion de relaciones de motivo que unen el MHC. La seleccion de
regiones que son de unién a un MHC de motivo denso aumenta la probabilidad de
que el péptido pronosticado contenga un motivo “valido”, y ademas, que la
reiteracion de motivos idénticos pueda contribuir a la unién del péeptido.

Los algoritmos adicionales basados en el motivo de unién de MHC han sido
descriptos por Parker et al (1994) y Altuvia et al (1995). En estos algoritmos, la
unién a una molécula determinada e MHC esta pronosticada por una funcion
lineal de los residuos en cada posicidn, basados en parametros definidos en
forma empirica, y en el caso del algoritmo de Altuvia et al. (1995), también se
pueden tomar en consideracion estructuras cristalograficas conocidas.

Los metodos recombinantes ofrecen la oportunidad de obtener epitopes
muy caracterizados de pureza elevada para la produccidn de reactivos
diagndsticos y formulaciones de vacuna especificas de epitope (Mohapatra et al.,
1995). Sobre la base de una secuencia de aminoacido de un epitope lineal y la
identificacion de la correspondiente secuencia de nucledtido que la codifica, la
reaccion de la cadena de polimerasa (PCR) puede ser realizada para ampliar la
region de codificacion del epitope a partir del cADN. Luego de la clonacién y la
expresion en un sistema vector/huésped apropiado, se puede extraer una gran
cantidad de epitopes de pureza elevada. De acuerdo con lo expuesto, |la presente
invencion claramente se extiende tanto a los polipéptidos no recombinantes

aislados y a los polipéptidos recombinantes en una forma impura y aislada.
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El término polipéptido, segun se lo utiliza aqui, se tomara como referencia a
cualquier polimero que consiste en aminodcidos unidos por medio de uniones
covalentes e incluye dentro de su alcance las proteinas de longitud completa y
partes o fragmentos de ellas como, por ejemplo, oligopéptidos y secuencias
cortas de péptidos que consisten en por lo menos aproximadamente 5 residuos
de aminodcido, preferiblemente por lo menos aproximadamente 10 residuos de
aminoacido, mas preferiblemente por o menos aproximadamente 12 residuos de
aminoacido, y aun mas preferiblemente por lo menos aproximadamente 15
residuos de aminoacido.

También se incluyen dentro del alcance de la definicién de un “polipéptido”
las variantes de la secuencia de aminoacido, que contienen una o0 mas
sustituciones, eliminaciones, o inserciones de aminoacido preferiblemente
conservadoras, que no alteran por lo menos una propiedad esencial de dicho
polipéptido como, por ejemplo, su inmunogenicidad, el uso como reactivo de
diagnéstico, o su efectividad como vacuna que contiene péptido contra Lawsonia
Spp, entre otros. De acuerdo con esto, un polipéptido puede ser aislado de una
fuente en la naturaleza, o sintetizado en forma quimica. Ademas, un polipeptido
puede ser derivado de una proteina de longitud completa por medio de
disociacidn quimica o enzimatica, usando reactivos como CNBr, tripsina o
quimotripsina, entre otros.

Las sustituciones de aminoacido conservadoras son muy conocidas en el
arte. Por ejemplo, uno o mas residuos de aminoacido de un polipéptido SodC de
la invencién leeden ser sustituidos en forma conservadora con un residuo de
aminodcido de carga, tamafo o polaridad similares donde el polipéptido resultante
retene una habilidad de funcionar en una vacuna o como un reactivo de
diagnostico segun se describe aqui. Las reglas para hacer dichas sustituciones

incluyen aquellas descriptas por Dayhof (1978). Mas especificamente, las
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sustituciones de aminoacido conservadoras son aquellas que generalmente
tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus
cadenas laterales. Los aminoacidos codificados genéticamente estan
generalmente dividi.dos 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, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, y tirosina. La
fenilalanina, tirosina y triptofano también estan clasificados en forma conjunta
como aminoacidos aromaticos. Uno o0 mas reemplazos dentro de cualquier grupo
en particular, como, por ejemplo, la sustitucidon de leucina por isoleucina o valina,
o en forma alternativa, la sustitucidén de aspartato por glutamato o treonina por
serina, o de cualquier otro residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido
estructuralmente relacionado, generalmente tendra un efecto insignificante en la
funcion del polipéptido resultante.

La presente invencion no esta limitada por la fuente del inmunogen sujetc y
claramente se extiende hacia los polipéptidos aislados y recombinantes que
derivan de una fuente que ocurre en forma natural o no natural.

El término “polipéptido recombinante” segun se lo utiliza agui se tomara
como referencia a un polipéptido que se produce in vitro 0 en una célula huesped
por medio de la expresién de una secuencia genética que codifica dicho
polipéptido, cuya secuencia genética se encuentra bajo el control de un promotor
apropiado, donde se ha realizado una manipulacion genética con el fin de lograr
dicha expresion. De acuerdo con esto, €l término _“pplipéptido recombinante”
claramente abarca los polipéptidos producidos por la expresion de secuencias
genéticas contenidas en vectores, plasmidos o cosmidos virales que han sido
introducidos en las células, tejidos u organos procarioticos o eucaridticos. Las

manipulaciones genéticas que pueden ser utilizadas en este contexto seran
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conocidas por aquellos que tienen experiencia en el arte e incluyen, aunque no
estan limitadas a, aislamiento de acido nucleico, digestion de endonucleasa de
restriccion, digestion de exonucleasa, rellenado de terminacién utilizando el
fragmento Klenow de la polimerasa | de ADN de E. coli o enzimas d epolimerasa
de ADN T4, terminacién truncada de moléculas de ADN que utilzan la polimerasa
de ADN T4 o enzimas Exolll, reacciones de mutagénesis, ligacion y amplificacion
dirigidas a un sitio. Como resultara conocido para aquellas personas que tienen
experiencia en el arte, las técnicas adicionales como hibridaciones de &acido
nucéico y analisis de la secuencia del nucleétido también pueden ser utilizadas en
la preparacién de polipéptidos recombinantes, al confirmar la identidad de una
molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido recombinante deseado y
una construccion genética que comprende la molécula de acido nucléico.

En el caso que el polipéptido de la presente invencion es un polipéptido
recombinante, el mismo puede ser producido en, y si se desea, aislado de un
vector viral recombinante o un sistema de expresién de la célula huésped. Como
resultard conocido por aquellas personas con experiencia en el arte relevante,
una célula para la producciéon de un polipéptido recombinante se selecciona sobre
la base de muchos parametros gue incluyen construcciones genéticas utilizadas
para expresar el polipéptido bajo consideracién, como también la estabilidad y la
actividad de dicho polipéptido. También resultara conocido por aquellas personas
con experiencia en el arte, que la estabilidad o la actividad de un polipéptido
recombinante puede ser determinado, por o menos en parte, por modificaciones
post-translacionales al polipéptido, como por ejemplo, reacciones de glicolizacion,
acilacion ¢ alquilacion, entre otras, que pueden variar entre las lineas celulares
utilizadas para producir el polipéptido recombinante.

De acuerdo con esto, en una realizacion preferida mas particularmente, 1a

presente invencién se extiende a un polipéptido recombinante o un derivado,
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homaéloge o anélogo del mismo que se encuentre presente en una particula de
virus, o producido en una célula huesped procaridtica o éucariética, O en un virus
o un cultivo de célula de ella.

La presente invencion también se extiende a un polipéptido recombinante
de acuerdo con cualquiera de las realizaciones que anteceden, que es producido
en una célula bacteriana perteneciente al gen Lawsonia, en particular una ceélula
de L. intracellularis o un cultivo del mismo.

El término “polipéptodo aislado” se refiere a un polipéptido de la presente
invencion que ha sido purificado hasta cierto punto, preferiblemente por lo menos
hasta aproximadamente un 20% en peso de proteina, preferiblemente por lo
menos hasta aproximadamente un 50% en peso de proteina, mas preferiblemente
por lo menos hasta aproximadamente un 60% en peso de proteina, aun mas
preferiblemente hasta por lo menos aproximadamente 70% en peso de proteina, y
aun mas preferiblemente hasta aproximadamente un 80% en peso de proteina o
mas, a partir de su fuente natural o, en el caso de los polipéptidos que no se
forman naturalmente, a partir del medio de cultivo o ambiente celular en el cual
fue producido. Dicho aislamiento puede ser realizado para mejorar la
inmunogenicidad del polipéptido de la presente invencion, o para mejorar la
especificidad de la respuesta inmune contra ese polipéptido, o para eliminar
contaminantes téxicos o no deseables del mismo. El grado necesario o requerido
de pureza de un polipéptido aislado variara dependiendo del propoésito para el
cual se destina el polipéptido, y para muchas aplicaciones sera suficiente que la
preparacion del polipéptidoc no contenga contaminantes que reducirian la
inmnogenicidad del polipéptido cuando se administra a un animal huésped, en
particular un porcino o ave que es inmunizado contra la PPE o, en forma
alternativa, que inhibiria la unién inmuno-especifica en un inmunoensayo para el

diagnédstico de PPE o un agente causativo del mismo.
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La pureza de un polipéptido aislado de la presente invencion puede ser
determinada por cuaiquier medio conocido por aquellos que tienen experiencia en
el arte, incluyendo el grado de homogeneidad de una preparaciéon de proteina
segun la valoracion de la electroforesis con SDS/gel de poliacrilamida,
electroforesis de dos dimensiones, o analisis de composicién de aminoacido o
analisis de secuencia.

Preferiblemente, el polipéptido ‘' de la presente invencién sera
sustancialmente homogéneo o sustancialmente libre de proteinas especificas,
segun la valoracion de la electroforesis con SDS/gel de poliacrilamida,
electroforesis de dos dimensiones, o analisis de composicion de aminoacido o
analisis de secuencia.

El polipéptido de la presente invencion puede ser purificado para usar
como componente de una composicion de vacuna por medio de uno o0 una
combinacién de cualquier método conocido por aquellos que tienen experiencia
comun en el arte, incluyendo, por ejemplo, la cromatografia de fase inversa,
HPLC, cromatografia de intercambio de iones, y cromatografia por afinidad, entre
otros.

En una realizacion preferida, el polipéptido aislado o recombinante de la
invencion posee la actividad enzimatica o biolégica de un polipéptido SOD como,
por ejemplo el polipéptido SodC de L. intracellularis o por lo menos deriva de un
polipéptido SodC o, en forma alternativa es inmunoldégicamente reactivo con el
polipéptido SodC de L. intracellularis de la presente invencion.

En aun otra realizacion preferida, el polipéptido recombinante o aislado de
la invencién deriva de Lawsonia spp. u otro agente patogénico asociado con la
aparicion y/o el desarrollo de PPE, y mas preferiblemente, el polipéptido a que

nos referimos deriva de Lawsonia intracelluiaris.
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Un epitope de célula B o de céiula T de un polipéptido SodC o un derivado,
homodlogo o analogo de ellos puede comprender una combinacion de lo siguiente:

(i) la secuencia de aminoacido primaria de un polipéptido SodC,
conocida en el arte como un epitope continuo no conformacional;

(iiy  la estructura secundaria que adopta un polipéptido SodC, conocida
en el arte como un epitope conformacional continuo;

(i) la estructura tericiaria que adopta un polipéptido SodC en contacto
con otra regioén de la misma molécula de polipéptido, conocida en el
arte como un epitope conformacional discontinuo;

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

De acuerdo con esto, los polipéptidos inmunogénicos o sus derivados,
homaélogos o analogos que comprenden los mismos, o sustancialmente la misma
secuencia primaria de aminoacido se denominan de aqui en adelante como
“‘inmunogenes que compreden un epitcpe de célula B o de célula T”, o un término
similar.

Los polipéptidos inmunogénicos o derivado, homdlogos o analogos de ellos
que comprenden diferentes secuencias primarias de aminoacido pueden
comprenden inmunogenes inmunoldgicamente idénticos porque poseen epitopes
conformacionales de célula B o de célula T que estan reconocidos por el sistema
inmune de una especie huesped como idénticos. Dichos polipéptidos
inmunogenicos o sus derivados, homoélogos o analogos, se definen de aqui en
adelante como “inmunogenes que imitan o reaccionan con un epitope de célula B
o de célulaT’, o un término similar.

De acuerdo con esto, la presente invencion se extiende a un inmunogen

que comprende, imita o reacciona con un epitope de célula B o de célula T de un
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polipéptido aislado o recombinante de acuerdo con cualquiera de las realizaciones
precedentes, o0 un derivado, homdlogo o analogo del mismo. En una realizacion
particularmente preferida, la presente invencidn suministra un inmunogen que
comprende, imita o reacciona con un epitope de célula B o de célula T de un
polipéptido aislado o recombinante que en su forma nativa se obtiene a partir de
una especie de Lawsonia coino, aunque sin limitarse a, L. intracellularis y cuyo
polipéptido preferiblemente posee actividad de SodC.

Preferiblemente, dichos polipéptidos inmunogénicos no comprenderan una
secuencia de amincacido primaria que es altamente conservada entre L.
intracellularis y otro microorganismo no patogénico que es normalmente residente
en el intestino u otro érgano de un animal, en particular de un porcino o un ave.
El significado de esta exclusién de las realizaciones de la invencién donde Ia
especificidad es esencial para el rendimiento (por ejemplo, aplicaciones en
vacunas y diagnostico) resultara aparente para aquellos que tienen experiencia en
el arte.

Para mejorar la inmunogenicidad de un polipéptido sujeto de la presente
invencién uno o mas aminoacidos que no corresponden a la secuencia de la
proteina original puede ser incorporado al término amino o carboxilo del
polipéptido. Dichos aminoacidos extra son Utiles para acoplar el polipéptido a otro
péptido o polipéptido, a una proteina portadora grande o a un soporte sélido. Los
aminoacidos que son utiles para estos propodsitos incluyen aunque no estan
limitados a, tirosina, lisina, acido glutamico, acido aspartico, cisteina y derivados
de ellos. Se pueden usar técnicas adicionales de modificacién de proteinas
como, por ejemplo, acetilacion con NH> o amidacién de terminal COOH, para
suministrar medios adi‘cionales para el acoplamiento del polipéptido con otro
polipeptido, proteina o molecula péptida, o a un soporte solido. Los

procedimientos para acoplar los polipéptidos entre si, o a proteinas portadoras o
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soportes soélidos, son muy conocidos en el arte. Los polipéptidos que contienen
los residuos de aminoacido extra antes mencionados en sus términos carboxi ©
amino y acoplados o no acoplados a su portador o soporte salido, se encuentran
en consecuencia dentro del alcance de la presente invencion.

Ademas, el polipéptido puede ser inmovilizado a un portador polimérico o
material de soporte.

En una realizacion preferida, la inmunogenicidad de un polipéptido de la
presente invencidén puede ser mejorada usando técnicas de biologia molecular
para producir una proteina de fusién gue contiene uno o mas polipéptidos de la
presente invencion fusionados con moléculas portadoras como una proteina
altamente inmunogénica.

Por ejemplo, una proteina de fusién que contiene un polipéptido de la
presente invencién fusionada a ura sub-unidad B altamente inmunogénica de
toxina de colera puede ser utilizada para aumentar la respuesta inmune al
polipéptido. La presente invencion también contempla las proteinas de fusidén que
comprenden una citocina, como una interleucina, fusionada con el polipéptido
sujeto de la presente invencion y con los genes que lo codifican.

Preferiblemente, el polipéptido de la presente invencidén, o un derivado,
homélogo o analogo del mismo, cuando se administra a un mamifero, induce una
respuesta inmune en dicho mamifero. Mas preferiblemente, el polipéptido de la
presente invencidn, cuando se administra a un mamifero, en particular un animal
porcino (por ejemplo, un cerdo) induce una respuesta inmune protectora contra
Lawsonia spp., y preferiblemente contra L. intracellularis, en el mismo. Como se
lo utiliza aqui, fa frase “induccidn de una respuesta inmune protectora” y similares,
se refiere a la habilidad del polipéptido administrado de la presente invencion para
prevenir o notablemente hacer mas lenta la aparicion, el desarrolio o la progresion

de sintomas asociados con la infeccion de Lawsonia, y preferiblemente, para
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prevenir o notablemente reducir la aparicién, desarrollo o progresion de sintomas
asociados con la PPE en los cerdos.

Preferiblemente, el polipéptido inmunogénico de la presente invencion
comprende una secuencia de aminoacido que es sustanciaimente la misma que la
secuencia de aminoacido que se observa en la SEC ID NO: 1 o es por lo menos
aproximadamente un 75% idéntico a por lo menos 8 aminoacidos contiguos de la
SEC ID NO: 1. En una realizaciéon preferida, el péptido inmunogeénico de la
presente invencion consiste esencialmente en la secuencia de aminoacido de la
SEC ID NO: 1 o en la secuencia de aminoacidc codificada por la secuencia de
nucledtido que codifica el SodC presente en pALK143 (ATCC 207155).

Para fines de nomenclatura, la secuencia de aminoacido que se observa en
la SEC ID NO: 1 representa la secuencia de aminoacido del polipéptido de SodC
gue comprende la regién terminal N, codificado por el extremo & del gen
Lawsonia intracelularis SodC. La secuencia nucleotida del gen L. intracellularis
SodC se observa enla SEC ID NO: 2.

Preferiblemente, la identidad porcentual de secuencia de aminoacido de la
SEC ID NO: 1 es por lo menos de aproximadamente un 80%, mas
preferiblemente por lo menos aproximadamenie 85%, aun mas preferiblemente
por lo menos aproximadamente 90%, y aun mas preferiblemente por lo menos
95% ala SEC ID NO: 1.

