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" RESUMEN cou EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

La presenfe invencion se refiere generalmente a composiciones ferapéuticas para el tratamiento y/o
profilaxis de condiciones de enfermedad intestinal en animales y aves causadas o exacerbadas por
Lawsonia intracellularis o microorganismo similar o relacionado de alguna ofra manera. En particular, la
presente invencidn provee un novedoso gen derivado de Lawsonia intracellutaris que codifica un pépfido
o proteina de hemolisina inmundgeno que es particularmente Utit como un antigeno en preparacién de
vacunas para conferir inmunidad humoral confra Lawsonia infraceliularls y patégenos relacionados en
huéspedes animales. La presente invencidn también se refiere a métodos para el iratamiento y/o profilaxis
de ese tipo de condiciones de enfermedad intestinal y se refiere a agentes de diagnéstico y procedimientos

para la deteccidn de Lawsonia intracellularis o microorganismos similares o relacionados de alguna otra
manera.
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CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidon se refiere generalmente a composiciones
terapéuticas para el tratamiento y/o profilaxis de condiciones de enfermedad
intestinal en animales y pajaros causadas o exacerbadas por Lawsonia
intracellularis o microorganismo similar o relacionado de alguna otra manera. En
particular, la presente invencion provee un novedoso gen derivado de Lawsonia
intracellularis que codifica un péptido, polipéptido o proteina de hemolisina
inmundgeno. El polipéptido de hemolisina descrito en la presente o un homologo
peptidico, su analogo o derivado es particularmente atil como un antigeno en
preparacidon de vacunas para conferir inmunidad humoral contra Lawsonia
intraceliularis y patdgenos relacionados en huéspedes animales. La presente
invencion también se refiere a métodos para el tratamiento y/o profilaxis de ese
tipo de condiciones de enfermedad intestinal y se refiere a agentes de diagnéstico
y procedimientos para la deteccidon de Lawsonia intracellularis o microorganismos
similares o relacionados de alguna otra manera.

GENERAL

Los detalles bibliogréaficos de las publicaciones a las que se hace
referencia numeéricamente en esta memoria descriptiva se mencionan al final de la
descripcién. Todas las patentes, solicitudes de patentes y publicaciones citadas
en la presente se incorporan como referencia en su totalidad.

En adelante, el término “Lawsonia intracellularis” o su abreviatura “L.
intracellularis” incluye a todos los microarganismos sir'nilares o de otrc modo
relacionados con este microorganismo, como describe Stills (1991) o Jones et al.
(1997) o Lawson et al. (1993) o McOrist et al. (1995).

Como se utiliza en la presente, la palabra “tlyA”, o el término "gen tiyA”,

hara referencia al gen que codifica al polipéptido de hemolisina de la presente



invencion. También se entendera que el término “polipéptido TlyA” se refiere al
polipéptido de hemolisina de la invencion.

Como se utiliza en la presente, el término “derivado de” indicara que un
producto especificado, en particular una macromolécula como ser un peptido, -
polipéptido, proteina, gen o molécula de acido nucleico, molécula de anticuerpo,
fraccion de lg u otra macromolécula, 0 una muestra bioldgica que comprende
dicha macromolécula, se puede obtener de una fuente en particular, organismo,
tejido, 6rgano o célula, aunque no necesariamente en forma directa de esa fuente,
organismo, tejido, érgano o célula.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera
alguna otra cosa, la palabra “comprehden”, 0 variaciones como ser “‘comprende” o
“que comprende”, se entendera que implican la inclusién de un paso establecido o
elemento o0 entero o grupc de pasos o elementos o enteros aunque no |a
exclusion de cualquier otro paso o elemento o entero o grupo de elementos o
enteros.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencion descrita en la
presente es susceptible a variaciones y modificaciones diferentes a aquellas
especificamente descritas. Debe entenderse que la invencién incluye a todas

- esas variaciones y modificaciones. La invencion también incluye todos los pasos,

caracteristicas, composiciones y compuestos a los que se hace referencia o
indicados en esta memoria descriptiva, en forma individual o colectivamente, y
cualquiera y la totalidad de las combinaciones o0 dos 0 mas de dichos pasos,
caracteristicas, composiciones y compuestos.

La presente invencion no esta limitada en su alcance por las realizaciones
e\speciﬂcas descritas en la presente, las cuales tienen el propédsito de

ejemplificacion solamente. Los productos funcionalmente equivalentes,



composiciones y métodos se encuentran claramente dentro del alcance de la
invencidn, como se describe en la presente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El sector productor de carne de la industria agricola depende de la salud
de su ganado y existe la necesidad de mantener al ganado libre de enfermedades
para el consumo humano. La industria esta sujeta a una rapida baja econémica
como respuesta a las condiciones de enfermedad que afectan adversamente al
ganado y la calidad de los productos de carne derivados de los mismos,
incluyendo aquellas enfermedades que pueden ser potencialmente transmitidas a
seres humanos. Por lo tanto, es importante tener tratamientos bien definidos y
procedimientos de diagnéstico y profilacticos disponibles para tratar infecciones o
potenciales infecciones en animales de ganado y seres humanos.

Los productos de carne derivados de especies porcinas y de ave son
productos comerciales importantes en la industria agricola. En particular, los
cerdos forman un componente principal de la industria de la carne. Sin embargo,
los cerdos son sensibles a un amplio espectro de enfermedades intestinales
referidas colectivamente como enteropatia proliferativa en porcinos (PPE). Estas
enfermedades han sido previamente conocidas como complejo de adenomatosis
intestinal (Barker y van Drumel, 1985), adenomatosis intestinal en porcino (P1A),
enteritis necrdtica (Rowland y Lawson, 1976), enteropatia hemorragica
proliferativa (Love y Love, 1997), ileitis regional (Jonsson y Martinsson, 1976),
sindrome de intestino hemorragico (O’'Neil, 1970), enteritis proliferativa en porcino
y enteritis inducida por Campylobacter spp (Straw, 1990).

Existen dos formas principales de PPE: una forma no hemorrégica
representada por adenomatosis intestinal que frecuentemente causa el retardo del
crecimiento y leve diarrea; y una forma hemorragica, que a menudo es fatal,

representada por enteropatia hemorragica proliferativa (PHE), donde el lumen del



intestino delgado distal se atiborra de sangre. La PPE ha sido informada en una
cantidad de especies animales incluyendo a 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, 1990) como asi también especies de aves
(Mason et al, 1998).

Los organismos causantes de PPE es un organismo del tipo
Campylobacter denominado en la presente " Lawsonia intracellularis” (McOrist et
al, 1995). El organismo también ha sido denominado previamente lleal symbiont
intracellularis (Stills, 1991). Las enfermedades del tipo PPE en cerdos también
pueden ser causadas por otros patbgenos como ser varias especies de
Campylobacter (Gebhart et al, 1983).

Lawsonia intracellularis es una bacteria intracelular, posiblemente
intracelular ligada. Solo puede cultivarse in vitro con células de cultivo de tejido
(Jones et al,, 1997; Lawson et al., 1993: McOrist et al, 1995; Salicitud de Patente
Internacional No. PCT/US96/09576). Lawsonia intracellularis esta ubicado en el
citopiasma de las células del vello y ias células de cripta intestinal de los animales
infectados. Los cerdos que sufren de PPE se caracterizan por irregularidadés en
las células del vello y la estructura de la cripta intestinal con displasia de células
epiteliales, en donde los abscesos de la cripta forman formados como los vellos y
criptas intestinales se ramifican y se llenan con células inflamatorias.

PPE es un componente de costo significativo asociado con la industria de
puercos, especialmente en términos de pérdidas de ganado, costos de
medicacidn, indices de crecimiento reducido de cerdos y costos de alimentacion
incrementados. PPE también contribuye a costos indirectos descendentes en, bor
ejemplo; costos de labor adicional y costos ambientales en el trato con
contaminacion por residuo de antibiotico, y en medidas de control para evitar que

el organismo se pase o se contagie a otros animales o seres humanos.



Las estrategias de control actuales para PPE se basan en el uso de
antibacterianos. Sin embargo, ese tipo de estrategia se considera solamente de
corto a mediano plazo, especialmente debido a que las presiones reglamentarias
gubernamentales tienden a desalentar las practicas de cria de animales que
involucran el uso de antibidticos profilacticos. Por lo tanto, existe la necesidad de
desarrollar alternativas efectivas, seguras y de bajo costo al uso de antibidticos vy,
en particular, para desarrollar preparaciones de vacunas capaces de conferir
inmunidad protectora contra la infeccion por Lawsonia intracellularis en animales
de ganado.

Las preparaciones de vacunas mas efectivas estan compuestas
generalmente por un componente sumamente antigeno, como ser un péptido,
polipéptido, proteina u otra macromolécula que es derivada del organismo
patégeno contra el cual se dirige la vacuna, en donde dicho componente antigeno
produce pocas contraindicaciones 0 ninguna cuando se administra a animales
huéspedes susceptibles, y produce poca reactividad cruzada antigena o ninguna
con organismos deseables, como ser organismos no patdgenos que son una
parte de la flora normél del tracto intestinal u otros tejidos de dicho animal
huésped. En sintesis, una preparacion de vacuna efectiva debe ser inmunoégena,
especifica y segura.

Por lo tanto, existe la necesidad de identificar antigenos altamente
inmunogenos producidos por la bacteria Lawsonia intracellularis.

La Solicitud de Patente Internacional No. PCT/AU96/00767 describe

varias secuencias genéticas parciales de Lawsonia intracellularis, y polipéptidos.

parciales codificados por las mismas. Sin embargo, existe la necesidad de
identificar ademas inmunégenos de polipéptidos producidos por la bacteria
Lawsonia intracellularis y péptidos inmundgenos derivados de la misma,

incluyendo aquellos inmundgenos que son especificos del género o de la especie,



para uso en composiciones de vacunas mejoradas. La invencion descrita en la
presente provee tales inmunogenos.

SINTESIS DE LA INVENCION

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un polipéptido
inmundgeno recombinante o aislado que comprende, imitaciones o reacciones
cruzadas con un epitope de células T o células B de Lawsonia spp.
Preferentemente, el polipéptido inmunégeno recombinante o aislado se
selecciona entre el grupo que consiste en:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de
secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1,

(ii) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos aproximadamente 50 % de identidad de
secuencia con aproximadamente los residuos aminoacidos 1 a 50 de SEC ID NO:
1,0

(iii) un homodlogo, analogo o derivado de (i) o (ii), que imita a un epitope
de células B o células C de Lawsonia spp.

En una realizacion preferida, el polipéptido comprende o consiste
esencialmente en ia secuencia amino de SEC ID NO: 1, o aproximadamente sus
aminoacidos 1 a 50.

Otro aspecto de la presente invencion provee una composicién para
vacunas para la profilaxis o el tratamiento de infeccién en un animal, como ser un
cerdo o pajaro, por L. intracellularis o un microorganismo similar o de otro modo
relacionado, comprendiendo dicha composicion de vacuna una cantidad
inmunoldgicamente efectiva de un componente inmundgeno el cual comprende un
polipéptido aislado o recombinante que tiene por lo menos aproximadamente 70

% de identidad de secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta en



SEC ID NO: 1, o por lo menos aproximadamente 50 % de identidad de secuencia
total con los residuos aminoacidos 1 a 50 de SEC ID NO: 1 o un homélogo
inmunoégeno, analogo o su derivado que es inmunologicamente reactivo en forma
cruzada con Lawsonia intracellularis; y uno o mas portadores, diluyentes y/o
adyuvantes adecuados para uso veterinario o farmacéutico.

En una realizaciéon preferida, el polipéptido de la composicion para
vacunas comprende o consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 1 o aproximadamente sus aminoacidos 1 a 50.

Otro aspecto de la invencion se extiende a wuna molécula
inmunologicamente interactiva, como ser un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, que es capaz de unirse al polipéptido inmunégeno de la invencion.

Otro aspecto de la invencién provee un método para el diagndstico de la
infeccion de un animal por Lawsonia intracellularis o un microorganismo
relacionado, comprendiendo dicho método los pasos de contactar una muestra
biolégica derivada de dicho animal con una molécula inmunolégicamente
interactiva de la presente invencion durante un tiempo y en condiciones
suficientes para un complejo, como ser un complejo antigeno: anticuerpo, para
formar, y luego detectar dicha formaciéon de complejo.