Al determinar si dos secuencias de aminoacido caeran dentro de estos
limites de porcentaje 0 no, aquellas personas con experiencia en el arte sabran
gue es necesario realizar una comparacion paralela o una alineacion multiple de
secuencias. En dichas comparaciones o alineaciones, surgiran diferencias en el
posicionamiento de los residuos no idénticos, deoendiendo del algoritmos usados
para realizar la alineacion. En el contexto de esta invencidn, la referencia a una

identidad o similitud porcentual de secuencia entre dos o mas secuencias de
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aminoacido sera tomada con referencia al nimero de residuos idénticos vy
similares respectivamente, entre dichas secuencias, segun se determina con el
uso de cualquier algoritmo estandar conocido por aquellos que tienen experiencia
en el arte. Por ejemplo, las identidades o similitudes de la secuencia de
amino&cido pueden calcularse utilizando un programa GAP de Computer
Genetics Group, Inc., University Research Park, Madison, Wisconsin, Estados
Unidos de Norteamérica (Devereaux et al, 1984). EIl programa GAP utiliza el
algoritmo de Needleman y Wunsch (1970) para aumentar el niumero de residuos
idénticos/similares y para reducir el numero y/o tamafno de separaciones de
secuencia en la alineacién. En forma alternativa, o ademas de esto, donde se
comparan mas de dos secuencias de aminoacido, se puede utilizar el programa
ClustalW de Thompson et al (1994).

En una realizaciébn alternativa, la presente invencidbn suministra un
polipéptido inmunogénico aislado o recombinante que comprende, imita o
reacciona con el epitope de célula B o de célula T del polipéptido SodC que deriva
de Lawsonia spp. cuando dicho poiipéptido inmunogénico aislado o recombinante
comprende una secuencia de aminoacido que comprende por |0 menos 5
residuos de aminoacido contiguos de la SEC ID NO: 1 o un homdlogo, anaiogo o
derivado de ellos.

Preferiblemente, el polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la
invencion comprende por lo menos aproximadamente 10 aminoacidos contiguos

derivados de la SEC ID NO: 1 mas preferiblemente por lo menos

aproximadamente 20 aminoacidos contiguos derivados de la SEC ID NO: 1, aun
mas preferiblemente por lo menos aproximadamente 30 aminoacidos contiguos
derivados de la SEC ID NO: 1, y audn mas preferiblemente por lo menos

aproximadamente 40 aminoacidos contiguos derivados de la SEC ID NO: 1.
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La presente invencion ademas abarca homologos, andlogos y derivados de
un polipéptido que comprende la secuencia de eminoacido que se observa en la
SEC ID NO: 1.

“Homédlogos” de un polipéptido son aquellos polipéptidos que contienen
sustituciones, eliminaciones y/o incorporaciones de aminoacido relativas al
polipéptido sin alterar una o mas de sus propiedades, como su inmunogenicidad,
actividad bioldgica o actividad catalitica. En dichas moléculas, los aminoacidos
pueden ser reemplazadcs por otros aminoacidos que tienen propiedades
similares como, por ejemplo, hidrofobicidad, hidrofilicidad, momento hidréfobo,
antigenoicidad, inclinacién a formar o romper estructuras en hélice a o estructuras
de lamina B, y demas.

Las variantes sustitutivas son aquellas en las cuales por lo menos un
residuo en la secuencia ha sido eliminado y un residuo diferente fue insertado en
su lugar. Las sustituciones de aminoacido son normalmente de residuos simples,
pero pueden ser agrupados dependiendo de las restricciones colocadas en el
polipéptido; las inserciones usualmente seran en el orden de aproximadamente 1-
10 residuos de aminoacido y las eliminaciones variaran desde aproximadamente
1-20 residuos. Preferiblemente, las sustituciones de aminoacido comprenderan
sustituciones de aminoacido comprenderdn sustituciones de aminoacido
conservador, como aquellas que se describieron anteriormente.

Las variantes de secuencia de aminoacido de insercion son aquellas en las
cuales se introduce uno o mas residuos de aminodacido en un sitio predeterminado
de la proteina. Las inserciones pueden comprender fusiones de terminal amino
y/o terminal carboxilo como también inserciones intra-secuencia de aminoacidos
simples o multiples. Generalmente, las inserciones dentro de la secuencia de
aminoacido seran menores que las fusiones terminales de amino o carboxilo, en

el orden de aproximadamente 1 a 4 residuos.
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Las variantes de eliminacion estan caracterizadas por la eliminacién de uno
0 mas amino&cidos de la secuencia.

Las variantes de aminoacido del polipéptido de la presente invencidn se
pueden realizar facilmente usando técnicas sintéticas de péptido conocidas en el
arte, como una sintesis de péptido en fase sdélida y similares, o por medio de
manipulaciones de ADN recombinantes. La manipulacion de las secuencias de
ADN para producir proteinas variantes que se manifiestan como variantes de
sustitucion, de insercién o de eliminacidon son muy conocidas en el arte. Por
ejemplo, las técnicas para realizar mutaciones de sustitucibn en sitios
predeterminados en el ADN que tiene secuencia conocida son muy conocidas por
aquellas personas que tienen experiencia en el arte, como por medio de
mutagénesis M13 u otro protocolo de mutagénesis dirigido al sitio.

“Andlogos” se definen como péptidos, oligopéptidos y polipéptidos que son
funcionalmente equivalenies a los péptidos de la presente invencion perc que
contienen ciertos residuos de aminoacido modificados o que no ocurren
naturalmente como resultara conocido para aquelios con experiencia en el arte.
De acuerdo con esto, un “analogo” como se define aqui no necesita comprender
una secuencia de aminoacido que es similar a la secuencia de aminoacido que se
observa aqui como, por ejemplo, péptidos, oligopéptidos y polipéptidos que
derivan de predicciones de computadora o datos empiricos que revelan la
estructura secundaria, terciaria o cuaternaria del polipéptido de la presente
invencion, y que por lo tanto no comprenden la secuencia primaria de aminoacido
de dicho polipéptido, que no obstante imita o rdeacciona con el epitope de la
célula B o de la célula T de Lawsonia spp. y preferiblemente, imita o reacciona
con el epitope de célula B o de célula T de Lawsonia intracellularis.

Por ejemplo, los mimotopos (analogos de polipéptido que reaccionan con

el epitope de célula B o de célula T del polipéptido de Lawsonia de la invencién,
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pero, sin embargo, comprenden una secuencia de aminoacido diferente de dicho
epitope) pueden ser identificados por medio de la seleccion aleatorizada de
secuencias de aminoacido en las librerias de péptidos con anticuerpos que se
unen a un epitope de célula B o de célula T deseado. Del mismo modo que con
las técnicas para la identificacion de los epitopes de célula B o célula T, segin se
describe anteriormente, los anticuerpos utilizados para identificar dichos
mimotopos pueden ser policlonales o monoclonales o anticuerpos recombinantes,
en su forma bruta o purificada. Los momotopos de un epitope de célula T puede
ser sometido a prueba ademas para observar su habilidad de estimular las
respuestas citotoxicas o proliferativas de célula T in vitro. Los mimotopos son
particularmente Utiles como analogos de epitopes no lineales (es decir,
conformacionales) del polipéptido de la presente invencion, en un polipéptido, y
los mimotopos suministran equivalentes inmunogénicos de ellos en forma de una
sola molécula de péptido.

Adicionalmente, el uso de analogos de polipéptido puede dar como
resultado polipéptidos con actividad inmunogénica y/o antigénica aumentada, y
que son menos sensibles a la degradacién enzimatica, y que son mas selectivos.
Un analogo de prolina apropiado es el acido carboxilico 2-aminociclopentano
(BAC®c) que ha demostrado aumentar la actividad inmunogénica de un polipéptido
nativo mas de 20 veces (Mierker et al., 1990; Portoghese et al, 1990; Goodman et
al, 1987).

“Derivados” de un polipéptido que se describe aqui son aquellos péptidos,
oligopéptidos y polipéptidos que comprenden por lo menos cinco residuos de
aminoacido contiguos de la secuencia de aminoacido que se observa en la SEC
{D NO: 1. Un *derivado” puede ademas comprender residuos de aminoacido que
ocurren naturalmente, glicosilados alterados, acilados o que no ocurren

naturalmente, comparados con la secuencia de aminoacido que se cbserva en la
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SEC ID NO: 1. En forma alternativa o ademas de esto, un derivado puede
comprende uno o mas sustituyentes que no es aminoacido como, por ejemplo,
una molécula reportera u otro ligando, unida en forma covalente o no covalente
con la secuencia de aminoacido, como, por ejemplo, una molécula reportera que
esta unida a ella para facilitar su deteccion.

Otros ejemplos de mutantes recombinantes o sintéticos y derivados de los
inmunogenes péptidos de la presente invencién incluyen aquellos que incorporan
sustituciones, eliminaciones y/o adiciones simples o muitiples a ellos, como los
carbohidratos, lipidos y/o proteinas o polipéptidos. Las formas que ocurren
naturalmente o alteradas, glicosiladas o acriladas de los péptidos de la presente
se contemplan en particular en la presente invencién. Adicionalmente, los
homopolimeros o heteropolimeros que comprenden una o0 mas copias del péptido
de la presente que aparece en la SEC ID NO: 1, o uno o mas derivados,
homoélogos o analogos de ellos, se encuentran dentro del alcance de la invencion.

Preferiblemente, los homologos, analogos y derivados de los polipéptidos
de la invencion son “inmunogénicos”, definidos de aqui en adelante como la
habilidad de dicho polipéptido o un derivado, homologo o andlogo del mismo, de
obtener respuestas de célula B o de célula T en el huésped, en respuesta a la
inmunizacion.

Los homélogos, andlogos y derivados preferidos de la secuencia de
aminoacido que se observa en la SEC ID NO: 1 incluye aquellas variantes de
aminoécido que funcionan como epitopes de célula B o de célula T de dicha
secuencia de aminoacido que son capaces de mediar una respuesta inmune
como, por ejemplo, mimotopos del polipéptido inmunogénico que se describe
aqui, que han sido producidos por medios sintéticos, como por medio de quimica
Fmoc. El unico requerimiento de dichas moléculas es que reaccionan

inmunologicamente con un polipéptido que comprende la secuencia de
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aminoacido que se observa en la SEC ID NO: 1 o un derivado de ella que
comprende por lo menos 5 aminoécidos contiguos en longitud de la SEC ID NO:
1.

Como resultard aparente para aquellos que tienen experiencia en el arte,
dichos homologos, analogos y derivados del polipéptido de las moléculas de la
invenciéon seran Utiles para preparar anticuerpos que reaccionan con los
anticuerpos contra dicho polipéptido y/u obtienen una respuesta inmune
protectora o especificidad similar a la obtenida por dicho polipéptido. Dichas
moléculas también seran utiles en el diagnoéstico y otras aplicaciones que son
inmunolégicas en naturaleza como, por ejemplo, los diagnodsticos que utilizan uno
o mas formatos de inmunoensayo (por ejemplo, ELISA, RIA y similares).

De acuerdo con esto, el inmunogen de la presente invencion o un derivado,
homologo o analogo del mismo es Util en las composiciones de la vacuna que
protegen a un individuo contra la infeccion de L. intracellularis y/o como un
antigeno que obtiene produccién policional o0 monoclonal de anticuerpos y/o en la
deteccion de anticuerpos contra la L. intracellularis en los animales infectados,
particularmente en los animales porcinos y aves.

Los inventores de la presente también han demostrado que la region
terminal N de la SEC ID NO: 1 es particularmente Unica, comparados con otras
secuencias de aminoacido inmunogénicas, incluyendo aquellas de los
polipéptidos SodC de otros patdogenos animales (Figura 3). De acuerdo con esto,
los péptidos, oligopéptidos y polipéptidos que comprenden dichas regiones unicas
de epitope de la SEC ID NO: 1, tendran una especificidad mejorada en
comparacion con otras regiones de la molécula Lawsonia spp. SodC. Las
ventajas particulares de dichos péptidos seran inmediatamente aparentes para

aquellos que tienen experiencia en la produccion de composiciones de vacuna,
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donde la especificidad contra un patogen de interés es una consideracion de
importancia.

Los inventores de la presente han demostrado que los aminoacidos desde
1 hasta aproximadamente 42 del polipéptido de Lawsonia intracellularis SodC que
se observa en la SEC ID NO: 1 no altamente conservado, si se compara con la
correspondiente region de los polipéptidos SodC de Escherichia coli, siendo
solamente aproximadamente un 15% idéntico a ellos. De acuerdo con esto, esta
region del polipéptido SodC de L. intracellularis es un péptido antigénico
promisorio para la formulacion de vacunas especificas y diagndsticos para la
deteccion especifica de Lawsonia spp, en muestras bioldgicas.

De acuerdo con esto, en una realizacién preferida, la presente invencion
suministra un polipéptido inmunogénico recombinante o aislado o un derivado,
homélogo o analogo de ellos que comprende, imita o reacciona con un epitope de
Celula B o de célula T de una Lawsonia spp donde dicho polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos un 50% de identidad de
secuencia hasta residuos de aminoacidos de aproximadamente 1 hasta residuos
de aminoacido de aproximadamente 42 del polipéptido SodC L. intracellularis
como se observa en la SEC ID NO: 1. Preferiblemente, la identidad porcentual de
la secuencia con los aminoacidos de 1 hasta aproximadamente 42 de la SEC ID
NO: 1 es de por lo menos aproximadamente 60%, mas preferiblemente por lo
menos aproximadamente 70%, mas preferiblemente aun por |0 menos
aproximadamente 80% y aun mas preferiblemente por lo menos
aproximadamente 90%. En una configuracidon particularmente preferida, el
polipéptido de la presente comprendera una secuencia de aminoacidos desde
aproximadamente aminoacido 1 hasta aproximadamente aminoacido 42 de la

SEC ID NO: 1.
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Un segundo aspecto de la presente invencion suministra una composicion
de vacuna para la profilaxis o el tratamiento de la infeccion de L. intracellularis o
similar o de otro microorganismo relacionado en un mamifero o un ave, dicha
composicion para vacuna comprende:
(i) un componente inmunogénico que comprende.un polipéptido aislado
o recombinante que tiene por lo menos aproximadamente un 70%
de la totalidad de la identidad de la secuencia de aminoacido con
respecto a la secuencia de aminoacido que se observa en la SEC ID
NO: 1, y/o por lo menos aproximadamente 50% de la identidad de
secuencia de aminoacido con los residuos de aminoacido 1 hasta
aproximadamente 42 de la SEC ID NO: 1 o que comprende por lo
menos 5 amino&acidos contiguos derivados de la SEC ID NO: 1 o un
homdlogo, analogo o derivado inmunogénico de ellos que es
reactivo inmunoidgicamente con Lawsonia intracellularis; y
(i) uno o mas portadores, diluyentes y/o adjuvantes apropiados para
uso veterianrio o farmacéutico.
Como se lo utiliza aqui, el término “componente inmunoldgico” se refiere a
un péptido, polipéptido 0 una proteina codificada por ADN de, o que deriva de, L.
intracellularis o un microorganismo relacionado a ellos que es capaz de inducir
una respuesta inmune protectora en un animal, en particular un porcino o un ave,
si dicho péptido, polipéptido o proteina es o no una forma recombinante o aislada.
De acuerdo con esto, la composicion de vacuna claramente abarca esas
composiciones de vacuna que comprenden aislados o formas muertos 0 no
patogénicos de L. intracellularis o microorganismos relacionados con ellos que
comprenden o expresan dicho péptido, polipéptido o proteina.
Por ‘“respuesta inmune protectora’” se entiende que el componente

inmunogénico obtiene una respuesta inmune en el animal al cual se administra la
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composicion de la vacuna en el nivel humoral y/o celular que es suficiente para
prevenir la infeccion de Lawsonia intracellufaris 0 un microorganismo relacionado
y/lo que es suficiente para reducir en forma notoria uno o mas sintomas o
condiciones, 0 para hacer notoriamente mas lenta la aparicion de uno o mas
sintomas o condiciones, asociadas con la infeccidon de Lawsonia intracellularis o
un microorganismo relacionado en un huésped animal, comparado con un animal
de control infectado. E! término “cantidad efectiva” de un componente
inmunogénico presente en la composicion de la vacuna se refiere a esa cantidad
de dicho componente inmunogénico que es capaz de inducir una respuesta
inmune protectora luego de haber administrado una sola dosis completa, o luego
de la administracién de varias dosis divididas.

Preferiblemente, el componente polipéptido de la presente composicion de
vacuna comprende una secuencia de aminoacido que es tanto inmunogénica
como especifica, en virtud de su reactividad inmunologica con el agente que
causa la PPE, Lawsonia intracellularis. Con referencia a esto, resultara aparente
a partir de la descripcién que antecede que dichos componentes de polipéptido
pueden comprender una secuencia de aminoacido que deriva de la SEC ID NO: 1
o un homdlogo, analogo o derivado de la secuencia de aminoacido que se
observa en la SEC ID NO: 1, como, por ejemplo, un mimotopo de dicha
secuencia.