Otro aspecto de la presente invencién contempla un método para
determinar si un animal ha sufrido de una infeccion pasada o no, o esta
actualmente infectado, por Lawsonia intracellularis o un microorganismo
relacionado, comprendiendo dicho método contactar una muestra de tejido o
fluido, como ser sangre o suero derivado de dicho animal, con el polipéptido
inmundgeno de la invencién durante un tiempo y en condiciones suficientes para
un complejo, como ser un complejo antigeno: anticuerpo, para formar, y luego

detectar dicha formacién de complejo.



Otro aspecto de la presente invencion provee una molécula de acido
nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica, o es
complementaria a una molécula de acido nucleico que codifica, un péptido,
oligopéptido o polipéptido seleccionado entre lo que sigue:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de
secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC 1D NO: 1;

(ii) Un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente 50 % de identidad de
secuencia total con los residuos aminoacidos 1 a 50 de SEC ID NO: 1; o

(ii) un homodlogo, andlogo o derivado de (i) o (ii), que imita a un epitope
de células B o celulas T de Lawsonia spp.

En una realizacidon preferida, la molécula de acido nucleico aislada
comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID NO: 2, o por lo
menos esa porcion de SEC ID NO: 2 que codifica a los residuos aminoacidos 1 a
50 de SEC ID NO: 1, o su variante degenerada, o tiene por lo menos
aproximadamente 70 % de identidad de secuencia con la totalidad o parte de la
misma.

Aun otro aspecto de la invencion provee un método de diagndstico para
detectar Lawsonia intracellularis o microorganismo relacionado en una muestra
biolégica derivada de un sujeto animal, comprendiendo dicho método los pasos
de hibridar una 0 mas sondas o cebadores de polinucledtidos u oligonucledtidos
derivados de la secuencia de nucleétidos expuesta en SEC ID NO: 2 o su
secuencia de nucledtidos complementaria, o un homoélogo, analogo o derivado\de
la misma, a dicha muestra, y luego detectar dicha hibridacidn utilizando un medio
de deteccion. El medio de deteccion de acuerdo con este aspecto de la invencion

es cualquier reaccion de amplificacidn o hibridacién basada en acido nucleico.

I



Otro aspecto de la invencidn provee una sonda o cebador aislado
derivado de SEC ID NO: 2 o una secuencia de nucledtidos complementaria a la
misma.

- BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una representacion esquematica que compara la
secuencia de aminoacidos deducida de hemolisina de Lawsonia intracellularis (L.
int) con las secuencias de aminoacidos de polipéptidos de hemolisina derivados
de Serpulina (Treponema) hyodysenteriae (S. hyo), Mycobacterium tuberculosis
(M. tub), Aquifex aeolicus (A. aeo), Borrelia burgdorferi (B. bur), Helicobacter
pylori (H. pyl.), Synechocystis sp. (Synec) y Bacillus subtilis YgxC (B. sub). Se han
introducido mellas para optimizar la alineacién. Los residuos que son idénticos en
las ocho secuencias aparecen en negrita. La secuencia de hemolisina de L.
intracellularis (SEC ID NO: 1) fue deducida mediante traduccion de la secuencia
de nucledtidos del gen tlyA expuesto en SEC ID NO: 2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

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

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencién se refiere a un
polipéptido inmundgeno recombinante aisiado que comprende, imitaciones o
reactivos cruzados con un epitope de células B y células T de Lawsonia spp.

Los epitopes de Lawsonia spp. pueden ser epitopes de células B o
epitopes de células T. Es bien sabido que los sitios de unién a anticuerpés
(epitopes de células B) involucran epitopes conformacionales como asi también
lineales (van Regenmortel, 1992). Los epitopes de células B son

predominantemente conformacionales. En contraste, las células T reconocen
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secuencias de epitopes predominantemente lineales en combinacion con
moléculas de clase || MHC.

Una identificacion precisa y seleccion cuidadosa de epitopes de Lawsonia
- spp. facilita el desarrollo de reactivos de diagnostico y composiciones de vacunas
para el tratamiento efectivo o profilaxis de las infecciones por Lawsonia. La
identificacion de epitopes y caracterizacién (es decir determinacion del peso
molecular, secuencia de aminoacidos y estructura de epitopes de Lawsonia spp. )
se puede llevar a cabo utilizando técnicas reconocidas en la técnica. Para la
deteccion de epitopes conformacionales, debe evitarse la degradacion y
desnaturalizaciéon de la molécula del epitope a fin de conservar la estructura
tridimensional, debido a que la reaccidén de antigeno- anticuerpo sera disminuida
si la estructura secundaria del epitope es aiterada de manera significativa. En la
practica, la caracterizacion y aislacion de epitopes no conformacionales lineales
es mas facil, puesto que cualquier regién inmunoreactiva es contenida dentro de
un fragmento de péptido Unico o secuencia de aminoacidos unica la cual es capaz
de ser purificada bajo un rango de condiciones.

Tanto los epitopes conformacionales como los no conformacionales se
pueden identificar en virtud de su capacidad de unir cantidades detectables de
anticuerpos {como ser IgM o IgG) de suero de animales inmunizados contra o
infectados con Lawsonia spp. vy, en particular, L. intracellularis, o un polipéptido
aislado derivado del mismo, o alternativamente, en virtud de su capacidad de unir

cantidades detectables de anticuerpos en una fraccion de Ig purificada derivada

de tales sueros. Los anticuerpos pueden ser derivados de o contenidos dentro de

grupos de sueros policlonales, o pueden ser anticuerpos monoclonales. También
se pueden emplear fragmentos de anticuerpos o anticuerpos recombinantes,
como ser aquellos expresados sobre la superficie de una particula de bacteriéfago

0 virus, como ser en una genoteca de exhibiciéon de fagos.
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La determinacién de epitopes de células T se lleva a cabo analizando la
capacidad de los péptidos de epitope para inducir la proliferacion de linfocitos
sanguineos periféricos o clones de células T. La identificacion de los epitopes de
células T se logra utilizando una variedad de métodos como ser los conocides en
la técnica, incluyendo el uso de proteina antigena recombinante o natural
fragmentada y entera, como asi también el método de “péptido superpuesto” méas
comunmente empleado. En el ultimo método, los péptidos superpuestos que
abarcan la secuencia entera de un polipéptido derivados de Lawsonia spp. son
sintetizados y ensayados para determinar su capacidad para estimular respuestas
in vitro proliferativas o citotoxicas de células T.