El polipéptido inmunogénico o el homdlogo, analogo o derivado
inmunogenico puede ser un péptido, oligopéptido o polipéptido que se forma
naturalmente en forma aislada o recombinante de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones que se describieron anteriormente o que se ejemplifican aqui.
Preferiblemente, el polipéptido inmunogénico o el homdlogo, analogo o derivado
inmunogeénico. deriva de Lawsonia spp, en particular L. intracellularis o un

microorganismo que esté relacionado a ella.
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Preferiblemente, el componente inmunogénico ha sido sometido a por lo
menos un paso de purificacion o por lo menos concentracion parcial a partir de un
cultivo celular que comprende L. intracellularis o un microorganismo relacionado a
ella, o a partir de una preparacion lisada de células de L. infracellufaris o un
microorganismo relacionado, o a partir de otro cultivo en el cual el componente
inmunogénico es expresado en forma recombinante. La pureza de dicho
componente que tiene las propiedades inmunogénicas necesarias es
preferiblemente por lo menos aproximadamente un 20% en peso de proteina en
una preparacion en particular, mas preferiblemente por 1o menos
aproximadamente un 50%, aun mas preferiblemente por lo menos
aproximadamente un 60%, aun mas preferiblemente por lo menos
aproximadamente un 70%, y mas preferiblemente aun por lo menos
aproximadamente un 80% 0 mas.

El componente inmunogénico de la vacuna de la presente invencion puede
comprender un solo péptido, polipéptido o proteina, o una variedad o combinacion
de diferentes péptidos, polipéptidos o proteinas que cubren epitopes diferentes o
similares. Ademés, o en forma alternativa, se puede suministrar un solo
poilip2ptido con multiples epitopes. El ultimo tipo de vacuna se menciona como
vacuna polivalente. Un epitope multiple incluye dos o mas epitopes ubicados
dentro de una molécula de péptido o polipéptido.

La formulacidén de vacunas es generalmente conocida en el arte y se puede
hacer referencia en forma conveniente a Remington’s Pharmaceutical Sciences,
17" ed., Mack Publishing CO., Easton, Pennsylvania, Estados Unidos de
Norfeamérica.

Una forma particularmente util de vacuna es una vacuna recombinante

producida, por ejemplo, en un vector de vacuna, como, aunque sin estar limitados
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a, todos los transfectados con un vector de virus de vacunas o una célula
bacteriana capaz de expresar el componente inmunogénico.

La presente invencion claramente se extiende a las composiciones de
vacuna recombinantes en las cuales el componente inmunogénico por [o menos
esta contenido dentro de los vectores de vacuna muertos preparados, por
ejemplo, por calor, formalina, u otro tratamiento quimico, shock eléctrico o fuerzas
de presion elevada o baja. De acuerdo con esta realizacion, el componente
iInmunogénico de la vacuna esta generalmente sintetizado en un vector de vacuna
vivo que se mata antes de la administracion a un mamifero.

Ademas, el vector de vacuna que expresa el componente inmunogénico
puede ser no patogénico o atenuado. Dentro del alcance de esta realizacion se
encuentran las células que han sido transfectadas con virus no patogénicos ©
atenuados que codifican el componente inmunogénico de la vacuna y las células
no patogenicas o atenuadas que expresan en forma directa el componente
INMUNOogEeNIco.

Las células huésped no patogénicas o atenuadas incluyen esas células que
no son perjudiciales para un animal al cual se administra la vacuna de la
invencién. Como resultara conocido por aguellos que tienen experiencia en el
arte, “vacunas vivas” puede comprender un vector de virus atenuado que codifica
el componente inmunogénico o una célula huésped que lo comprende, que es
capaz de replicar en un animal al cual se administra y usar la maquinaria de la
célula huésped para expresar el componente inmunogénico, aunque sin producir
ningun efecto colateral en ella. Dichos vectores de vacuna pueden colonizar el
intestinbuo el éfganb deI‘ éhimal vacunado. Dichos vectores de vacuna viva son
eficaces en virtud de su habilidad de expresar en forma continua el componente
inmunogénico en el animal huésped durante un tiempo y a un nivel suficiente para

conferir inmunidad protectora contra un patogen que expresa un equivalente

35



>0

inmunogénico de dicho componente inmunogénico. La presente invencion
claramente abarca el uso de dichos vectores atenuados o no patogénicos y las
preparaciones de vacuna viva.

E! vector de vacuna puede ser un virus, célula bacteriana o una célula
eucariotica como una célula de ave, porcino u otro mamifero o una célula de
levadura o una linea celular como COS, VERO, HelLa, ratén C127, ovario de
hamster chino (CHO), WI-38, rifidn de hamster bebé (BHK) o lineas celulares de
MDCK. Las células procaridticas apropiadas incluyen Mycobacterium spp.,
Corynebacterium spp., Salmonella spp., Escherichia coli, Bacillus spp, ¥
Pseudomonas spp. entre otras. Las cepas bacterianas qUe son apropiadas para
usar en el proposito de la presente son muy conocidas en el arte relevante
(Ausubel et al, 1987; Sambrook et al, 1989).

Dichas células y lineas de célula son capaces de expresion de una
secuencia genética que codifica un péptido, polipéptido o proteina SodC, de la
presente invencion a partir de L. intracellularis de un modo que es efectivo para
inducir una respuesta inmune protectora en el animal. Por ejemplo, podria ser
preparada una bacteria no patogénica que contiene una secuencia recombinante
capaz de codificar un péptido, polipéptido o proteina a partir de L. intracellularis.
La secuencia recombinante estaria en la forma de un vector de expresion bajo el
control de un promotor constitutivo o inducible. Luego se permitiria que las
bacterias colonicen las ubicaciones apropiadas en el intestino de un cerdo y que
crezcan y produzcan el péptido, polipéptido o proteina recombinante en una
cantidad suficiente para inducir una respuesta inmune protectora contra L.
intracellularis. | o

En aun otra realizacion preferida, la vacuna puede ser una vacuna de ADN
o ARN gue comprende una molécula de ADN o ARN que codifica un péptido,

polipéptido o proteina de la presente invencion que se inyecta en el tejido
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muscular u otro tejido apropiado en un cerdo bajo condiciones suficientes que
permitan la expresion transitoria de dicho ADN o ARN para producir una cantidad
de éptido, polipéptido o proteina efectiva para inducir una respuesta inmune
protectora. En una realizacion preferida, la vacuna de ADN esta en la forma de
un plasmido, en el cual el ADN esta conectado en forma operable con una region
promotora capaz de expresar la secuencia de nucledtido que codifica el
inmunogen en las células del animal inmunizado.

En la produccion de una vacuna recombinante, excecpto la vacuna de ADN
que se describe aqui, es necesario, por lo tanto expresar el componente
inmunogénico en un sistema de vector apropiado. Para el proposito de la
presente, el componente inmunogénico puede ser expresado por:

(i) la ubicacidbn de una molécula aislada de acido nucleico en un
formato expresable, dicha molécula de acido nucleico comprende la
region de codificacion de la secuencia de nucleétido que se observa
en la SEC ID NO: 2 o un homologo, analogo o derivado que codifica
la proteina de la SEC ID NO: 2 seleccionado del grupo que consiste
en:

(a) secuencias de nucledtido que tienen por [o menos
aproximadamente 70% de identidad de secuencia con la SEC
ID NO: 2;

(b) secuencias de nucledtido que hibridan bajo por lo menos
hibridacion de baja rigurosidad, preferiblemente por lo menos
condiciones de rigurosidad moderada, y aun mas
preferiblemente bajo condiciones de rigurosidad elevada, al
complemento de la SEC ID NO: 2; y

(c) secuencias de nucledtido que codifican la secuencia de

aminoacido que se observa en fa SEC [D NO: 1 o un homdélogo,
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andlogo o derivado de ellos, incluyendo, por ejemplo, un
mimotopo del aminoacido que se observa en la SEC ID NO: 1;
(i) la introduccidn de la molécula de acido nucleico aislada de (i) en un
formato que puede expresarse en un vector de vacuna apropiado; y
(iiiy  laincubacion o crecimiento del vector de vacuna durante un tiempo
y bajo condiciones suficientes para la expresion del componente
inmunogénico codificado para que ocurra dicha molécula de acido
nucleico.

Para los propédsitos de definir el nivel de rigurosidad, una rigurosidad baja
se define aqui como una hibridacion y/o lavado realizado en una soluciéon tampon
de 6xSSC, 0,1% (p/v) SDS a 28°C. Una rigurosidad moderada se define aqui
como una hibridacién y/o lavado realizado en una solucion tampdn de 2xSSC,
0,1% (p/v) SDS una temperatura en el orden de 45° C a 65°C. Una rigurosidad
elevada se define aqui como una hibridacidn y/o lavado realizado en una solucion
tampon de 0,1xSSC, 0,1% (p/v) SDS a una temperatura de por lo menos 65°C.

Generalmente, la rigurosidad aumenta por medio de la reduccion de la
concentracion del tampén de SSC, y/o el aumento de la concentracién de SDS y/o
aumento de la temperatura de la hibridacion y/o el favado. Aquellas personas con
experiencia en el arte sabran que las condiciones para la hibridacion y/o el lavado
pueden variar dependiendo de la naturaleza de la membrana de hibridacion o el
tipo de sonda de hibridacidn que se utilice. Las condiciones para las
hibridaciones y lavados son conocidas para una persona que tenga experiencia
normal en el arte. Para los propdsitos de clarificacion de los parametros que
afectan a la hibridacion entre las moléculas de acido nucleico, se puede obtener
referencia en las paginas 2.10.8 hasta 2.10.16 de Ausubel et al (1987), que se

incorpora aqui a modo de referencia.
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Como se utiliza aqui, una “molécula de acido nucleico en un formato
expresable” es una region que codifica una proteina de una molécula de acido
nucleico en conexidon operable con un promotor u otra secuencia reguladora
capaz de regular la expresion en el sistema del vector de vacuna.

Aqui se hace referencia a “promotor” en su contexto més amplio e incluye
las secuencias de transcripcion reguiadora de un gen genomico clasico,
incluyendo la caja TATA que es necesaria para una iniciacion precisa de
transcripcién, con o sin la secuencia de la caja CCAAT y elementos reguladores
adicionales (es decir, secuencias que se activan hacia arriba, mejoradores y
silenciadores) que alteran la expresion de los genes en respuesta a los estimulos
de desarrollo y/o externos, o en un modo especifico del tejido. En el presente
contexto, el término “promotor” también se utiliza para describir una molécula
recombinante, sintética o de fusién, o un derivado que confiere, activa o permite la
expresion de una molécula de acido nucleico a la cual esta operablemente
conectada, y que codifica el polipéptido inmunogénico. Los promotores preferidos
pueden contener copias adicionales de uno o mas elementos reguladores para
mejorar aun mas la expresién y/o para alterar la expresion espacial y/o la
expresion temporal de dicha molécula de &cido nucleico.

La colocacion de una molécula de acido nucleico bajo el control regulador
de, es decir, “en conexidon operable con” una secuencia promotora significa la
ubicacién de dicha molécula de modo tal que la expresidn esta controlada por Ia
secuencia promotora. Los promotores estadn genéricamente, aungque no
necesariamente, ubicados 5' (hacia arriba) de los genes que controlan. En la
construccion de combinaciones heterdlogas de gen promotor/estructural se
prefiere en general ubicar el promotor a una distancia del sitio de comienzo de la
transcripcion genética que es aproximadamente la misma que la distancia entre

el promotor y el gen que controla en su marco natural, es decir, el gen del cual
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deriva el promotor. Ademéas, los elementos reguladores que comprenden un
promotor estan ubicados normalmente dentro de 2kb del sitio de comienzo de la
transcripcion del gen. Como se sabe en el arte, se puede realizar alguna
variacion sin perder la funcion del promotor. De un modo similar, la ubicacion
preferida de un elemento de secuencia reguladora con respecto al gen
heterdlogo que se debe ubicar bao su control, esté definida por la ubicacidn del
elemento en su marco natural, es decir, los genes de fos cuales derivan.
Nuevamente, como se conoce en el arte, también puede ocurrir alguna variacion
en esta distancia.

E! requisito previo para producir polipéptidos intactos en bacterias como E.
coli es el uso de un premotor resistente con un sitio de unién al ribosoma efectivo.
Los promotores tipicos apropiados para la expresion en las células bacterianas
como E. coli inciuyen, aunque no estan limitados a, el promotor /acz, promotores
AL © Ag sensibles a la temperatura, promotor T7 o el promotor tac inducible por
IPTG. Un numero de sistemas de vector para expresar la molécula de acido
nucleico de la invencion en E. coli son conocidos en el arte y se describen, por
ejemplo, en Ausubel et al (1987) o Sambrook et al (1989). Se han descripto
numerosos plasmidos con secuencias apropiadas de promotor para [a expresion
en la bacteria y sitios eficientes de unién al ribosoma, como por ejemplo, pKC30
(Au Shimatake y Rosenbert, 1981), pKK173-3 (tac: Amann y Brosius, 1985), pET-
3 (T7: Studier y Moffat, 1986), la serie pFLEX de vectores de expresion (Pfizer
Inc., CT, Estados Unidos de Norteamérica) o la serie pQE de vectores de
expresion (Qiagen, CA) entre otros. Los promotores apropiados tipicos para la
expresion de los virus de las células eucaridticas y las céiulas eucaridticas
incluyen el uditimo promotor SV40, el primero promotor SV40 y el promotor de
citomegalovirus (CMV), promotor CMV |E (citomegalovirus inmediato temprano),

entre otros.
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Los medios para introducir la molécula de acido nucleico aislado o una
construccion genética que la comprende en una célula para la expresion del
componente inmunogénico de la composicidén de la vacuna son muy conocidos
por aquellos que tienen experiencia en el arte. La técnica utilizada para un
organismo determinado depende de las técnicas conocidas que han tenido éxito.
Los medios para introducir el ADN recombinante en las células animales incluyen
microinyeccidn, transfeccidon mediada por dextran DEAE, transfeccion mediada
por liposomas como por medio del uso de lipofectamina (Gibco, MD, Estados
Unidos de Norteamérica) ylo celfectina (Gibco, MD, Estados Unidos de
Norteamérica), toma de ADN mediada por PEG, electroporacion y bombardeo con
microparticulas como por medio del uso de tungsteno recubierto con ADN o
particulas doradas (Agrecetus, Inc., Wi; Estados Unidos de Norteamérica), entre
otros.

El componente inmunogénico de una composicion de vacuna como se
comtempla aqui muestra una excelente actividad terapéutica, por ejemplo, en el
tratamiento y/o profilaxis de PPE cuando se administra en una cantidad que
depende del caso en particular. Por ejemplo, para las moléculas de péptido
recombinante, se puede administrar desde aproximadamente 0,5 pg hasta
aproximadamente 20 mg, preferiblemente desde aproximadamente 1ug hasta
aproximadamente 10 mg, mas preferiblemente desde aproximadamente 10ug
hasta aproximadamente 5 mg, y mas preferiblemente desde aproximadamente 50
Hg hasta aproximadamente 1 mg, equivalentes al componente inmunoldgico en un
volumen de aproximadamente 1 ml hasta aproximadamente 5 mil. Para las
vacunas de ADN, una cantidad preferida es desde aproximadamente 1ug hasta
aproximadamente 10 mg en un volumen de aproximadamente 1 hasta 5 ml. E!
ADN puede estar presente en forma “desnuda” o puede ser administrado junto

con un agente que facilita la toma celular (por ejemplo, en liposomas o lipidos

41



S )

cationicos). La caracteristica importante es administrar cantidad suficiente de
inmunogen para inducir una respuesta inmune protectora. Las cantidades
anteriores pueden ser administradas como se mencioné o pueden ser calculadas
por kilogramo de peso corporal. El régimen de la dosis puede ser ajustado para
suministrar la respuesta terapéutica optima. Por ejemplo, se pueden administrar
varias dosis divididas o la dosis puede ser reducida en forma proporcional como lo
indican las exigencias de la situacion terapéutica. La administracion de un
refuerzo también puede ser necesaria.

La vacuna de la presente invencion también puede comprender uno o mas
componentes inmunomoduladores adicionales como, por ejemplo, una molecula
adyuvante o citocina, entre otras, que es capaz de aumentar la respuesta
inmunologica contra el componente inmunogénico. Ejemplos no limitantes de
adyuvantes que pueden utilizarse en la vacuna de la presente invencion incluyen
el sistema adyuvante RIBI (Ribi, Inc., Hamilton, MT, Estados Unidos de
Norteamérica), alumbre, geles minerales como gel de hidroxido de aluminio,
emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua en aceite, como, por ejemplo,
copolimero Block (CytRx, Atlanta, GA, Estados Unidos de Norteamérica) QS-21
(Cambridge Biotech Inc., Cambridge, MA, Estados Unidos de Norteamérica) SAF-
M (Chiron, Emeryville, CA, Estados Unidos de Norteamérica), adyuvante
AMPHIGEN®, adyuvante completo de Freund; adyuvante incompleto de Freund; y
Saponin, QuilA y otra fraccidon de saponin, lipido monofosforilo A, y adyuvante
Avridine lipido-amina. Otros agentes inmunomoduladores que pueden incluirse
en la vacuna incluyen, por ejemplo, una o mas citocinas, como interferon e
interleucina, u otras citocinas conocidas. Los agentes tensoactivos no idnicos,
como, por ejemplo, oleiléter de polioxietileno y éter de n-hexadecil polietileno

también pueden ser incluidos en las vacunas de la presente invencion.
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La composicion de la vacuna puede ser administrada en un modo
conveniente, como por via oral, intravenosa (donde es soluble en agua),
intramuscular, subcutanea, intranasal, intradermal, o supositoria, 0 por medio de
implante (por ejemplo, usando tecnologia de liberacion lenta). Dependiendo de la
via de administracién, puede ser necesario recubrir el componente inmunogénico
en un material para protegerlo de la accion de las enzimas, los &cidos y otras
condiciones naturales que pueden inactivarlo, como aquellas que se encuentran
en el tracto digestivo.