La determinacién de la estructura de los epitopes lineales no
conformacionales y conformacionales no lineales se puede efectuar mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y analisis cristalografico
de rayos X. La determinacion de epitopes utilizando técnicas de rayos X requiere
que se cristalice el complejo de proteina- anticuerpo, mientras que la RMN
permite el analisis del complejo en un estado liquido. La RMN mide la cantidad de
aminoacidos como asi también la vecindad de protones de diferentes residuos
aminoacidos, en donde el efecto alternante de dos protones a lo largo de la
estructura de carbono es caracteristico de un epitope en particular.

Un método exitoso para reconocer epitopes lineales no conformacionales
es el inmunoblot y en particular, el Western blot. Los péptidos pueden ser
generados de un polipéptido de Lawsonia spp. completo mediante digestion con
proteasas especificas del sitio, como ser tripsina o quimotripsina, y los péptidos
generados asi se pueden separar utilizando procedimientos cromatograficos o
electroforéticos convencionales. Por ejemplo, después de electroforesis de
acuerdo con el peso molecular utilizando SDS/PAGE (SDS/ electroforesis en gel

de poliacrilamida) y/o de acuerdo con el punto isoeléctrico utilizando IEF (enfoque
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isoeléctrico) o alternativamente, mediante electroforesis bidimensional, los
péptidos pueden ser transferidos para inmovilizar membranas de nildn o
nitrocelulosa e incubados con sueros cultivados contra los polipéptidos intactos.
Los péptidos que comprenden regiones inmunodgenas (es decir, epitopes de
células T o células B) son unidos por los anticuerpos en los sueros y los
anticuerpos unidos pueden ser detectados utilizando anticuerpos secundarios,
como ser anticuerpos anti-lgG, que han sido rotulados radioactivamente o
enzimaticamente. Los epitopes pueden ser caracterizados a continuacion
mediante purificacién sobre la base de su tamano, carga o capacidad de unirse
especificamente a anticuerpos contra el polipéptido intacto, utilizando una o mas
técnicas, como ser cromatografia de exclusidn por tamano, cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia de afinidad o ELISA entre otros. Después de la
purificacion del epitope, solamente una banda o punto deberia ser detectable con
electroforesis en gel. El secuenciamiento total o N-terminal del péptido ofrece la
posibilidad de comparar el péptido con proteinas conocidas en bases de datos.
Varios algoritmos conducidos por computacidén se han ideado ahora para
buscar epitopes de células T en 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 buscan la secuencia de aminoacidos
de una proteina determinada para caracteristicas que se cree que son comunes a
los peptidos inmundgenos, localizando regiones que probablemente inducen una
respuesta in vitro inmune celular. Los algoritmos impulsados por computadora
pueden identificar regiones de un polipéptido de Lawsonia spp. que contienen
epitopes y son menos variables entre los diferentes aislados. Alternativamente,
los algoritmos impulsados por computadora pueden identificar rapidamente
regiones de proteinas mas variables de cada aislado que deberian incluirse en

una vacuna multivalente.
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El algoritmo AMPHI (MArgalit et al., 1987), que se basa en la periodicidad
de epitopes de células T, se ha utilizado ampliamente para la prediccion de sitios
antigenos de células T de informacion de secuencia solos. Esencialmente, AMPHI
describe un patrén estructural comun de motivos de union a MHC, puesto que los
motivos de unidn a MHC (es decir, patrones de aminoacidos que parecen ser
comunes para la mayoria de los péptidos que se unen a una molécula de MHC
especifica) parecen exhibir la misma periodicidad como una hélice aifa. La
identificacion de epitopes de células T localizando motivos de unién a MHC en
una secuencia de aminoacidos provee un medio efectivo para identificar epitopes
inmunodgenos en ensayos de diagnostico.

El algoritmo EpiMer (Meister et al., 1995; Gabriel et al., 1995; De Groot et
al,, 1995) localiza motivos de unién a MHC agrupados en secuencias de
aminoacidos de proteinas, sobre la base de la correlacion entre regiones densas
en motivos de unién a MHC y 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 en estos varios contextos de MHC también
(epitopes multi-determinantes o promiscuos). El algoritmo EpiMer utiliza una
genoteca de motivos de unidon de MHC para alelos de HLA de clase | y clase 1l
multiples para predecir sitios antigenos dentro de una proteina que tienen el
potencial de inducir una respuesta inmune en sujetos con una variedad de
antecedentes genéticos. EpiMer localiza uniones a cada motivo de unién a MHC
dentro de la secuencia primaria de un antigeno de proteina determinado. La
densidad relativa de estas uniones de motivos se determina a lo largo de la
longitud del antigeno, dando como resultado la generacién de un histograma de
densidad de motivos. Finalmente, el algoritmo identifica regiones de proteinas en
este histograma con una densidad de uniones de motivos por encima de un valor

de densidad de corte definido mediante el algoritmo, y produce una lista de
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subsecuencias que representan estas regiones ricas en motivos o agrupadas. Las
regiones seleccionadas mediante EpiMer pueden actuar mas probablemente
como péptidos de unidén multi-determinantes que como péptidos escogidos al azar
del mismo antigeno, debido a su concentracion de uniones de motivos de enlace
a MHC. La seleccion de regiones que son densas en motivos de enlace a MHC
aumenta la probabilidad de que el péptido predicho contenga un motivo “valido”, y
asimismo, que la reiteracion de motivos idénticos puede contribuir al enlace
peptidico.

Se han descrito algoritmos basados en motivos de enlace a MHC
adicionales por Parker et al. (1994) y Altuvia et al. (1995). En estos algoritmos, la
unidén a una molécula MHC determinada se predice por una funcion lineal de los
residuos en cada posicion, sobre la base de parametros empiricamente definidos,
y en el caso del algoritmo de Altuvia et al. (1995), también se pueden considerar
estructuras cristalogréficas conocidas.