La composicion de la vacuna también puede ser administrada en forma
parenteral o intreperitoneana. También se pueden preparar dispersiones en
glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de ellos, o en aceites. Bajo
condiciones comunes de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden
contener un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos. En
forma alternativa, la composicién de la vacuna puede ser almacenada en forma
liofilizada para ser rehidratada con un vehiculo o portador apropiado antes del
uso.

Las formas farmacéuticas apropiadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles (donde sean solubles en agua) o dispersiones y
polvos estériles para la preparacién espontdnea de soluciones o dispersiones
estériles inyectables. En todos los casos la forma debe ser fluida a tal punto que
exista una colocacion facil en la jeringa, salvo que la forma farmacéutica sea un
solido o un semi-sélido como cuando se utiliza la tecnologia de liberacidn lenta.
"En cualquier caso, debe ser estable bajo condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debe ser conservada contra la accién contaminadora de los
microorganismaos.

El portador puede ser un medio solvente o0 de dispersion que contiene, por

ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propitenglicol, y polietilenglicol
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liquido y similares), mezclas apropiadas de ellos y aceites vegetales. La fiuidez
apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por medio del uso de un
recubrimiento, como lecitina, por medio del mantenimiento del tamafo requerido
de particula en el caso de la dispersion y por medio del uso de agentes
tensoactivos. La prevencién de la accion de los microorganismos puede ser
lograda por medio de varios agentes antibacterianos y antifungicos como, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos como, por ejemplo,
azdcares o cloruro de sodio. La absorcidon prolongada de las composiciones
inyectables puede lograrse por medio del uso en las composiciones de agentes
que retrasan la absorcion como, por ejemplo, monoestearato de alumina y
gelatina.

Las soluciones estériles inyectables se preparan por medio de la
incorporacién del compuesto activo en la cantidad requerida en el solvente
apropiado con varios de los otros ingredientes que se mencionaron anteriormente,
segun sea necesario, seguido de la esterilizacion por filtro. Generalmente, las
dispersiones se preparan por medio de la incorporacion del ingrediente activo
esterilizado en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los
ofros ingredientes necesarios seleccionados de los que se mencionaron
anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de
soluciones estériles inyectables, los métodos preferidos de preparacion son
secado al vacio y la técnica de secado por congelamiento que produce un polvo
del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de la solucion
de ellos previamente estéril-filtrada. La presente invencidon se extiende a
composiciones de vacuna que confieren proteccion contra la infeccion por medio
de uno o mas aislados o sub-tipos de L. infracellularis incluyendo aquelios que

pertenecen al mismo suerovar 0 suerogrupo como la Lawsonia intracellularis. La
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composicion de la vacuna preferiblemente también confiere proteccién contra la
infeccidon por otras especies de genes de Lawsonia u otros microorganismos
relacionados con ella; como se determina en el nivel de nucleétido, bioquimico,
estructural, fisioldgico y/o inmunointeractivo; el Unico requerimiento es que dichas
otras especies u otro microorganismo exprese un polipéptido que es ractivo
inmuno|égi‘camente al polipéptido de la invencion que se describe aqui. Por
ejemplo, dichos microorganismos relacionados pueden comprender ADN
genomico que es por lo menos en un 70% idéntico en general al ADN gendmico
de Lawsonia intracellularis segun lo determina el uso de las técnicas estandar de
anaélisis e hibridacion de ADN gendmico.

Los términos “suerogrupo” y “suerovar” se refieren a la clasificacion de los
microorganismos que se basa en datos de tipeo serologico, en particular datos
obtenidos utilizando ensayos de aglutinamiento como la prueba de aglutinamiento
microscopico (MAT). Aquellos que tienen experiencia en el arte sabran que los
antigenoes de suerovar y suercgrupo son un mosaico sobre la superficie de la
célula, y como consecuencia no habra un delineado estricto entre las bacterias
que pertenecen a un suerovar y/o suerogrupo. Mas aun, los organismos que
pertenecen a especies diferentes pueden ser clasificados en el mismo suerovar 0
suerogrupo porgue no se pueden distinguir por determinacion antigénica. Como
se lo utiliza aqui, el término “suerovar” significa una o mas cepas de Lawsonia que
son antigénicamente idénticas con respecto a los determinantes antigenicos
producidos por uno o mas lugares. Cuantitativamente, los suerovars pueden ser
diferenciados entre si por medio de técnicas de absorcion por aglutinacion. Como
se utiliza aqui, el término “suerogrupo” se refiere a un grupo de Lawsonia spp
cuyos miembros se aglutinan con antigenoes del grupo compartido y no se

aglutinan con los miembros de otros grupos, y como consecuencia, los miembros
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de un suerogrupo tienen mas o menos relaciones cercanas antigénicas entre si
por aglutinacién simple.

La presente invencion se extiende claramente a las composiciones de
vacuna para el tratamiento y/o profilaxis de animales, en particular, a
composiciones de vacuna para el tratamiento y/o profilaxis de porcinos y/o
especies de aves, contra cualquier bacteria que pertenezca al mismo suerovar o
suerogrupo que la Lawsonia intracellularis. Preferiblemente, dichos organismos
expresaran un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de aminoacido de
por lo menos aproximadamente 70% en general con respecto a la SEC ID NO: 1
y/o por lo menos aproximadamente 50% con respecto a los aminoacidos 1 a
aproximadamente 42 de la SEC ID NO: 1.

La presente invencion se extiende ademas a fas composiciones de vacuna
capaces de conferir proteccion contra una “variante genética” de Lawsonia
intracellularis, el Unico requerimiento es que dicha variante expresa un polipéptido
que tiene una identidad general de secuencia de aminoacido de por lo menos
aproximadamente 70% con respecto a la SEC ID NO: 1 y/o por lo menos
aproximadamente 50% con respecto a los aminoacidos 1 hasta aproximadamente
42 de la SEC ID NO: 1 o un homoélogo, anélogo o derivado de ellos que es
inmunoldgicamente reactivo al mismo. Las variantes genéticas de L
intracellularis pueden ser desarrolladas por mutacién, recombinacién, conjugacion
o transformacion de L. intracellularis o pueden formarse naturalmente. Una
persona con experiencia en el arte sabra como producir dichos derivados.

En una realizacion particularmente preferida, la composicién de la vacuna
de la invencién esta destinada o es apropiada para profilaxis y/o tratamiento de
infeccidn en un animal porcino 0 un ave y mas preferiblemente, para profilaxis o

tratamiento de un animal porcino contra la infeccién de L. intracellularis.
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De acuerdo con esto, la presente invencidon se extiende claramente al uso
de! polipéptido inmunogénico de la invencidén de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones preferidas o como se ejemplifica aqui en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de PPE en animales, en particular
porcinos y aves.

La invencibn ademas se extiende a un método para el tratamiento y/o
profilaxis de PPE en un animal como un ave o un porcino, dicho método
comprende la administracion de la composicion de la vacuna o el polipéptido
inmunogénico de la invencion como se describe o se ejemplifica aqui a dicho
animal durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para que ocurra una
respuesta inmune. Preferiblemente, en el caso de la administracion de una
composicion de vacuna, la respuesta inmune al inmunogen es una respuesta
inmune protectora.

Aquellos que tienen experiencia en el arte reconoceran la aplicabilidad
general de la invencion en la vacunaciéon de animales que no son porcinos y aves
contra la L. infracellularis yl/o microorganismos relacionados. En la aplicacion
general de la vacuna de la presente invencion, el Gnico requisito previo es que el
animal al cual se confiere la proteccién es capaz de ser infectado con Lawsonia
intracellularis ylo un microorganismo relacionado con ella y que, en el caso de un
microorganismo relacionado con la L. intracellularis, dicho microorganismo
relacionado expresa un epitope de célula B o célula T que imita o reacciona con el
componente polipéptido de la composicion de la vacuna que se describe aqui.
Los animales que pueden ser protegidos por la vacuna de la presente invencion
incluyen, aunque no estan limitados a, humanos, monos, animal'és domésticos
(por ejemplo, gatos, perros), ganado (por ejemplo, cerdos, ovejas, caballos,
burros, cabras), animales de prueba de laboratorio (por ejemplo, ratones, ratas.

conejillos de indias, conejos) y animales salvajes en cautiverio (por ejemplo,
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canguros, zorros, ciervos). La presente invencion también se extiende a la
vacunacion de pajaros como las aves de corral, aves de caza y pajaros
enjaulados.

La presente invencion también se extiende a las vacunas de combinacion
que comprenden una cantidad efectiva de un primero componente inmunogenico
que comprende el polipéptido de la presente invencién combinado con una
cantidad efectiva de un segundo componente inmunogénico que comprende uno
0 més antigenoes distintos capaces de proteger un animal porcino, o un ave,
contra la Lawsonia spp u otro patogen que infecta y causa la enfermedad en dicho
animal. En una realizacion preferida, el segundo componente inmunogenico es
seleccionado del grupo que consiste en la autolisina L. intracellularis, hemolising,
FIgE, y polipéptidos SodC y homodlogos, analogos o derivados de ellos, en
particular variantes inmunogénicas o derivados de ellas, y moléculas de acido
nucleico que [as codifican.

El polipéptido SodC aislado o recombinante de la invencion o un homologo,
analogo o derivado del mismo equivalente a nivel inmunoloégico también es Util
para la preparacién de moléculas inmunoldgicamente 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 de ella.

Segun se lo utiliza aqui, el término “molécula interactiva a nivel
inmunolégico” incluye anticuerpos y derivados de anticuerpo y equivalentes
funcionales, como un Fab, o un SCAB (anticuerpo de cadena simple), cualquiera
de los cuales puede ser opcionalmente conjugado en una enzima, rétulo
radiactivo o fluorescente, entre otros. El Unico requerimiento de dichas moléculas
reactivas a nivel inmunolégico es que sean capaces de unirse especificamente al
polipéptido inmunogénico de la presente invencion como se describio

anteriormente en la invencion.
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De acuerdo con lo expuesto, un aspecto adicional de la presente invencion

se extiende a una molécula reactiva a nivel inmunoldgico que sea capaz de unirse

a uno o mas de los siguientes:

(i)

(iii)

(iv)

un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia’
de aminoécido que tiene por lo menos aproximadamente un 70% de
identidad general de secuencia con la secuencia de aminoacido que
se establece en la SEC ID NO: 1;

un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacido que tiene por lo menos aproximadamente 50% de
identidad de secuencia residuos de aminoacido de hasta
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 42 de la SEC ID NO: 1,
un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende por 1o menos
aproximadamente 5 aminoacidos contiguos de la secuencia de
aminoacido definida por los residuos de 1 hasta aproximadamente
42 delaSECID NO: 1; 0

un homologo, andlogo o derivado de (i), (ii) o (i), que imita un

epitope de célula B o célula T de Lawsonia spp.

En una realizacion preferida, la molécula interactiva a nivel inmunolégico es

un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido que consiste en el

aminoacido de la SEC ID NO: 1, o a los primeros cuarenta y dos aminoacidos de

ella.

Se pueden utilizar métodos convencionales para preparar las moléculas

interactivas a nivel inmunologico. Por ejemplo, por medio del uso de un

polipéptido de la presente invencién, los anticuerpos de antisuero policlonal o

monoclonal pueden ser realizados utilizando métodos estandar. Por ejemplo, un

mamifero (por ejemplo, un ratén, un hamster o un conejo) puede ser inmunizado

con una forma inmunogénica del polipéptido de la presente invencidon que obtiene
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una respuesta del anticuerpc en el mamifero. Las técnicas para conferir
inmunogenicidad en un polipéptido incluyen !a conjugacién a portadores, u otras
técnicas conocidas en el arte. Por ejemplo, el polipéptido puede ser administrado
en presencia de un adyuvante o puede ser acoplado a una moiécula portadora,
como se conoce en el arte, que permite la inmunogenicidad del polipéptido. El
progreso de la inmunizacién puede ser monitoreado por medio de la deteccion de
concentraciones de anticuerpo en el plasma o suero. La prueba estandar ELISA
u ofro inmunoensayo puede ser utilizado con el inmunogen como antigeno para
valorar los niveles de anticuerpos. Luego de la inmunizacion, se puede obtener el
antisuero y, por ejemplo, las moléculas de igG correspondientes a los anticuerpos
policlonales pueden ser aisladas del antisuero.

Para producir anticuerpos monoclonales, las células que producen el
anticuerpo (linfocitcs) pueden ser obtenidas de un animal inmunizado con un
péptido de la presente invencion y fusionadas con células de mieloma por medio
de procedimientos estandar de fusion somatica de células, inmortalizando d!e este
modo esas células y produciendo células de hibridoma. Dichas técnicas son
conocidas en el arte, e incluyen, por ejemplo, la técnica de hibridoma
originalmente desarrollada por Kohler y Milstin (1975), como también otras
técnicas como la técnica de hibridoma de la célula B humana (Kozbor et al.
1983), la tecnica de EBV hibridoma para producir anticuerpos monoclonales
humanos (Cole et al., 1985), y la busqueda de librerias de anticuerpo
combinatorias (Huse et al., 1989). Las células de hibridoma pueden ser aisladas
y seleccionadas inmunoquimicamente para la produccion de anticuerpos que son
reactivos especificamente con el polipéptido y los anticuerpos monoclonales
aislados de ellos.

Como con todas las composiciones inmunogénicas para obtener

anticuerpos, las cantidades efectivas a nivel inmunogénico de los péptidos de la
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invencion deben ser determinadas en forma empirica. Los factores que deben
considerarse incluyen la inmunogenicidad del péptido nativo, si el péptido formara
un complejo con o sera unido en forma covalente a un adyuvante o proteina
portadora u otro portador, o no, la via de administraciéon para la composicion, es
decir, intravenosa, intramuscular, subcutanea, etc., y el nimero de dosis de
inmunizacion que seran administradas. Dichos factores son conocidos en el arte
de la vacuna y se encuentra dentro de la habilidad de los inmundlogos la
realizacion de dichas determinaciones sin una experimentacion indebida.

El término “anticuerpo”, como se lo utiliza aqui, intenta incluir fragmentos
de ellos que son también especificamente reactivos con un péptido que imita o
reacciona con un epitope de célula B o célula T del polipéptido SodC Lawsonia
intracellularis que se observa en la SEC ID NO: 1. Los anticuerpos pueden ser
fragmentados usando técnicas convencionales y los fragmentos pueden ser
seleccionados para la utilidad del mismo modo que se describid anteriormente
para todos los anticuerpos. Por ejemplo, los fragmentos de F(ab’)2 pueden ser
generados por medio del tratamiento del anticuerpo con pepsina. El fragmento de
F(ab’)2 resultante puede ser tratado para reducir los puentes de disulfuro para
producir fragmentos de Fab’.

Se encuentra dentro del alcance de esta invencidn incluir cualquier
anticuerpo secundario (monocionar, policional o fragmentos de anticuerpo),
incluyendo anticuerpos anti-idiotipicos, dirigidos a los primeros anticuerpos de los
que se mencionaron anteriormente. Se pueden usar tanto ios primeros como los
segundos anticuerpos en los ensayos de deteccion o un primer anticuerpo puede
ser utilizado con un anticuerpo de anti-inmunoglobulina comercialmente
disponible. Un anticuerpo segun se lo contempla aqui incluye cualquier
anticuerpo especifico para cualquier region de un péptido que imita o reacciona

con un epitope de célula B o célula T del polipéptido SodC de Lewsonia
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intracellularis que se observa en la SEC ID NO: 1 como se menciond
anteriormente.

Los anticuerpos que se describen aqui son Utiles para la determinacion de
epitopes de célula B o célula T de la secuencia de aminoacido que se observa en
la SEC ID NO: 1 como, por ejemplo, por medio de la prueba de la habilidad de los
péptidos sintéticcs para reaccionar en forma inmunologica con dicha secuencia de
aminoacido o para obtener la produccidn de anticuerpos que reaccionan con
dicha secuencia de aminoacido. Al usar los métodos que se describen aqui, los
anticuerpos policionales, anticuerpos monoclonales o anticuerpos monoclonales
quiméricos también pueden resultar en péptidos que imitan o reaccionan con un
epitope de célula B o célula T del polipéptido SodC de Lawsonia intracellularis
que se observa en la SEC ID NO: 1.

Mas particularmente, los anticuerpos policlonales, monoclonales o
monoclonales quiméricos pueden ser utilizados para detectar los péptidos de la
invencién y/o cualquiera de sus homologos, analogos o derivados de ellos, en
varios materiales bicldgicos. Por ejemplo, pueden ser utilizados en una prueba de
ELISA, un inmunoensayc © prueba histoquimica. En otras palabras. los
anticuerpos pueden ser utilizados para probar la union a un polipéptido de la
invencién o a un homélogo, analogo o derivado de ellos, en una muestra bioldgica
para diagnosticar la presencia de Lawsonia intracellularis.