Los métodos recombinantes ofrecen la oportunidad de obtener epitopes
bien caracterizados de alta pureza para la produccion de reactivos de diagnostico
y formulaciones para vacunas especificas de epitopes (Mohapatra et al., 1385).
Sobre la base de la secuencia de aminodcidos de un epitope lineal y ia
identificacidn de la correspondiente secuencia de nucledtidos que codifica al
mismo, se puede realizar una reaccién en cadena de polimerasa (RCP) para
amplificar la regidn que codifica al epitope de ADNc. Después de la clonacion y
expresion en un sistema de vector/ huésped adecuado, se puede extraer una gran
cantidad de epitopes de alta pureza. Por consiguiente, la presente invencion
claramente se extiende a polipéptidos no recombinantes aislados y a polipéptidos
recombinantes en una forma impura o aislada.

El término “polipéptidc” como se utiliza en la presente se referira a

cualquier polimerc que consiste en aminoacidos ligados por enlaces covalentes e
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incluye dentro de su alcance proteinas de longitud completa y partes o fragmentos
de las mismas como ser, por ejemplo, oligopéptidos y secuencias de peptidos
cortas que consisten en por lo menos aproximadamente 5 residuos aminoacidos,
preferentemente por lo menos aproximadamente 10 residuos aminoacidos, mas
preferentemente por lo menos aproximadamente 12 residuos aminoacidos, e
incluso mas preferentemente por lo menos aproximadamente 15 residuos
aminoacidos. También se incluyen dentro del alcance de la definicidn de un
“polipéptido” a las variantes de secuencia de aminoacidos, que contienen una o
mas sustituciones de aminoacidos preferentemente conservadores, deleciones o
inserciones, que no alteran por lo menos una propiedad esencial de dicho
polipéptido como ser, por ejemplb, su inmunogenicidad, uso como un reactivo de
diagnoéstico, o efectividad como una vacuna de péptido contra Lawsonia spp.
entre otros. Por consiguiente, un polipéptido puede ser aislado de una fuente de la
naturaleza, o sintetizado quimicamente. Adicionalmente, un polipéptido puede ser
derivado de una proteina de longitud completa mediante escisidn quimica ©
enzimatica, utilizando reactivos como ser CNBr, tripsina o quimotripsina, entre
otros.

Las sustituciones de aminoacidos conservadores son bien conocidas en
la técnica. Por ejemplo, uno o mas residuos aminodacidos de un polipéptido de
hemolisina natural de la invencidén pueden ser sustituidos de manera
conservadora con un residuo aminoacido de carga, tamano o polaridad similar,
con el polipéptido resultante que retiene una capacidad de funcionar en una
vacuna o como un reactivo de diagndstico como se describe en la presente. Las
normas para hacer tal'es susﬂfuéiones incluyen las descritas por Dayhof (1978).
Mas especificamente, las sustituciones de aminoacidos conservadores son
aquellas que generalmente se producen dentro de una familia de aminoacidos

que estan relacionados en sus cadenas laterales. Los aminoacidos codificados
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genéﬁcamente son generalmente divididos en cuatro grupos: (1) acidico

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. Fenilalanina, tirosina y triptofano son también clasificados conjuntamente
como aminodcidos aromaticos. Uno o mas reemplazos dentro de cualquier grupo
en particular, como ser, por ejemplo, la sustituciéon de leucina por isoleucina o
valina o alternativamente, la sustitucion de aspartato por glutamato o treonina por
serina, o de cualquier residuo aminoacido con un residuo aminoacido
estructuralmente relacionado, tendra generaimente un efecto insignificante sobre
la funcién del polipéptido resultante.

La presente invencién no esta limitada por la fuente del inmundgeno en
cuestion y claramente se extiende a polipéptidos aislados y recombinantes que
son derivados de una fuente no natural 0 natural.

El término “polipéptido recombinante” como se utiliza en la presente se
referirda a un polipéptido que es producido in vitro 0 en una célula huésped
mediante la expresién de una secuencia genética que codifica a dicho polipéptido,
secuencia genética que esta bajo el control de un promotor adecuado, en donde
una manipulacién genética se ha llevado a cabo a fin de lograr dicha expresion.
Por lo tanto, el término “polipéptido recombinante” claramente abarca polipéptidos
producidos mediante la expresidbn de secuencias geneéticas contenidas en
vectores virales, plasmidos o césmidos que han sido introducidos en células
procariéticas o eucaridticas, tejidos u 6rganos. Las manipulaciones genéticas que
se pueden utilizar en este contexto seran conocidas por los expertos en la técnica
e incluyen, aunque no se limitan a aislacion de acido nucleico, digestion con
endonucleasa de restriccion, digestibn con exonucleasa, llenado de extremos

utilizando el fragmento Klenow de polimerasa | de ADN de E. coli 0 enzimas de
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polimerasa de ADN T4, formacidn de extremos romos de moléculas de ADN
utilizando polimerasa de ADN T4 o enzimas Exolll, mutagénesis dirigida al sitio,
ligacién, y reacciones de amplificacion. Como es sabido por los expertos en la
técnica, las técnicas adicionales como ser hibridaciones de acido nucleico y
analisis de secuencia de nucleédtidos también se pueden utilizar en la preparacion
de polipéptidos recombinantes, en la confirmacién de la identidad de una
molécula de acido nucleico que codifica a un polipéptido recombinante deseado y
una construccién genética que comprende la molécula de acido nucleico.

En donde el polipéptido de la presente invencidbn es un polipéptido
recombinante, se puede producir en, y si se desea, puede ser aislado de un
vector viral recombinante o sistema de expresion de células huéspedes. Como lo
sabran los expertos en la técnica relevante, una célula para la produccion de un
polipéptido recombinante se selecciona sobre la base de varios parametros
incluyendo las construcciones geneticas utilizadas para expresar el polipéptido
bajo consideracién, como asi también la estabilidad y actividad de dicho
polipéptido. Los expertos en la técnica también sabran que la estabilidad o
actividad de un polipéptido recombinante se puede determinar, por lo menos en
parte, mediante modificaciones de pos-traduccién al polipéptido como ser, por
ejemplo, reacciones de glicosilacién, acilacién o alquilacién, entre otras, que
pueden variar entre lineas célulares utilizadas para producir el polipéptido
recombinante.