De acuerdo con esto, otro aspecto adicional de la presente invencion
suministra un método para diagnosticar la infeccion de un animal con Lawsonia
‘Intracellularis o un microorganismo relacionado con ella, dicho método comprende
los pasos de contactar una muestra biolégica derivada de dicho animal con una
molécula inmunologicamente interactiva que es capaz de unirse a un péptido
oligopeptido o polipéptido que comprende la secuencia de aminoacido que se

observa en la SEC ID NO: 1 o un homdlogo, analogo o derivado de ella, durante
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un tiempo y bajo condiciones suficientes para que se forme un complejo
antigeno:anticuerpo, y luego detectar dicha formacion del compiejo. De acuerdo
con esta configuracion de la presente invencion, la molécula inmunoldgicamente
interactiva es preferiblemente una molécula de anticuerpo preparada contra el
polipéptido SodC de Lawsonia intracellularis que se observaenla SECID NO: 10
un analogo o derivado del mismo.

La muestra bioldgica es una que podria contener un polipéptido que tiene
una secuencia de aminoacido que se observa en la SEC (D NO: 1 o un homdlogo,
analogo o derivado de ella, en particular una muestra biolégica derivada de un
huésped porcino o un ave del patogen de Lawsonia intracellularis o un
microorgamismo relacionado con ella, y puede incluir cualquier muestra de tejido
o fluido apropiada del animal. Las muestras bioldgicas preferidas derivan del ileo,
‘ciego, intestino delgado, intestino grueso, nodos del linfo o del suero del huésped
porcino © ave que se somete a prugba. En forma alternativa o ademas de la
muestra la prueba biolégica puede comprender heces o una muestra rectal de
animal.

Para distinguir L. intracellularis de otros microorganismos residentes en el
intestino u otro 6rgano del animal, los anticuerpos no deben ser preparados contra
los epitopes altamente conservados de SodC como aquellas regiones de por lo
menos 5 aminoacidos de longitud que son conservadas entre L. infraceflularis y E.
coli como se observa en la Figura 1.

Los inmunoensayos convencionales pueden ser utilizados para llevar a
cabo esta realizacién de la invencion. Una amplia gama de técnicas de
inmunoensayo estan disponibles y pueden ser observadas como referencia en las
Patentes de los Estados Unidos 4.016.043, 4.424.279 y 4.018.653. Estas, por
supuesto, incluyen tanto ensayos de un solo sitio como de dos sitios 0 ensayos

“‘intercalados” de tipos no competitivos, como también los ensayos de union
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competitivos. Estos ensayos también incluyen la ligacion directa de un anticuerpo
rotulado a un objetivo. Resultara aparente para aquellos técnicos con experiencia
como modificar u optimizar dichos ensayos para llevar a cabo esta realizacion de
la presente invencion, y todas las modificaciones y optimizaciones se incluyen en
la presente invencion.

En una realizacion alternativa, la presente invencion contempla un método
de identificar si un animal ha sufrido una infeccion pasada o no, o si actualmente
esta infectado con Lawsonia intracelflularis o un microorganismo relacionado con
ella, dicho método comprende el contacto de la sangre o suero derivados de dicho
animal con el polipéptido inmunogénico de la invencién durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para que se forme un complejo antigeno:anticuerpo, y la
deteccion de dicha formacion del complejo. Esta realizacion difiere de la
realizaciéon que se describid anteriormente en el sentido que se basa en la
deteccion de los anticuerpos circulantes contra Lawsonia intracellularis o un
organismo relacionado en la sangre o suero de los animales que estan presentes
como consecuencia de una infeccién pasada o actual provocada por este
patogen. Sin embargo, resultara aparente para aquellos que tienen experiencia
en el arte que el principio del formato del ensayo es el mismo. Como con otras
realizaciones de la invencion gque se mencionaron anteriormente, se pueden
utilizar los inmunoensayos convencionales. Las personas que tienen experiencia
en el arte seran capaces con facilidad de variar formatos conocidos de
inmunoensayos para llevar a cabo la presente realizacion. Esta realizacion de la
invencion también puede utilizar derivados de sangre y suero que comprenden
moléculas inmunclégicamente interactivas como, por ejemplo, fracciones de IgG o
IgM parcialmente purificadas y muestras de centrifugacion de la sangre, entre
otras. La preparacion de dichas fracciones tambiéen sera conocida para aquellos

qgue tienen experiencia en el arte.
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Un aspecto adicional de la presente invenciéon suministra una molécula
aislada de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica, 0 es complementaria con una molécula de acido nucleico que codifica,
un péptido, oligopéptido o polipéptido seleccionado de lo siguiente:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacido gue tiene por lo menos aproximadamente un 70% de
identidad general de secuencia con la secuencia de aminoacido que
se establece enla SEC ID NO: 1;

(if) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacido que tiene por lo menos aproximadamente 50% de
identidad de secuencia residuos de aminoacido de hasta
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 42 de la SEC 1D NO: 1;

(i) un péptido que comprende por lo menos aproximadamente S
aminoacidos contiguos derivados de la SEC ID NO: 1; 0

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

En una realizacion preferida, la presente invencion suministra una molécula
aislada de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica, o es complementaria con una molécula de acido nucleico, un inmunogen
polipéptido que comprende, imita o reacciona con un epitope de célula B o de
célula T del polipéptido SodC de Lawsonia intracellufaris que se observa en la
SEC ID NO: 1.

En una realizacién particularmente preferida, la presente invencion
suministra una molécula aislada‘rdev acido nucleico que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica el polipéptido SodC de L. infraceflularis que tiene una
secuencia de aminoacido que se observa en la SEC ID NO: 1 o que codifica

aproximadamente los primeros cuarenta y dos residuos de aminoacido de ella.
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Se abarcan dentro de! alcance de la invencién las formas poliméricas del
polipéptido inmunogénico que se describe agui, como agregados de la secuencia
de aminoacido que se observa en la SEC ID NO: 1 o un homdlogo, analogo o
derivado de ellas o, alternativamente, polipéptidos que comprenden repeticiones
de la secuencia de aminoacido que se observa en la SEC ID NO: 1 o un
homologo, andlogo o derivado de ellos. La presente invencién se extiende
ademas a las moléculas de acido nucleico que codifican dichas formas
poliméricas.

En forma alterantiva o ademas de esto, la molécula aislada de acido
nucleico de la invencidn ademas comprende una secuencia de nucleotidos que
tiene por lo menos aproximadamente 60% de la identidad general de la secuencia
con la secuencia de nucleétido que se observa en la SEC ID NO: 2 o con un
nucledtido complementario de ella. Mas preferiblemente, la identidad porcentual
de la secuencia con la SEC ID NO: 2 o con una secuencia de nucledtido
complementaria a ella es de por lo menos aproximadamente un 80%. Aun mas
preferiblemente, la identidad porcentual de la secuencia es de por o menos un
90%. Aun mas preferiblemente, la identidad porcentual de la secuencia es de por
lo menos aproximadamente un 95%.

En una realizacion preferida, la molécula de acido nucleico comprende ia
secuencia de nucledtido que se observa en la SEC ID NO: 2, o la secuencia de
nucledtido que codifica el SodC presente en pALK14 (ATCC 207155), o una
variante degenerada de ella, y complementos de ellos.

En la determinacion de si dos secuencias de nucledtido caen dentro de
estos limites porcentuales o no, aguellos que tienen experiencia en el arte sabran
que es necesario realizar un cotejo o multiples alineaciones de secuencia. En
dichas comparaciones ¢ alineaciones, surgiran ciferencias en el posicionamiento

de los residuos no idénticos, dependiendo del algoritmos usados para realizar la
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alineacion. En el contexto de esta invencioén, la referencia a una identidad o
similitud porcentual de secuencia entre dos 0 mas secuencias de aminoacido
serd tomada con referencia al nimero de residuos idénticos y similares
respectivamente, entre dichas secuencias, segun se determina con el uso ¢z
cualquier algoritmo estandar conocido por aquellos que tienen experiencia en el
arte. Por ejemplo, las secuencias de nucledtido pueden ser alineadas y su
identidad puede calcularse utilizando un programa BESTFIT u otro programa
apropiado de Computer Genetics Group, Inc., University Research Park, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos de Norteamérica (Devereaux et al, 1984).

En forma alternativa o ademas de esto, la molécula aislada de acido
nucleico de la invencidn es capaz, ademas, de hibridarse por lo menos con
condiciones de baja rigurosidad a la secuencia del nucledtido que se observa en
la SEC ID NO: 2 o una secuencia de nuclettido complementaria a ella o un
fragmento de acido nucleotido que comprende por lo menos aproximadamente 20
nucledtidos contiguos en longitud derivados de la secuencia que se observa en Ia
SEC ID NO: 2 o0 una secuencia de nuclebtido complementaria a ella.

Preferiblemente, dicha molécula de acido nucleico es capaz de hibridarse
bajo por lo menos condiciones de rigurosidad moderada, y aun preferiblemente
bajo condiciones de rigurosidad elevada.

Para los propdsitos de la definicion del nivel de rigurosidad, una baja
rigurosidad se define como una hibridacion y/o un lavado realizados en un tampdn
de 6xSSC, 0,1% (p/v) SDS a 28°C. Una rigurosidad moderada se define como
una hibridacion y/o un lavado realizados en un tampon de 2xSSC, 0,1% (p/v) SDS
a una temperatura en el orden de los 45°C. Una rigurosidad elevada se d.eﬂhe
aqui como una hibridacion y/o un lavado realizados en un tampén de 0,1xSSC,

0,1% (p/v) SDS a una temperatura de por lo menos 6528°C.
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Generaimente, la rigurosidad aumenta por la disminucion de la
concentracion del tampon de SSC y/o el aumento de la concentracion de SDS y/o
aumento de la temperatura del hibridacion y/o lavado. Agquellos que tienen
‘experiencia en el arte sabran que las condiciones para la hibridacion y/o lavado
pueden variar dependiendo de la naturaleza de la membrana de hibridacion o el
tipo de sonda para hibridacion utilizada. Las condiciones para hibridacion y
lavados son comprendidas por alguien con experiencia en el arte. Para
propositos de clasificacion de los parametros que afectan la hibridacion entre las
moléculas de acido nucleico, se encuentra referencia en las paginas 2.10.8 hasta
2.10.16 de Ausubel et al (1987) que se incorpora aqui a modo de referencia.

La presente invencion claramente abarca las construcciones genéticas que
ccmprenden la molécula de acido nucleico en un formato expresable apropiado
para la preparacion de un polipéptido inmunogénico recombinante de la presente
invencién, como para usar en vacunas recombinantes polivalentes o
recombinantes univalentes.

En dichos casos, la molécula de acido nucleico estara operablemente
conectada a una secuencia promotora, que puede regular la expresién de dicha
molécula de &cido nucleico en una célula procariética o eucaridtica como se
describié anteriormente.

La construccion genética comprende ademas en forma opcional una
secuencia de terminaciéon. El término “de terminacion” se refiere a una secuencia
de ADN en el extremo de la unidad de transcripcion que sefiala la terminacion de
la transcripcion. Una “terminacion” es una secuencia nucledtida, generalmente
ubicada dentro de la regidon 3’ no trasladada de un gen o mARN, que comprende
una sefal de poliadenilacién para facilitar la incorporacion posterior a la
transcripcion de una secuencia de poliadenilaio al extremo 3’ de una transcripcion

primaria de mARN. Las secuencias de terminacion pueden ser aisladas de las
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secuencias genéticas de bacteria, hongo, virus, animales y/o plantas. Los activos
de terminacion en las células animales son conocidas como se las describe en la
literatura.

En una realizacion preferida, la construccion genética puede ser una
clonacién o un vector de expresién, como se lo conoce en el arte, como un
plasmido, cosmido o fago, que comprende una molécula de acido nucleico de la
presente invencion, y células huésped transformadas o transfectadas con ellos.
En una realizaciéon no limitante, el vector es un plasmido pALK14 (ATCC Acceso
No. 207155).

Las construcciones genéticas de la presente invencidn son particularmente
utiles para producir el componente: proteindceo inmunogénico de la composicion
de vacuna que se describe aqui para su uso en una vacuna de ADN.

Se puede emplear una variedad de ensayos de diagnéstico genético para
detectar la infeccibn de un animal con Lawsonia intracellularis o un
microorganismo relacionado usando la molécula de acido nucleico que se
describid aqui, como por ejemplo, ensayos basados en la reaccién de la cadena
de polimerasa (PCR) y la hibridacion de acido nucleico. Todos estos ensayos
estan contemplados en la presente invencion.

De acuerdo con esto, otro aspecto adicional de la presente invencion
suministra un método de diagndstico para detectar Lawsonia intracellularis o un
microorganismo relacionado en una muestra bioldgica derivada de un sujeto
animal, dicho método comprende los pasos de hibridar una o mas sondas o
cebadores derivados de la secuencia de nucledtido que se observa en la SEC ID
NO: 2 o una secuencia de nucleétido complementaria a ella o un homélogo,
analogo o derivado de ella, o una molécula de ADN o ARN presente en dicha

muestra y luego la deteccion de dicha hibridacion usando medios de deteccion.
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Segun se lo utiliza aqui, el término “sonda” se refiere a una molécula de
acido nucleico que deriva de la secuencia de nucledtido que se observa en la
SEC ID NO: 2 y que es capaz de ser utilizada en la detecciéon de ella. Las sondas
pueden comprender ADN (con una sola torsidon o con dos torsiones) o ARN (es
decir, ribosondas) o analogos de ellas.

El término “cebador’ se refiere a una sonda como se describid
anteriormente que ademas es capaz de ser utilizada para amplificar la secuencia
nucledtida de Lawsonia intracellularis 0 un microorganismo relacionado con ella
en una PCR.

Las sondas y cebadores preferidos pueden incluir fragmentos de la
secuencia de nucledtido que se observa en la SEC ID NO: 2 y moléculas
sintéticas de ADN de una sola torsion o de ARN de por lo menos
aproximadamente 15 nucledtidos en longitud derivados de la secuencia que se
observa en la SEC ID NO: 2 o una secuencia de nucledtido complementaria a
ella.

Preferiblemente, las sondas y cebadores de acuerdo con esta realizacion
comprenderan por lo menos aproximadamente 20 nucledtidos contiguos
derivados de la SEC ID NO:2 o una secuencia complementaria a ella, aun mas
preferiblemente  aproximadamente 25 nucledtidos contiguos, aun mas
preferiblemente por o menos aproximadamente 50 nucledtidos contiguos, y aun
mas preferiblemente aproximadamente 100 nucledtidos contiguos hasta
aproximadamente 500 nucleotidos derivados de la secuencia que se observa en
la SEC ID NO: 2 o un complemento de ella. Las sondas y cebadores que
comprenden la longitud total de la SEC ID NO: 2 o una secuencia de nucledtido
complementaria a ella también estan incluidos en la presente invencion.

Para el propdsito de la presente, "homodlogos” de una secuencia de

nucledtido se referira a una molécula aislada de acido nucleico que codifica un
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polipéptido que es funcionalmente equivalente al polipéptido codifocado por la
molécula de &cido nucleico de la presente invencion o a un polipeptido que es un
homologo, analogo o derivado de la SEC ID NO: 1, sin tener en cuenta la
ocurrencia dentro de dicha secuencia, de una o mas sustituciones, inserciones,
eliminaciones o reacomodamientos de nucledtidos.

Los “analogos” de una secuencia de nucledtido observada aqui se referiran
a una molécula aislada de &cido nucleico que codifica un polipéptido
funcionalmente equivalente al polipéptido codificado por una molécula de acido
nucleico de la presente invencion, o un homélogo, analogo o derivado de un
polipéptido que tiene la secuencia de aminiacido de la SEC ID NO: 1, sin importar
la ocurrencia de cualquier consituyente que no es nucleétido gue normalmente no
se encuentra presente en dicha molécula aislada de acido nucleico como, por
ejemplo, carbohidratos, radioquimicos incluyendo radio nuciedtidos, moleculas
reporteras como, aungque sin limitarse a, biotina, DIG, fosfatasa alcalina o
peroxidasa de rabano, entre otros.

Los “derivados” de la secuencia nucledtida que se observa aqui se tomaran
como referencia a cualquier molécula aislada de acido nucleico que contiene por
lo menos aproximadamente 50% de identidad de secuencia de nuciebtido con 15
o mas nucledtidos contiguos presentes en la secuencia de nucledtido que se
observa en la SEC ID NO: 2 o una secuencia de nucleétido complementaria a
ella. Generalmente, la secuencia de nuclettido de la presente invencion puede
estar sujeta a mutagénesis para producir sustituciones, eliminaciones y/o
inserciones simples o multiples de nucledtido. Los derivados de insercion del
nucledtido de la secuencia de nucleétido de la presente invencion incluye fusiones
terminales de 5’ y 3’ como también las inserciones intra-secuencia de nucledtidos
simples o multiples o analogos de nucledtido. Las variantes de la secuencia de

insercion de nucleétido son aquellas en las cuales se introducen uno o0 mas
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nucledtidos o analogos de nucledtido en un sitio predeterminado en la secuencia
de nucledtido de dicha secuencia, aunque la insercion aleatoria también es
posible con el monitoreo apropiado del producto resultante. Las variantes de
eliminacién de la secuencia de nucleotido estan caracterizadas por la eliminacion
de uno o mas nucledtidos de la secuencia de nucleétido. Las variantes
sustitucionales de la secuencia de nucledtido son aquellas en las cuales un
nucledtido de la secuencia ha sido eliminado y un nucledtido o analogo de
nucledtido diferente ha sido insertado en su lugar. En una realizacién preferida,
dichas sustituciones son seleccionadas sobre la base de la degeneracion del
codigo genético, como se conoce en el arte, con la variante sustitucional
resultante codificando la secuencia de aminoacido de la SEC 1D NO: 1 o por lo
menos aproximadamente los primeros 42 aminoacidos de ella.

Las sondas o cebadores pueden comprender residuos de inosina, adenina,
guanina, timidina, citidina o uraciio o andlogos funcionales o derivados de ellos
que son capaces deyser incorporados en la molécula de polinucledtido, con la
condicion de que la sonda o cebador resultante sea capaz de hibridarse bajo por
lo menos condiciones de baja rigurosidad a la SEC ID NO: 2 o una secuencia de
nucledtido complementaria de elia, o es por lo menos un 70% idéntica a la SEC ID
NO: 2 o a una secuencia de nucleodtido complementaria a ella.

La muestra biolégica de acuerdo con este aspecto de la invencion incluye
cualquier drgano, tejido, célula o exudado que contiene o es probable que
contenga Lawsonia intracellularis o un derivado de acido nucleico de ella. Una
muestra biologica puede prepararse en una solucidén apropiada como, por
ejemplo, un tampdn de extraccion o un tampdn suspension. La presente
invencion se extiende a la prueba de soluciones bioldgicas preparadas de este
modo, donde el unico requerimiento es que dicha solucion por lo menos

comprenda muestras biologicas como se describe aqui.

62

=



EL ensayo de diagnostico de la presente invencion es Util para la deteccion
de Lawsonia intracellularis o un microorganismo relacionado que expresa el
polipéptido SodC de la presente invencion o un polipéptido similar a SodC.

La presente invencion contempla claramente los ensayos de diagnostico
gue son capaces de deteccién tanto de genes especificos como de especies
especificas. De acuerdo con esto, en una realizacion, la sonda o cebador, o un
homologo, analogo o derivado de ellos, comprende ADN capaz de ser utilizado
en la detecciéon de Lawsonia spp multiple. En una realizacion alternativa, la sonda
o cebador o un homaélogo, analogo o derivado de ellos, comprende ADN capaz de
ser utilizado para distinguir Lawsonia intracellularis a partir de microorganismos
relacionados.

Las regiones menos conservadas en forma menos elevadas dentro de la
SEC ID NO: 2, como aquelias que codifican aminoacidos desde aproximadamente
la posicidon 1 hasta la posicién 42 del polipéptido SodC de Lawsonia Intracellularis
que se observa en la SEC ID NO: 1, son particuiarmente Gtiles como sondas y/o
cebadores de especie especifica para la deteccién de Lawsonia intracellularis y
especies relacionadas muy cercanas.

Ademas, los ensayos de diagnostico especificos que se describen aqui
pueden ser adaptados a un ensayo de gen especifico o de especie especifica por
medio de la variacion de la rigurosidad del paso de hibridacion. De acuerdo con
esto, se puede utilizar una hibridacion de rigurosidad baja para detectar muchas
especies diferentes de Lawsonia en una o mas muestras biologicas que se
someten a ensayo, mientras que la hibridaciéon de rigurosidad elevada se puede
utilizar para distinguir Lawsonia intracellularis a partir de otras especies.

El medio de deteccion de acuerdo con este aspecto de la invencion puede
ser cualquier medio de deteccion basado en &cido nucleico como, pof ejemplo,

técnicas de hibridacién con acido nucleico o el ensayo de hibridacion por

63

A



*

cromatografia de papel (PACHA), o una reaccion de amplificacién como PCR, o
un sistema de amplificacion que se basa en la secuencia de acido nucleico
(NASBA). La invencion ademas abarca el uso de formatos de ensayos diferentes
de dicho medio de deteccién que se basa en acido nucleico, incluyendo el
polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion (RFLP), polimorfismo de la
longitud del fragmento amplificado (AFLP), polimorfismo de la cadena de una sola
torsion (SSCP), deteccién de equivalencia equivocada y amplificacién (AMD),
reaccion de la cadena de polimerasa de secuencia repetitiva entremezclada (IRS-
PCR), reaccién de la cadena inversa de polimerasa (iPCR), reaccion de la cadena
de polimerasa in situ y reaccion de la cadena de nolimerasa de transcripcion
inversa (RT-PCR), entre otros.

Donde el medio de deteccién es una técnica de hibridacion de acido
nucleico, la sonda puede ser rotulada con una molécula reportera capaz de
producir una sefial identificable (por ejemplo, un radioisotopo como **P o S, o
una molécula biotinilada). De acuerdo con esta realizacidon, aquellos que tienen
experiencia en el arte sabran que la deteccion de dicha molécula reportera
suministra la identificacion de la sonda y que, luego de la reaccién por hibridacion,
se facilita la deteccion de las correspondientes secuencias de nucledtido en la
muestra bioldgica. Se pueden utilizar sondas adicionales para confirmar los
resultados del ensayo obtenidos con el uso de una sola sonda.

Una variacion de la técnica de hibridacion del acido nucleico contempliada
por la presente invencidn es el ensayo de hibridacion por cromatografia de papel

(PACHA) gque se describe en Reinhartz et al (1993) y equivalentes del mismo,
| dbnde ‘L‘mar molécula de acido nucleico objeto es rotulada con una molécula
reportera como la biotina, aplicada a un extremo de una tira filtro de membrana de
nylono o nitrocelulosa y sometida a cromatografia bajo la accion de capilares y

otras fuerzas (por ejemplo, un campo eléctrico) durante un tiempo y bajo
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condiciones suficientes para promover la migracién de dicho &cido nucleico
objetivo a fo largo de la iongitud de dicha membrana a una zona en la cual la
sonda de ADN es inmovilizada, por ejemplo, en la regién media. De acuerdo con
este formato de deteccion, el acido nucleico objetivo rotulado que comprende las
secuencias de Lawsonia spp. complementarias a la sonda se hibridaran a ella y
se inmovilizaran en esa regiéon de la membrana a la cual esta unida la sonda. Las
secuencias no complementarias a la sonda seran difusas luego de pasar el sitio
en el cual esta unida la sonda. El acido nucleico objetivo puede comprender una
extraccion cruda o parciaimente pura de ADN o ARN o, en forma alternativa, un
ADN ampliado o purificado. Las variaciones adicionales de este medio de
deteccidon que utilizan las secuencias de nucledtido que se describen aqui, estan
claramente abarcadas por la presente invencioén.

Donde el medio de deteccion es un RFLP, el acido nucleico derivado de la
muestra bioldgica, en particuiar ADN, es digerido con una o mas enzimas de
endoglucanasa y el ADN digerido es sometido a electroforesis, transferido a un
soporte sdélido como, por ejemplo, una membrana de nylon o nitrocelulosa, e
hibridados a una sonda opcionalmente rotulada ccn una molécula reportera, como
se definié anteriormente. De acuerdo con esta realizacién, un modelo especifico
de fragmentos de ADN se muestra en el soporte, donde dicho modelo es
preferiblemente especifico para una especie de Lawsonia en particular para
permitir al usuario distinguir entre las especies diferentes de bacteria.

Donde el medio de deteccién es una reaccién de amplificacidn como, por
ejemplo, una reaccidon de la cadena de polimerasa o un sistema de amplificacion
que se basa en la secuenciarde» acido nucleico (NASBA) o una variante de ellos,
una o mas moléculas cebador de acido nucleico de por lo menos 15 nucledtidos
contiguos de longitud que derivan de la SEC ID NO: 2 o su secuencia de

nucledtido complementaria, 0 un homélogo, analogo o derivado de ellos, es
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hibridada con el acido nucleico derivado de una muestra bioldgica, y las copias de
acido nucleico de las secuencias genéticas que codifican el SodC en dicha
muestra, o una parte o fragmento de ellas, se amplifican en forma enzimatica.

Aquellos que tienen experiencia en el arte sabran que debe haber un
porcentaje suficientemente elevado de identidad de secuencia de nucledtido entre
los cebadores y las secuencias en la molécula templada de la muestra bioldgica a
la cual se hibridan (es decir, la “molécula templada”). Como se menciond
anteriormente, las condiciones de rigurosidad pueden ser seleccionadas para
promover la hibridacion.

Preferiblemente, cada cebador es por lo menos aproximadamente 95%
idéntico a una regiéon de la SEC ID NO: 2 o su secuencia de nucledtido
complementaria en la molécula templada a la cual se hibrida.

Aqguellos que tienen experiencia en el arte sabran también que, en un
formato, la PCR suministra la hibridacién de cebadores no complementarios a
diferentes cordones de la molécula templada, de modo que los cebadores
hibridados estan ubicados para facilitar la sintesis 5' - 3’ del acido nucleico en la
region interviniente, bajo el control de una enzima de polimerasa de ADN
termoestable. Como consecuencia, la PCR suministra una ventaja por encima de
los otros medios de deteccién en la medida que la secuencia de nucledtido en la
region entre los cebadores hibridados puede ser desconocida o no relacionada
con ninguna secuencia conocida de nucledtido.

En una realizacion alternativa, donde el medio de deteccion es AFLP, los
cebadores se seleccionan de modo que, cuando el acido nucleico derivado de la
muestra biolégica, en particular ADN se amplifica, diferentes productos de
amplificacion de longitud se producen a partir de diferentes Lawsonia spp. Los
productos de amplificacion pueden ser sometidos a electroforesis, transferidos a

un soporte solido como, por ejemplo, una membrana de nylon o nitrocelulosa, e
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hibridados a una sonda opcionalmente rotulada con una moléecula reportera como
se menciond anteriormente. De acuerdo con esta realizacidon, un modelo
especifico de fragmentos de ADN amplificados se muestra en el soporte, dicho
modelo opcionalmente especifico para una Lawsonia spp en particular, para
permitir al usuario distinguir entre diferentes especies de bacteria en el mismo
modo que para el analisis de RFLP.

La técnica de AMD facilita, no solamente la deteccion del ADN de Lawsonia
sSpp en una muestra bioldgica, sino también la determinaciéon de las variantes de
la secuencia de nucleétido que difieren de los cebadores y sondas usadas en el
formato del ensayo. Donde el medio de deteccion es AMD, [a sonda es rotulada
en el extremo con una molécula reportera y mezclada con un exceso de molécuia
templada amplificada. Las mezclas son subsiguientemente desnaturalizadas y se
las deja volver a naturalizarse para formar “sonda:moléculas hibridas templadas’
o “hibridos”, de modo que cualquier variacion de la secuencia de nucledtido entre
la sonda y la molécula templada a la cual se hibrida interrumpira la paridad de la
base en los hibridos. Estas regiones de equivalencia equivocada son sensibles a
modificacion quimica especifica con el uso de hidroxilamina (residuos de citocina
con equivalencia equivocada) o tetroxido de osmio (residuos de timidina con
equivalencia equivocada), permitiendo fa subsiguiente disociacion del sitio
modificado usando piperidina. El acido nucleico disociado puede ser analizado
usando electroforesis con gel de poliacrilamida desnaturalizante, seguido de la
hibridacion estandar de acido nucleico como se describid anteriormente, para
detectar las secuencias de nucledtido que derivan de Lawsonia. Aquellos que
tienen experiencia en el arte conoceran medios de rotulacion del extremo de una
sonda genética de acuerdo con el rendimiento de la invencion que se describe en

esta realizacion.
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De acuerdo con esta realizacion, el uso de una sola sonda rotulada en el
extremo permite la localizacion inequivoca de la variacion de la secuencia. La
distancia entre los puntos de la variacion de la secuencia y el rétulo final esta
representada por el tamafio del producto de disociacién.

En una realizaciéon alternativa de AMD, la sonda es rotulada en ambos
extremos con una molécula reportera, para facilitar el analisis simultaneo de las
cadenas de ADN.

Donde el medio de deteccion es RT-PCR, la muestra de acido nucleico
comprende una molécula de ARN que es un producto de transicion de ADN
derivado de Lawsonia o un homologo, anédlogo o derivado del mismo. Como
consecuencia, este formato de ensayo es particularmente util cuando es deseable
determinar la expresién de uno o mas genes de Lawsonia. De acuerdo con esta
ralizacion, la muestra de ARN se transcribe en forma inversa para producir el ADN
complementario de cadena simpie que es amplificado en forma subsiguiente
usando procedimientos estandar.

Las variaciones de estas realizaciones que se describen aqui se describan
en detalle en McPherson et al (1991).

La presente invencion se extiende claramente al uso de cualquiera de
todos los medios de deteccidn mencionados anteriormente para los propésitos de
diagnosticar la infecciéon con Lawsonia spp y en particular Lawsonia intracellularis
en un animal.

El medio de deteccién por reaccién de amplificacion que se describid
anteriormente ademas puede ser acoplado al medio de deteccion por reaccion de
hibridacion clasico para aumentar en forma adicional la sensibilidad y la
especificidad del método inventivo, como por medio de la hibridacion del ADN
amplificado con una sonda que es diferente de cualquiera de los cebadores

utilizados en la reaccion de amplificacion.
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De un modo similar, el medio de deteccion por reaccion de hibridacion que
se describié anteriormente puede ser acoplado ademéas a un segundo paso de
hibridacion que emplea una sonda que es diferente de la sonda utilizada en la
primera reaccion de hibridacion.

Un aspecto adicional de la presente invencién suministra una sonda o
cebador aislados derivados de la SEC ID NO: 2 o una secuencia de nucledtido
complementaria a ella.

La presente invencién se describe en mas detalle por medio de los

siguientes ejemplos no limitantes:

EJEMPLO 1

FUNTES DE TEJIDO DE CERDO

Intestinos de Cerdo Infectados.

Se tomaron secciones de ilea muy engrosada de cerdos afectados por PPE en
forma natural o experimental. La presencia de bacteria de L. intracellularis en la
flea fue confirmada usando un manchado inmunofluorescente con anticuerpos
monoclonales especificos (McOrist et al, 1987). Un ejemplo de anticuerpo
apropiado es el anticuerpo monoclonal |IG4 disponible de la Universidad de

Edimburgo, Reino Unido.

EJEMPLO 2

AISLAMIENTO DE BACTERIA DE Lawsonia intracellularis DEL ILEO
INFECTADO DEL CERDO.

Las bacterias de Lawsonia intracellularis se extrajeron directamente de las
lesiones de PPE en cerdos por medio de filtracion y luego se purificaron con
gradiente de Percoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia) de la siguiente manera. Se

obtuvo ilea infectada de los cerdos y se confirmd la presencia de L. intracellularis
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en forma histologica antes del almacenamiento a -80°C. Las secciones de ileo
fueron descongeladas y se rasparon aproximadamente 8 g de mucosa infectada
de la pared del intestino. La mucosa fue homogeneizada con 40 ml de solucion
salina tamponada estéril de fosfato (PBS) a velocidad media durante 10 segundos
usando un omnimezclador Sorvall. Esta suspension fue centrifugada a 2000 x g
durante 4 minutos. E| material flotante fue descartado y el glébulo celular fue
suspendido nuevamente en 40 ml de PBS y se volvio a centrifugar. Este paso de
lavado fue repetido dos veces. E! glébulo ceiular fue suspendido nuevamente en
20 ml de PBS y homogeneizado a velocidad completa durante 1 minuto para
liberar la bacteria de L. intracellularis.

Este producto homogéneo fue centrifugado a 1000 x g durante 4 minutos
produciendo un glébulo que contiene una mezcla cruda de células epieteliales
homogeneizadas y bacteria intestinal. El producto de flotacion fue filtrado
utilizando filtros con poros de 3 um, 1,2 um y 0,8 um (Millipore Corporation, MA,
Estados Unidos de Norteamérica). El filtrado fue centrifugado a 8000 x g durante
30 minutos, dando como resuitado un glébuio pequefio de bacteria de L.
intracellularis. La bacteria de L. intracellularis fue purificada ademas utilizando un
45% de gradiente de Percoll autoformante de la siguiente manera: Se mezclaron
2 ml de preparacion bacteriana por inversién en 30 ml de un gradiente (45% viv
de Percoll, 150 mM de NaCl) de Percoil (Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia)
autoformante. Los gradientes fueron centrifugados en un centrifugo Sorval
usando el rotor SS34 a 20.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Usualmente un
numero de bandas se forman dentro del gradiente. Se obtuvo la banda
(usualmente ubicada aprb}iimadafnehte é 10-20 mm de la base del tubo) que
contiene la bacteria de L. intracellularis y el volumen fue realizado hasta 16 ml con

PBS. Luego se centrifugd la solucion durante 15 minutos a 8000 rpm. El
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globulillo resultante fue lavado con PBS antes de ser suspendido nuevamente en

el volumen final de aproximadamente.un ml.