Por consiguiente, en una realizacion mas particularmente preferida, la

presente invencion se extiende a un polipéptido recombinante o un derivado, .

homélogo o andlogo del mismo como esta presente en una particula del virus, o
como es producido en una célula huésped procaridtica o eucaridtica, o en un virus

0 cultivo celular del mismo.
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La presente invenciéon también se extiende a un polipéptido recombinante
de acuerdo con cualquiera de las realizaciones antes mencionadas que se
produce en una célula bacteriana que pertenece al género Lawsonia, en particular
una célula de L. intracelullaris, o un cultivo de la misma.

E!l término “polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido de la presente
invencion que ha sido purificado hasta cierto punto, preferentementé hasta por lo
menos aproximadamente 20 % en peso de proteina, preferentemente hasta por lo
menos aproximadamente 50 % en peso de proteina, mas preferentemente hasta
por lo menos aproximadamente 60 % en peso de proteina, aun mas
preferentemente hasta por lo menos aproximadamente 70 % en peso de proteina
e incluso mas preferentemente hasta por o menos aproximadamente 80 % en
peso de proteina 0 mas, de su fuente natural o, en el caso de polipéptidos no
naturales, del medio de cultivo o entorno celular en el cual fue producido. Tal
aislacion puede llevarse a cabo para mejorar la inmunogenicidad de! polipéptido
de la presente invencidn, o para mejorar la especificidad de la respuesta inmune
contra ese polipéptido, o para eliminar del mismo los contaminantes toxicos o
indeseables. El grado necesario o requerido de pureza de un polipéptido aislado
varia dependiendo del propésito para el cual el polipéptido es pretendido, y para
muchas aplicaciones sera suficiente para la preparacion del polipéptido que no
contenga contaminantes que reducirian la inmunogenicidad del polipéptido
cuando se administra a un animal huésped, en particular un animal porcino o ave
que es inmunizado contra PPE o, alternativamente, el cual inhibiria el enlace
inmuno-especifico en un inmunoensayo para el diagnoéstico de PPE o su agente
causante. |

La pureza de un polipéptido aislado de la presente invencion se puede
determinar mediante cualquier medio conocido por los expertos en la técnica,

incluyendo el grado de homogeneidad de una preparacién proteica como se
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evalué mediante SDS/ electroforesis en gel de pcliacrilamida, electroforesis
bidimensional, o analisis de composicion de aminoacidos o analisis de secuencia.

Preferentemente, el polipéptidoc de la presente invencidn sera
sustancialmente homogéneo o sustancialmente libre de proteinas no especificas,
como se evalub mediante SDS/ electroforesis en gel de poliacrilamida,
electroforesis bidimensional, o analisis de composicién de aminoacidos o analisis
de secuencia.

El polipéptido de la presente invencion se puede purificar para uso como
un componente de una composicidn para vacuna mediante cualquiera o una
combinacién de métodos conocidos por aquellos expertos en la técnica,
incluyendo, por ejemplo, cromatografia de fase inversa, HPLC, cromatografia de
intercambio idnico, y cromatografia de afinidad, entre otros.

En una realizacion preferida, el polipéptido recombinante o aislado de la
invencion posee actividad de hemolisina o es derivado de un polipéptido que
posee actividad de hemolisina, como ser por ejemplo, hemolisina de L.
intracellularis o, alternativamente, es inmunoldgicamente reactivo en forma
cruzada con el polipéptido de hemolisina de L. intracellularis de la presente
invencidn, segun lo determinado por inmunoensayo convencional como ser RIA o
ELISA, entre otros.

Como se utiliza en la presente, el término “actividad de hemolisina”
significard actividad enzimatica de hemolisina segun lo determinado mediante
cualquier medio conocido por los expertos en [a técnica como ser, por ejemplo,
mediante la lisis de glébulos rojos como describe Basaraba et al. (1998).

En otra realizacion preferida, el polipéptido recombinante o aislado dé la
invencion es derivado de Lawsonia spp. y mas preferentemente, el polipéptidoren

cuestidon es derivado de Lawsonia intracellularis.
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Un epitope de células B o células T de un polipeptido o un derivado,
- homologo o analogo del mismo puede comprender cualquier combinacion de 10s

siguientes:

3

(i) una secuencia de aminoacidos primaria de dicha regién, conocida en la

técnica como un epitope continuo no conformacional;

(i) la estructura secundaria que adopta un polipéptido de hemolisina,
conocida en la técnica como un epitope conformacional continuo;

(i) la estmctha terciaria que adopta un polipéptido de hemolisina en
contacto con otra region de la misma molécula de polipéptido, conocida en la
técnica como un epitope conformacional discontinuo; o

(iv) la estructura cuaternaria que adopta un polipéptido de hemolisina en
contacto con una region de otra malécula de polipéptido, conacida en la técnica
como un epitope conformacional discontinuo.

Por consiguiente, los palipéptidos inmundgenos o derivados, homélogos o
analogos de los mismos que comprenden la misma o sustancialmente la misma
secuencia de aminoacidos primaria y en adelante definida como “inmundgenos
que comprenden epitope de células B o células T o término similar.

Los polipéptidos inmunédgenos o derivados, homélogos, o analogos de los
mismos que comprenden diferentes secuencias de aminoacidos primarias pueden
comprender inmunoégenos inmunolégicamente idénticos, debido a que poseen
epitopes de células B o células T conformacionales que son reconocidos por el
sistema inmune de una especie huésped como idénticos. Tales polipéptidos
inmunoégenos o derivados, homologos o andlogos de los mismos son en adelante
~definidos como “inmundgenos que imitan o reaccionan en forma cruzada conrun
epitope de células B o células T”, o término similar.

Por consiguiente, la presente invencion se extiende a un inmundgeno que

comprende, imitaciones, 0 reactivos cruzados con un epitope de células B o
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células T de un polipéptido aislado o recombinante de acuerdo con cualquiera de
las realizaciones antes mencionadas o un derivado, homologo o analogo del
mismo. En una realizacidon particularmente prefeﬁda, la presente invencion provee
un inmunogeno que comprende, imitaciones, o reactivos cruzados con un epitope
de células T o células B de un polipéptido aislado o recombinante que se
encuentra en su forma natural es obtenible de una especie de Lawsonia como
ser, aunque no limitado a L. intracellularis y polipéptido que posee
preferentemente actividad de hemolisina.

Para mejorar la inmunogenicidad de un polipéptido en cuestidon de la
presente invencion uno o mas aminoacidos que no corresponden a la secuencia
proteica original se pueden agregar a la terminal amino o carboxilo del polipeptido.
Ese tipo de aminoacidos extras son Uutiles para acoplar el polipéptido a otro
péptido o polipéptido, a una proteina portadora grande 0 a un soporte sdlido. Los
aminoacidos gue son utiles para estos propositos incluyen aunque no se limitan a
tirosina, lisina, acido glutamico, acido aspartico, cisteina y sus derivados. Se
pueden utilizar técnicas de modificacion de proteinas adicionales como ser, por
ejemplo, NH, acetilacidon o amidacién de terminal COOH, para proveer medios
adicionales para acoplar el polipéptido a otro polipéptido, proteina, o molécula de
péptido, 0 a un soporte sdlido. Los procedimientos para acoplar polipéptidos entre
si, 0 a proteinas portadoras o soportes sdlidos, son bien conocidos en la técnica.
Los polipéptidos que contienen los residuos de aminodcidos extras antes
mencionados en las terminaies carboxilo 0 amino y no acoplados o acoplados a
un portador o soporte sélido, se encuentran por consiguiente dentro del alcance
de la presente invencj()n. h

Adicionalmente, el polipéptido puede ser inmovilizado a un portador

polimérico o material de soporte.
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En una realizacion alternativa, la inmunogenicidad de un polipeptido de la
presente invencion se puede mejorar utilizando técnicas de biologia molecular
para producir una proteina de fusion que contiene uno o mas polipéptidos de la
presente invencidn fusionados a una molécula portadora como ser una proteina
sumamente inmunégena. Por ejemplo, una proteina de fusidn que contiene un
polipéptido de la presente invencidn fusionado a la subunidad B sumamente
inmunégena de la toxina del colera se puede utilizar para aumentar la respuesta
inmune al polipéptido. La presente invencién también contempla proteinas de
fusidn que comprenden una citocina, como ser una interleucina, fusionada al
polipéptido en cuestién de la presente invencidn y genes que codifican a las
mismas.

Preferentemente, el polipéptido de la presente invencién, o un derivado,
homdlogo o analogo del mismo, cuando es administrado a un mamifero, induce
una respuesta inmure en dicho mamifero. Mas preferentemente, el polipéptido de
la presente invencién, cuando se administra a un mamifero, en particular un
animal porcino (por ejemplo, un cerdo) induce una respuesta inmune protectora
contra Lawsonia spp., y preferentemente contra L. intracellularis, en el mismo.
Como se utiliza en la presente, la frase "induccion de una respuesta inmune
protectora”, y similares, se refiere a la capacidad del polipéptido administrado de
la presente invencién de evitar o hacer mas lento en forma detectable el
comienzo, desarrolic o progreso de los sintomas asociados con la infecciéon de
Lawsonia, y preferentemente, para evitar o hacer mas lento en forma detectable el
comienzo, desarrolio o progreso de los sintomas asociados con PPE en cerdos.

Preferentemente, el polipéptido inmunégeno de la invencion comprende
una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente igual a la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEc ID NO. 1 o es por lo menos aproximadamente 70

% idéntica en general a SEC ID NO: 1, o es por lo menos aproximadamente 75 %



23

idéntica a por lo menos aproximadamente 8 o mas aminoacidos contiguos de
SEC ID NO: 1. En una realizacion preferida, el polipéptido inmundgeno de la
presente invencidon consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID'NO: 1 o la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledtidos que codifica hemolisina presente en pALK12 (ATCC 207185) o
aproximadamente sus primeros cincuenta aminoacidos.

Para los propésitos de nomenclatura, la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEC ID NO: 1 representa al polipéptido de hemolisina codificado por
el gen tlyA de Lawsonia intraceliularis, cuya secuencia de nucledtidos es expuesta
en SEC ID NO: 2.

Preferentemente, el porcentaje de identidad de secuencia de aminoéacidos
con SEC ID NO: 1 es por lo menos aproximadamente 80 %, mas preferentemente
por lo menos aproximadamente 85 %, aun mas preferentemente por lo menos
aproximadamente 90 % e incluso mas preferentemente por lo menos
aproximadamente 95 % similar a SEC ID NO: 1.

En la determinacion de si dos secuencias de aminoacidos caen 0 no
dentro de estos limites de porcentajes, los expertos en la técnica se daran cuenta
que es necesario conducir una comparacion lado a lado o una multiple alineacion
de secuencias. En tales comparaciones o alineaciones, surgiran diferencias en el
posicionamiento de residuos no idénticos, dependiendo del algoritmo utilizado
para realizar la alineacion. En el presente contexto, [a referencia a un porcentaje
de identidad de secuencia o similaridad entre dos o mas secuencias de
aminoacidos se tomara como refiriéendose a la cantidad de residuos idénticos o
similares respectivamente, entre dichas secuencias segun lo determinado
utilizando cualquier algoritmo convencional conocido por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, las identidades o similitudes de secuencias de aminoacidos

se pueden calcular utilizando el programa GAP del Computer Genetics Group,
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Inc., University Research Park, Madison, Wisconsin, Estados Unidos de América
(Devereaux et al., 1984). El programa GAP utiliza el algoritmo de Needleman vy
Waunsch (1970) para maximizar la cantidad de residuos idénticos/ similares y para
reducir al minimo la cantidad y/o longitud de separaciones de secuencias en la
alineacion. Alternativamente o adicionalmente, donde mas de dos secuencias de
aminodacidos estan siendo comparadas, se puede utilizar el programa ClustalW de
Thompson et al (1994).

La presente invencién abarca ademas homélogos, analogos y derivados
de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacido expuesta en SEC
ID NO: 1.