EJEMPLO 3

PURIFICACION DE ADN GENOMICO DE Lawsonia intracellularis

Se extrajo el ADN genomico de la bacteria de Lawsonia intracellularis purificada
con gradiente de Percoll obtenida de los raspados de ilea de cerdo infectado
(Ejemplo 2) por medio de los métodos descriptos por Anderson et al (1984) y
Sambrook et al (1989)

En resumen, las células de L. intracellularis fueron transformadas en
gldbulos por medio de centrifugado a 14.000 x g a 4°C durante 15 minutos. Las
células fueron suspendidas nuevamente en 10 m! de tampén de TE (1 mM Tris-
HCI, 0,1 mM de EDTA, pH 8,0) y centrifugadas como antes. EI globulillo fue
suspendido nuevamente en 4 ml de tampon de TE que contiene 4 mg/ml de
Lysozyme (Sigma Chemical CO.) y se incubd a 37°C durante 20 min. La SDSy la
proteinasa K (Promega, WI!, Estados Unidos de Norteamérica) fueron
incorporadas a las concentraciones finales de 1% (p/v) y 200 pg/ml,
respectivamente y la incubacion se continud a 45°C durante 4 horas. Luego se
extrajo el lisato con un volumen igual de fenol, fenol.cloroformo (1:1) vy
cloroformo, respectivamente, y se recuperaron los acidos nucleicos del producto
de flotacién por medio de precipitacion con etanol. El globulillo fue disuelto
suavemente en TE, tratado con RnaseA (Promega, W\, Estados Unidos de
Norteamérica) a 37°C durante 30 minutos y luego digerido con proteinasa K en
presencia de 0,5% (p/v) de SDS durante 1 h”a 50°C. 'Luego de otra ronda de
precipitacion de fenol:cloroformo (1:1) y etanol, el ADN purificado fue disuelto en

TE. El ADN fue almacenado a 4°C.
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EJEMPLO 4

MONITOREO INMUNOLOGICO DE LA LIBRERIA DE L. INTRACELLULARIS
USANDO SUERO EXPERIMENTAL DE CERDOS VACUNADOS.

El ADN gendmico del Ejempio 3 fue parcialmente digerido con la endonucleasa de
restriccidn Sau3A (Promega) y ligado a Lambda ZAP Express (Stratagene, CA,
Estados Unidos de Norteamérica). La libreria de lambda fue laminada en un
colchén de células de E. coli XLI-Blue a una densidad de 1.000 unidades de
formacion de fago (pfu) por cada lamina de 150 mm de de agar L-broth. La
libreria fue monitoreada usando el método que se describe en Protoblot Technical
Manual (Promega, WI, Estados Unidos de Norteamérica). Los filtros fueron
bloqueados en un tampdn bloqueante (10 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl,
0,05% de Tween 20 y 5% de blotto) antes de la seleccion con suero de los cerdos
Y12 y/o 395. Los cerdos Y12 y 395 habian sido inmunizados previamente con L.
intracellularis matada con formalina y L. intracellufaris matada por calor,
respectivamente, como se describid en la Solicitud de Pétente internacionatl No.
PCT/AU96/00767. Las placas positivas identificadas en la primera seleccion
fueron obtenidas, laminadas nuevamente a una densidad inferior y seleccionadas
nuevamente con cualquiera o con ambos sueros hasta que se identificé una placa
individual positiva. E! ADN del plasmido del clon de fago lambda positivo fue
aislado por excision in viiro, segun lo recomienda el fabricante. (Stratagene, CA,
Estados Unidos de Norteamérica). Este clon, p98LI50, contenia el gen SodC de L.

intracellularis.

EJEMPLO 5
ANALISIS DE CLONES DE FAGO QUE EXPRESAN L. INTRACELLULARIS
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El ADN fagémico de los clones de fago gue expresan AZAP fue aislado por
excision in vivo, por medio de las condiciones recomendadas por el fabricante
(Stratagene).

Se extrajo el ADN plasmido para un analisis de restriccion por medio de
lisis alcalina, como se describe en Sambrook et al (1989), y para un
secuenciamiente automatizado, usando el High Pure Plasmid Kit, como lo
recomienda el fabricante (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania).

La secuencia de nucledtido del gen sodC de la L. intracellularis fue
obtenida del clon pS8LI5S0 identificado en el ejemplo que antecede. El
secuenciamiento del ADN de las inserciones de clon aisladas fue realizado por
medio del método de terminacién de colorante de secuenciamiento automatizado
(ABl Biosystems, CA, Estados Unidcs de NMNorteamérica). La secuencia de
nucledtido de la regién de codificacion completa del gen SodC se observa en |a

SEC ID NO: 2.

' EJEMPLO 6

IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE L. INTRACELLULARIS

La similitud de la secuencia de las moléculas de ADN que codifican los candidatos
putativos de vacunas identificados en el Ejempio 4 y 5, fue identificada usando el
algoritmo Clustal W (Thompson et al.,, 1994). Las secuencias alineadas de
aminoacido de L. intracellularis SodC putativas (SEC ID NO: 1), polipeptidos
Yersinia enterolytica SodC y Yersinia pseudotuberculosis SodC comparten
aproximadamente un 20% de la identidad de secuencia de aminoacido vy
aproximadamente un 35% de similitud general de aminoacido. Adicionalmente,
las secuencias de aminoacido alineadas de L. intracellularis SodC putativas (SEC
ID NO: 1), polipéptidos Yersinia enterolytica SodC, Yersinia pseudotuberculosis

SodC y Haemophulua influenzae SodC comparien solo aproximadamente un 12%
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de identidad de la secuencia de aminoacido y aproximadamente un 25% de
. similitud general de aminoacido (Figura 3). Las regiones unicas de!l polipéptido
Lawsonia intracellularis SodC son aparentes a partir de una comparacion de la
secuencia de aminoacido de este polipéptido con respecto a las de otros

microorgamismos (Figura 3).

EJEMPLO 7

EXPRESION DE LA PROTEINA sodC DE LONGITUD COMPLETA

La secuencia primaria de la proteina nativa SodC parece identificarse con los
requerimientos de la secuencia del sitio de disociacion del péptido de senal
secretoria estandar y un sitio de disociacion de lipoproteina procaridtica. Ambos
sitios de disociacion estan ubicados en Ala26-Cys27 de la secuencia de
aminoacido que se observa enla SEC ID NO: 1.

La expresion de ciertas proteinas pueden con frecuencia ser mejoradas por
medio ce la fusién de un péptido dominante corto o un “péptido protector” al
término N de la proteina objetivo. Este péptido protector proteje las proteinas
recombinantes de la protedlisis (Sung et al., 1986; 1987 y Patente de los Estados
Unidos No. 5.460.954).

Para expresar la proteina SodC, la secuencia de ADN del nucledtido que
codifica la sefial putativa de la proteina SodC fue eliminada del gen de SodC de
fongitud completa (SEC ID NO: 2) para obtener una secuencia de senal que
codifica un polipéptido SodC de secuencia deficiente, designado SS(-)SodC.
Segundo, una secuencia de nucledtido que codifica la secuencia dominante de
aminoacido del péptido protector MGTTTTTTSL (PP, SEC ID NO: 3) fue
fusionada con el extremo 5 de SS(-)SodC, para obtener PP-SS(-)SodC. Los

detalles de clonacion se observan en el ejemplo 8 mas abajo.
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EJEMPLO &

AMPLIFICACION DE SodC

El ADN templado para SodC fue plasmido p98LIS0O. El plasmido p98LISO fue
obtenido de Lambda ZAP Express (Stratagene Clonina Systems, La Jolls,
California) y es un derivado pBK-CMV, que fue identificado por la seleccion de
una libreria lambda de L.intraceilularis genémica con un antisuero de cerdo o-L.
intracellularis, como se describio en el gjemplo 4.

Las amificaciones de PCR consistian en 0,1 ng de templado de plasmido, 1
uM cada uno de cebadores hacia delante (RA176:
STTTATTCATTCAGAAGGAGCTTC 3, SEC ID NO: 3) e inversos (RA177: 5
AAGTTTAGCAATTTCTGAAAG 3'; SEC ID NO: 4), 7,5 unidades de polimerasa
KlenTakl (Ab Péptides, Inc., St. Louis, Missouri), 0,075 unidades de polimerasa
Pfu (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, California) 1x PC2 (KlenTakl) de
tampon y 0,2 mM dNTPs en un volumen de 50 ul. PCR fue realizada en 4 etapas:
(i} 95°C durante 5 minutos (5); (i) 94°C durante 1 minuto, 58°C durante 30
segundos, 72°C durante 1,5 min, x 33 ciclos: (iii) 72°C durante 10 minutos, (iv)
mantenido a 4°C.

El fragmento de PCR que codifica el gen SodC de L. intracellularis fue
subclonado en pCR2,1-TOPO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) y designado como
pALK14. El plasmido intermedio pCR2,1-TOPO fue digerido con Ncol y EcoRl y
el fragmento de 0,6 kb cortado del mismo fue purificado con gel y subclonado en
pET28b digerido con EcoRI-Ncol, para producir el plasmido de expresion PP-SS(-
) SodC, pRLO32. En este plasmido, el codon de comienzo ATG de PP-SS(-)SodC
es directamente hacia abajo desde el sitio de unién al ribosoma. La expresion de
la proteina PP-SS(-)SodC a partir de este plasmido se encuentra bajo control del
promotor T7, que es inducible por IPTG. El plasmido fue introducido en células ¢

E. coliBL21 (DE3) para la expresion de la proteina modificada.
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DEPOSITOS DE MICROORGANISMOS.

El plasmido pALK14 fue depositado en la American Type Culture Collection
(ATCC) en 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110, Estados Unidos de
Norteamérica el 8 de abril de 1999 y fue asignado con Acceso de ATCC No.
207155.
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Listado de Secuencias

<110> Agriculture Victoria Sexvices Pty Ltd AND Pig Research and Development
Corporation AND Pfizer Produects inc.

<120> Nuevo gen Lawsonia spp y sus usos V
<130> p:\oper\mro\lawson-5.pct

<140>

<341>

<150> US 60/133,989

<131> 1599-05-12

<160> 5

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1
<211> 189
<212> PRT

<213> Lawscnia intracellularis

<400> 1
M2t Lys Ile L¥s Len Phe Phe Val Thr Ser Ile Val Thr Tle Ser Leu
1 G} 10 135

Leu Thr Ser Ile Thr Ser Val Val Leu Ala Cys Ser Val Thr Ser CGlu
29 25 20

Vali His Met Ile Asp Asp Asn Gly Ila@ Lys Gln Ser Ile Gly Thr Val
35 40 45

Thr Phe Thr Asp Thr Asp Lys Gly Leu Gln Ile Lys Thr Asp Leu Lys
50 35 69

Gly Leun Pro Ala Gly Glu His Gly Phe His Ile His Glu Gly Gly Ser
65 70 75 80

Cys Gly Pro Ala Glu His Asp Gly HZis Leu Thr Ala Gly Lsu Gln Ala
85 90 95

His Gly His Tyr Asp Pro Asp Lys Thr Gly Lys Eis Glu Gly Pro Leu
100 105 110

Gly Asn Gly His Lys Gly Asp Leu Pro Arg Leu Val Val Lys Ala Asp
119 120 125

Gly Ile Ala Lys Glu Thr Leu Leu Ala Pro Arg Leu Thr val Lys Glu
130 135 140
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Ile Lys Gly Ar¢ Thr Val Met Ile His Rla Gly Gly Asp Asn Tyr Ser
145 150 188 160

Asp Lys Pro Leu Pro Leu Gly Gly Gly Gly Ala Arg Ile Ala Cys Gly
165 170 175

Val Ile Pro Asn
180

<210> 2

€211> 543

<212> DHA

<213> Liwsonia intracellulzris

<220>
221> CDS
<222> (1i)..(540)

<400> 2

atg daa ata aaa cfa tit ter gtt act tea ata ¢gta act att tor cto

Met Lys Ile Lys Leu Phe Phe Val Thr Ser Ile Val Thy Ile Ser Leu
1 5 10 15

tta act agt att act act gra gta tta gca tgt tet gttt act tca gaa
Leu Thr Ser Ile Thr Sar Val Val Leu Ala Cys Ser Val Thr Ser Glu
20 25 3¢

gtc cat atg att gt gac aet ¢ge ats aza cag agt ava gge aca gta
Val Bis Mat Ile Asp AsSp Asn Gly Ile Lys Gln Ser Ile Gly Whr Vel

act Lttt act gat aca gat aaa ggr crta caa ata aaa act gat ctt aaa
Thr Phe Thr Asp Thr Asp Lys Gly Leu Gln Ile Lys Thr Asp Lcu Lys
50 55 €0

ggc ctt cct gca gga gaa cat ggt ttt cat ate cat gza gga gga tca
Gly Leu Pro Ala Gly Glu His Gly Phe His Ile His Glu Gly Gly Ser
65 70 15 80

tgt gg& cct gct gag cat gat gga cat cta aca gct gga cte caa gct
Cys Gly Pro Rla Glu His Bsp Gly His Leu Thr Ala Gly Leu Gln Ala
a5 S 95

cat ggt cat tat gat cct gac aaa aca gga aaa cat gaa gga cct ctt
His Gly His Tyr Asp Pro Asp Lys Thr Gly Lys His Glu Gly Pro Leu
100 105 110
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ggt aat gga cac¢ aag ¢gga gac tta cct aga ctt gta gtt aaa
Gly Asn Gly His Lys Gly Asp Leu Pro Arg Leu Val Val Lys
115 120 125

gga ata gca aaa gaa aca crtc tta got cca aga tta aca gtt
Gly Ile Ala Lys Glu Thr Leu lesu Ala Pro Arg Lleu Thr Val
139 135 140

att aag ggt cgt ace gtt atg atc cat got ogt ggt gat aac
Ile Lys Gly Azg Thr Val Met Ile His Ala Gly Gly Asp Asn
14s 150 155

gat aaa cct ctt cct ctt ggc g9t ggt ¢gt gct cgt ata gct
Asp Lys Pzo Leu Pro Leu Gly Gly Gly Gly ala Arg Ile ARla
170

-~
Y
W

gtt ata cia aae tew
val Ile Pro Asn
180

<210> 2

<211> 10

<212> PET

<213> 8 3

<220>

<223> Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido
Protector

<400> 3
Met Gly Thr Thxr Thr Thr Thr Thr Ser Leu
1 g 19

<210> 4
<211> 58
<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de secuencia artificial: oligonucleédtido

<400> ¢

ggccatgggt accaccacca cecaccacete tctgtetgtt acttcagaag tccatatg
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gct
Ala

az2a

Lys

Cys
175

gat
Asp
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€210> 5
<211> 33
€212> ADN

<213> Secuenzis Arzificial

<220>

<2035 lescripeién dz la
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<400> 5

ggetctegay grataonst atawatagght atg
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REIVINDICACIONES

1.

o

o

Un polipéptido inmunogénico aisEdo o recombinante que comprende, imita
0 reacciona con un epitope de ceiula B o géTula T de un polipéptido de
Lawsonia spp. SodC.

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la reivindicacion 1

capaz de lograr la produccion de anticuerpos contra Lawsonia spp, cuand?

se admistra a un animal porcino o un ave.

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante ¢z la reivindicacion 1

capaz de conferir una respuesta inmune nrotectora contra Lawsonia sop

cuando se administra a un ave o un porcno.

El polipéptido inmunogériico aiclato o recembinante de la reivindicacior 2

donde la Lawsonia spp es Lawsonia infracallufaris.

E! nolipéptido inmunog#énico aislzdo o reacrmbinante de Ja reivindicacion 3

dcnde la Lawsonia spp €s Lawsonia intrac2llularis.

Un polipéptido inmunogénico aisiado ¢ recombinanic seleccionado de i

siguiente:

(i) un péptido, oligcpéptido o polipéptic'o que comprende una secuencia
de aminodacido que tiene por lo menos un 70% de identidad de
secuencia general con la secuencia de aminoacido que se observa
en la SEC ID NO: 1;

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidoc que tiene por lo menos aproximadamente 50% de
identidad general de secuencia con los residuos 1 a 42 de la SEC ID
NO: 1.0

(i)  un homodlogo, analogo o derivado de (i) o (ii) que imita un epitope de

célula B o de célula T de un polipéptido de Lawsonia spp. SodC
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10.

11.

14.

s

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la reivindicacion 6
capaz de lograr la produccion de anticuerpos contra Lawsonia spp, cuando
se admistra en un animal porcino o un ave.

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la reivindicacion 7
capaz de conferir una respuesta inmune protectora contra Lawsonia spp
cuando se administra a un ave 0 un porcino.

El polipéptido inmunogénico aislado o recomvinante de la reivindicacion 8
capaz d= inducir inmunidad humoral contra Lawsonia spp cuando se
adminisira a un ave.

El poligéptido inmunogénico aislado o recombinante de fa reivindicacion €
capaz de inducir inmunidad humoral contra Lawsonis spp cuando se
administra a un animal porcino.

El polipéptido inmunogénico aistadn o recombinante de la reivindicacion 8
donde la Lawscnia spp es Lawsonia intracellularis.

El polipéptido inmunogénico aislado o recomuinante de la reivindicacion 10
donde la Lawscnia spp €s Lawsonia intracellularis.

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la reivindicacion 6
que comprende la secuencia de aminoacido gue se observa en la SEC ID
NO: 1 o la secuencia de aminoacido codificada por la secuencia de
nucledtido que codifica el SodC de pALK13 (ATCC 207196) y es capaz de
obtener la produccidon de anticuerpos contra Lawsonia intracellularis

cuando se administra a un ave o un animal porcino.

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la reivindicacion 13

que consiste esenciaimente en la secuencia de aminoacido de la SEC ID
NO: 1 o la secuencia de aminoacido codificada por la secuencia de

nucleotido que codifica el SodC de pALK14 (ATCC 207155).
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

E! polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la reivindicacion 13
0 14 capaz de inducir una respuesta inmune protectora contra Lawsonia
intracellularis en un ave 0 un porcino.

El polipéptido inmunogénico aislado o recorbinante de la reivindicacién 15
c?naz de inducir una respuesta inmune protectora contra Lawsonia
intracellularis en un porcino.

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinanta de la reivindicacion 6
aue comprende los residuos de aminoacido de aproximadamente 1 hasta
eproximadamente 42 de la SEC ID NO: 1 y es capaz de lograr la
produccién de anticuerpos contra Lawsonia intracellulariz cuando se
administra aun ave 0 un porcino.

El polipéptido aislado inmunogénico o recombinante de la reivindicacion 17
cgue consistz esencicimente en aproximadamente el aminoacido 1 hosta
aproximadamente el aminoacido 42 de ia SEC ID NO: 1.

Ei polipéptiao inmuncgénico aislado o recombinanie de la retvindicacion 17
capaz de inducir una respuesta inmune protectora conia Lawschia
intracellularis en un animal porcino o un ave.

El polipéptido inmunogénico aislado o recombinante de la reivindicacion 19
capaz de inducir una respuesta inmune protectora contra Lawsonia
intracellularis en un animal porcino.

Una composicion para vacuna para !a profilaxis o el tratamiento de
infeccidén de un animal con Lawsonia spp. dicha composicion para vacuna
comprende un componente inmunogénico que comprende un polipéptido
aislad}o o re‘crombinante que tiene por o menos aproximadamente 70% de
identidad general de secuencia con la secuencia de aminoacido que se
observa en la SEC ID NO: 1, o por lo menos aproximadamente 50% de

identidad general de secuencia con los residuos de aminoacido 1 a 42 de la
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23.

25.

26.

27.

9.,

SEC ID NO: 1 o un homdlogo, analogo o derivado inmunogénico de ella
que es reactivo a nivel inmunologico con Lawsonia intracellularis; y uno o
mas portadores, diluyentes o adyuvantes apropiados para uso veterinario o
farmacéutico.

La compaosicion para vacuna de acuerdo con la reivindicacion 21 donde la
Lawsonia spp es L. intracellularis.

La composicion para vacuna de acuerdo zon la reivindicacién 22 donde el
componente inmunogénico comprende un polipéptido recembinante o
2izlado que comprende la secuencia de aminoacido que se observa eii la
SEC ID NO: 1 o la secuencia de aminoacido codificeda por l& secuenciz de
nucledtido que codifica &l SodC de pALK14 (ATCC 207155).

L2 compesicidn para vacuna de la reivindicacion 23 donde ¢l compone:ie
inmunogénico consiste esencialmente en ia secuencia de amino2cido de |a
SECID NO: 1.

L.a composicién de vacuna de acuerdc con la reivindicacion 22 dond: ¢l
componente  inmunogénico comprend=  un  polipéptido  aislado  ©
recombinante que comprende aproximad=mente del residuo d= aminoacido
1 hasta aproximadamente el residuo de e ninoacido 42 de la SEC ID NC: 1.
La composicion de vacuna de la reivindicacién 25 donde el componente
inmunogénico consiste esencialmente en aproximadamente del residuo de
aminoacido 1 hasta aproximadamente el residuo de amincacido 42 de la
SEC ID NO: 1.

Una composicion de combinacién para vacuna para la profilaxis o el
tratamiento de la infeccion de ‘un‘ animal con Lawsonia spp., dicha
composicidn para vacuna comprende:

() un  primero 'componente inmunogénico que comprende  un

polipéptido aislado o recombinante que tiene por lo menos
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28.

29.

.,

aproximadamente 70% de identidad general de secuencia con la
secuencia de aminoécido que se observa en la SEC ID NO: 1, o per
lo menos aproximadamente un 50% de identidad general de
secuencia con los residuos de aminodcido del 1 al 42 de la SEC ID
NO: 1, o un homdlogo, analogo inmunogénico, o derivado dz ellos
gue es reactivo inmunoldgicamente con Lawsonia iniraceflularts:

(i) un segundo componente inmunogénico que comprende un péntido,
polipéptido o proteina dz L. intracellularis antigénicc; v

(i)  uno o mas portadores, diluyentes 0 adyuvantes apropiados para Uso
velerinario ¢ farmac:iutico.

Un vector para vacuna g.¢ comprence, en uaa forma expresatis, una

molécula aislada de &cido nucleico oue tiene una secuencia de nu.ledtido

que codifica un polipéptido inmunooenico recombinante o aisladc que
comprende la secuencia d aminoacico que s2 observa en la SEC !5 NO:

1, de miodo tal qus dicho polipéptico es expresable & un nivel sulciente

para conierir inmunidad contra Lawsoc/iia spp, cuando se administra a un

porcino o un ave.

El vector para vacuna de la reivindicacion 28, donde el polipéptido

inmunogenico es expresadoe utilizando los pasos de:

(i) colocar una molécula aislada de acido nucleico que comprende |a
secuencia de nucledtido que se observa en la SEC {ID NO: 2 o una
variante degenerada, un homologo, analogo o derivado de ella que
tiene por lo menos aproximadamente 70% de identidad de
secuencia, en conexion operable con una secuencia promotora:

(iH) introducir fa molécula de acido nucleico aislada y la secuencia

promotora del paso (a) en el vector para vacuna; y
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30.

31.

32.

33.

fﬁ

furg [7«:! T

(i) incubar, criar y propagar el vector para vacuna durante y tiempo y
bajo condiciones suficientes para que ocurra la expresion del
polipéptido inmunogénico codificado por dicha molécula de &cido
nucleico.

El vector para vacuna de la reivindicacion 28 donce la Lawsonia spp €s L.

intracellularis.

Una molécula de anticuerpo monoclizsnzl o policlonal que es capaz de

unirse espacificamente a un polipéptidc de SocdC o un derivado 2 un

nolipéptido de SodC que deriva de la {~wsonia spp y tiene por lo menos
aproximasamente 70% de identidad ger:aral de secuencia con fa sec.encia

de aminoacido que se observa enla ScC ID NO: 1.

La molécula de anticuerpo de la reivina.cacion O donde &l polipépiido de

SodC o derivado del mismo comprende ia secuencia de ariiii0acido .e se

observa en la SEC 1D NO: 1.

La moiécula de anticuerpo de |a reivir Jizacidn 21 dondz el polipérudo de

SodC o derivado del mismo comprende desds apro: imadaments el

aminoasido 1 hasta aproximadamente ¢! aminozcido 42 de la SEC 1D NO:

1.

Un método para diagnosticar la infaccidn de un porcino © un ave con

Lawsonia intracellularis o un microorganismo gue es inmunologicamente

reactivo a ella, dicho método comprende los pasos de contactar una

muestra bioldgica derivada de dicho animal con la molécula de anticuerpo
de la reivindicacién 25 durante un tiempo y bajo condiciones suficientes
para formar un complejo antigenoo:anticuerpo, y luego detectar dicha

formacién del complejo.
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35.

36./

37.~

38.

e

El método de la reivindicacion 34 donde la muestra biolégica comprende
suero, ganglios linfaticos, ileo, ciego, intestino delgado, intestino grueso,
haces o raspado rectal derivados de un animal porcino.

Un método para identificar si un porcino o un ave ha sufrido o no ce una

infeccién en el pasado, o actualmente esta infectado, con Lawscnia

intracellularis o un microorganismo que es inmunoldgicaments reactivo a

ella, dichc método comprende contactar sangre o suiero derivados de aiciio

animal con el polipépiido inmunogénico de ifa reivindicacion 1 durante un
tiempo y bajo condciones suficienias para formar un compleio
antigenoo.anticuerpo. y luego detectar dicna formacién del complejo.

Una molé&cula aisle’a de 4cido nucleicc cue comprende una Secuencil. ue

nucleétidcs que codifica, 0 es complementaria ccii una moiicula de acido

nucleico que codificz, un péntido, oligoveptido o polipéptido seleccioriados
cael grupo que consiste en:

{0 un péptido, olizopéptidn o polipéstido que comprende una secuencia
de aminoacido que tiene por Ic menos vn 70% de identidad de
secliencia general con la secuencia de aminoacido que se chserva
enla SEC 1D NO: 1;

(i) un péptido, oligopéptido o polipértido que comprende una secuencia
de aminodcido que comprende un amino que tiene por lo menos
aproximadamente 50% de identidad general de secuencia con el
residuo de aminodcido 1 hasta aproximadamente el residuo de
aminoécido 42 de la SEC D NO: 1.

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

La molécula aislada de &acido nucleico de la reivindicacion 37 dondzs el

péptido, oligopéptido o polipéptido comprende la secuencia de aminoacido
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que se observa en la SEC ID NO: 1, o aproximadamente del residuo de
aminoacido 1 hasta aproximadamente el residuo de aminoacido 42 de ella,
o la secuencia de aminoacido codificada por la secuencia de nucledtido
que codifica el 30dC de pALK14 (ATCC 207155) o un epitope de la célula
B o la célula T de ellos.

39. La molécula sislada de acido nucleico de la reivindicacion 38 que
comprende la secuencia de nucleodtido que se observa en la SEC ID NO: 2
0 una secuencia de nucledtido complemen.ciia con eila, o una variant~
degenerada ce ella.

40.. La moiécula aiclada de &cido nucieico de la reivindicacion 39 que consisiz
esencialmentz en la secuencia de nucledtico de la S22 ID NC: 2 o un=
variziiie de gensrada d= elia.

41. La molécule =isilada d= &cido nucleico de la reivindicacicn 38 guc
corzrende la porcidn de la secuencia de nucledtido ue SEC 1D NO: 2, ¢
una voriante degeneradsz de ella, qua codifica aproximadamente desde <,
residuo de aminoacido 1 hasta aproximadaraicnte el residuo de aminoacicc
42 dela SEC IU NO: 2.

42.3/ La molécula aislada de acido nucieico de la reivindicacion 41 que consis.c
esencialmente en esa porcion de la secuencia de nucledtido de SEC 1D
NO: 2, o una variante degenerada de ella, que codifica aproximadamente
desde el residuo de aminoacido 1 haste eproximadamente el residuo ¢a
aminoacido 42 de la SEC 1D NO: 2.

43/ Un método para detectar Lawsonia intracellularis 0 un microorganismo
relacionado en una muestra biologica de un sujeto porcino o un ave, dicho
método comprende los pasos de hibridar una o mas sondas o cebadores

derivadods de la secuencia de nucledtido que se observa en la SEC ID NO:
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44.

46

I
=]

N
.( ()

2 0 una secuencia de nucledtido complementaria a dicha muestra y luego
detectar dicha hibridacion usando medios de deteccion.

El método de la reivindicacion 43 donde la muestra bioldgica comprende
suero, ganglios linfaticos, iieo, ciego, intestino delgado, intestino ¢rueso,

heces o raspado rectal derivados de un animal porcino.

- El método de la reivindicaci®n 34 donda el medio de deteccidn comprende

cualguier hibridacion o rezccién de amplificacion basadas en el acido
nucleico.

Una sonda o cebader gue tiene por lo menos aproximadamente 15
nucledtidos contiguos en fungitud cue derivan de fa SEC 1D NO: Z 0 una
secuencia de nucledtido ccmnlementzaria con eiic.

Un pidésmido desionado p/ K14 (Acceco de ATCC No. 207 135).

La vacuna de combinaciin de acuerdo con la reivindicacZn 27 donde el
segundo compcaente inraunogénico comprend. un péptic'a, polipéido o
proteina antigénica de .. intrecalvicris seicosionades cel grurn que

consist

m

en OmpH, FigE, hemalisina y aulolisine.

p. AGRICULTURE VICTORTA SERVICES PTY LTD AND PFIZER PRODUCTS
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RESUMEN

La presente invencion se refiere en general a composiciones terapéuticas para €l
tratamiento y/o profilaxis de condiciones de enfermedad intestinal en animales y
pajaros causadas o exacerbadas por Lawsonia Intracellularis o similar, u otros
microorganismos relacionados. En particular, ia presente invencion suministra un
gen nueve daorivado de Lawscniz intfracellularis que codifica un péptido,
polipéptido ¢ proteina SodC inmunogénico cue es particularmaente Util como
antigeno en una preparacion para vacuna para conferir inmunidad humoral coriira
Lavseonia intraceiiularis y patégenos relacionzdos en hucspedes snimales. La
presente invencidén también esta oricntada a métodos rara el t=tamient> /o
prcfilaxis de dichas condiciones de enferr~dad intestinal y 7 agentes de
diagndstico v procedimientos para datectar Lewsonia in'racellulaiis 0 simiar, u

olros microorgenismos reiacionados.
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SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOSPARA ", =

Ferha HAR
Tragite
fepetaroiar 20

STETES
LUTON BE VI

PATENTE DE INVENCION [Y/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
e .

é Nombre e identificacion del Solicitante []
/ ombre & identificacion del inventor 1
Titulo 0 nombre de la Invencion []
Descripcion []
Reivindicaciones [1]
Resumen ) (]

¢ Comprobante de Pago []

COMPLETW | INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

o Nombre e identificacion del peticionario []

« Nombre e identificacion del inventor o disefiador [

« Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse [1]

o Representacion grafica []

o Comprobante de pago []

COMPLETA] ] INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

Fecha: . Carrera 13 ho. 2700 Pisc v 10

Conmutader: 334 o
Fax: 281 51 25 e-mail info@sic.govio
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66

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 430
PRIMER EXAMEN DE FORMA 9000-C5- 45

EXPEDIENTE 2000-34580

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determiné ta solicitud de Patente de Invencion:

E [ ] Present6 los poderes necesarios en
acision 344, art. 14-a).

] Acredité, en forma correcta, la

VT ntacion de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

LICABLE [ ] Present6, en forma correcta, el
ante de pago por la tasa de pr%entacién establecida

APLICABLE [ ] Presenté copia, certificada su
la Administracion que recibié la solicitud de la
prioridad, al momento de radicar la solicitud

E [ ]Present6 la traduccion del capitulo
solicitud de [a cual se reivindica prioridad
io de Paris; Concepto: S de enero de 1999

RIDICOS

Debera presentar copia
citud de la cual reivindica
meses, contados a partir de
e esta formalidad implicara la

- S : ﬁkaspectos FORMALES indicados en la Decision
344 y por tanto,

SI[ ] NO[X] Se recomilenda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Santafé de Bogota, D.C., 15 de Mayo dei 2000

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4

EXAMINADOR JURIDICO. Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia




Folio 103.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Peimee. EXAMEN DE FORMA

420
2000-0905

Radicacion no 00-34580 . |
Concepto Técnico no 1412 Clasificacion Internacional de Patentes (07K H/qs, QizN Z,'

Ac K 5‘#/01_ '

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:

SIRA NOQ
SIk No U
SIX NOQ

SIA NoQ
SI No O
S1q NO QU

SIX NoQ
SILd NOX™

SI@ NoQ
SId NnO R

SIB NOQ
SIW NoQ

s1Q NO®

Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).
Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).

Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art.13-e).

Contiene el titulo o nombre de la invencion en forma correcta (Art.13-b).
Contiene la descripcion clara y completa de la invencion (Art.13-c).

Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
117 del 94).

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

Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

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

Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

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).

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).

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI& NO O ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogota, D.C., 5 de ::ephcﬂiom d@. Z@CD

202016, _
EXAMINADOR TECNICO
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\ SUPERINTENDENCIA
* DE INDUSTRIA
Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

CONCEPTO TECNICO: 1472

EXPEDIENTE: 00034580

IPC: CO7K 14/195, C12N 15/31, A61K 39/02

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

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

r se observa que la reivindicacion 1 no es clara debido
lido puesto que con la informacion suministrada no es
~po le establecer cual es exactame | polipéptido que se desea proteger. Ademas, el
polipéptido que imita el epitope de ofro es diferente al polipéptido que reacciona con el epitope y
no es claro, pos:blemente se trata de una mala traduccmn como un pohpeptido de Lawsoma spp.

nera de saber exactamente cual es el objeto para el que se
0'es nuevo como se plantea en las reivindicaciones, es
ncia de la proteina que de ahora en adelante se conocera como
es del p “polipéptido o antigeno de Lawsonia que reacciona o es
'y que se hagan depender las restantes reivindicaciones de la

ara pues ella trata de tres objetos de invencion definidos cada uno de
m) Sirvase fraccionar esta reivindicacion en tres donde cada una de
jeto de invencion y hacer que las reivindicaciones que dependen
ficadas para que ellas se indiquen la dependencia de la

el término aproximadamente, debido a que dicho
| puesto que es un término subjetivo cuyo significado

on claras pues ellas tratan de 3 composiciones 0 3 vectores
bjetos de mvencnon dusﬂntos Para una mayor claridad se

an- w.» para que ellas se indiquen la

dependen de la actual reivindicacion 21 an m
cada

dependencia de la correspondien:

, ellas no define de manera precisa el objefo
literal d) del articulo 13 de la Decision 344 de la
e indica que: ‘Las solicitudes para obtener patentes
la oficina nacional competente y deberan contener: Una o

que p. cisen a materia para la cual se solicita 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 anticuerpo, 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

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°

Conmutador 334 1221-2-3-4

Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia



s~ SUPERINTENDENCIA
&' DE INDUSTRIA 4
= Y COMERCIO {0

proteccion. 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 funcion de la
secuencia de aminoacidos que constituyen dicha proteina o del nimero de depésito mediante el [05
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 la invencion.

Santa Fe de Bogota,

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia



DIVISION DE NUEVAS CREACIONES ~ 0000f-1d
EXPEDIENTE 2000-34580 |
AUTO 1569
DISPONE

ece el articulo 22 de la Decision 344 de la
ese al solicitante, para que dentro del plazo
a fecha de notificaciéon del auto, presente
los antecedentes sefialados en el examen

"ARTICULO SEGUNDO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el
no procede recurso alguno en la via gubernativa.

1 en estado de esta misma

) — 10 QO

©PRORROGA TERMINO SI_X NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA /3 — | 2 — OO
202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogotd, D.C. - Colombia