“Homélogos” de un polipéptido son aquellos polipéptidos que contienen
sustituciones, deleciones y/o adiciones de amincacidos relacionados con el
polipéptido sin alterar una o mas de sus propiedades, como ser su
inmunogenicidad, actividad biolégica o actividad catalitica. En ese tipo de
moléculas, los aminoacidos pueden ser reemplazados mediante otros
aminoacidos que tienen propiedades similares como ser, por ejemplo,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, momento hidréfobo, antigenicidad, predisposicidn a
formar o romper estructuras helicoidales o 0 estructuras de lamina p y demas.

Las variantes sustitucionales son aquellas en las cuales por lo menos un
residuo en la secuencia ha sido eliminado y se ha insertado un residuo diferente
en su lugar. Las sustituciones de aminoacidos son tipicamente de residuos
unicos, aunque pueden ser agrupados dependiendo de restricciones funcionales
impuestas sobre el polipéptido; las inserciones seran generalmente del orden de
aproximadamente 1-10 residuos aminoacidos, y las deleciones oscilaran entre
alrededor de 1-20 residuos. Preferentemente, las sustituciones de aminoacidos
comprenderan sustituciones de aminodacidos conservadoras como ser aquellas

descritas supra.

[



25

Las variantes de secuencias de aminodcidos insercionales son aquellas
en las cuales uno o mas residuos aminoacidos son introducidos en un sitio
predeterminado en la proteina. Las inserciones pueden comprender fusiones de
terminal amino y/o terminal carboxilo como asi también inserciones entre
secuencias de aminoacidos unicos o multiples. Generalmente, las inserciones
dentro de la secuencia de aminocacidos serdn mas pequefas que las fusiones de
terminales amino o carboxilo, del orden de aproximadamente 1 a 4 residuos.

Las variantes delecionales se caracterizan por la remocién de uno o mas
residuos de la secuencia.

Las variantes_de aminoacidos del polipéptido de la presente invencidn se
pueden preparar facilmente utilizando técnicas sintéticas de péptido bien
conocidas en la técnica, como ser sintesis de peptidos en fase solida y similares,
o mediante manipulaciones de ADN recombinante. La manipulacion de las
secuencias de ADN para producir proteinas variantes que se manifiestan como
variantes sustitucionales, insercionales o delecionales son bien conocidas en ia
tecnica. Por ejemplo, las técnicas para hacer mutaciones de sustitucién en sitios
predeterminados en ADN que tiene secuencia conocida son bien conocidas por
los expertos en la técnica, como ser mediante mutagénesis de M13 u otro
protocolo de mutagénesis dirigida al sitio.

Los “andlogos” se definen como péptidos, oligopéptidos y polipéptidos
que son funcionaimente equivalentes a los péptidos de la presente invencion
aunque contienen ciertos residuos aminoacidos no naturales o modificados como
sera de conocimiento de los expertos en la técnica. Por consiguiente, un
“analogo” como se define en la presente no necesita compfender una secuencia
de aminoacidos que es similar a la secuencia de aminoacidos expuesta en la
presente, por ejemplo, péptidos, oligopéptidos y polipéptidos que son derivados

de predicciones por computacion o datos empiricos que revelan la estructura

[4s
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secundaria, terciaria o cuaternaria del polipéptido de hemolisina de la presente
invencién, y que por lo tanto no comprenden la misma secuencia de aminoacidos
primaria de dicho polipéptido de hemolisina, aungque no obstante imitan o hacen
reaccion cruzada con epitope de células B o células T de Lawsonia spp. y
preferentemente, simulan o reaccionan en forma cruzada con epitope de células
B o células T de Lawsonia intracellularis.

Por ejemplo, mimotopes (analogos de polipéptido que hacen reaccion
cruzada con un epitope de células B o células T del polipéptido de Lawsonia de la
invencién aunque, sin embargo, comprenden una secuencia de aminoacidos
diferente a dicho epitope) se pueden identificar clasificando secuencias de
aminoacidos al azar en genotecas de péptidos con anticuerpos que se unen a un
epitope de células T o células B deseado. Como con las técnicas para la
identificaciéon de epitopes de células B o células T como se describe més arriba,
los anticuerpos utilizados para identificar tales mimotopes pueden ser anticuerpos
recombinantes © monoclonales o policlonales, en forma cruda o purificada. Los
mimotopes de un epitope de células T puede ser luego analizado adicionalmente
para determinar su capacidad para estimular respuestas in vitro proliferativas o
citotéxicas de células T. Los mimotopes son particularmente Gtiles como analogos
de epitopes no lineales (es decir, conformacionales) del polipéptido de la presente
invencion, debido a que los epitopes conformacionales son generaimente
formados de regiones no contiguas en un polipéptido, y los mimotopes proveen
equivalentes inmundgenos de los mismos en la forma de una sola molécula del
péptido.

Adicionalmente, el uso de analogos de polipéptidos puede dar como
resultado polipéptidos con aumentada actividad inmundgena y/o antigena, que
son menos sensibles a la degradacion enzimatica, y que son mas selectivos. Un

analogo de prolina adecuado es el &cido 2-aminociclopentancarboxilico (BAC°c)
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gue ha demostrado aumentar la actividad inmundgena de un polipéptido natural
mas de 20 veces (Mierke et al, 1990; Portoghese et al, 1990; Goodman et al,
1987).

Los “derivados” de un polipéptido descrito en la presente son aquellos
péptidos, oligopéptidos y polipéptidos que comprenden por lo menos
aproximadamente cinco residuos aminoacidos contiguos de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1. Un “derivado” puede comprender
ademas residuos aminoacidos adicionales naturales, glicosilados alterados,
acilados o no naturales en comparacidon con la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEC ID NO: 1. Alternativamente o adicionalmente, un derivado
puede comprender uno 0 mas sustituyentes no aminoacido como ser, por
ejempio, una molécula informante u otro ligando, unido covalente o no
covalentemente a la secuencia de aminoacidos como ser, por ejemplo, una
molécula informante que esta unida a la misma para facilitar su deteccion.

Otros ejemplos de mutantes y derivados sintéticos o recombinantes de los
inmunégenos del péptido de la presente invencion incluyen aquellos que
incorporan sustituciones, deleciones y/o adiciones Unicas o muitiples alli, como
ser carbohidratos, lipidos y/o proteinas o polipéptidos. Las formas naturales o
glicosiladas alteradas o aciladas de los presentes péptidos son particularmente
contempladas por la presente invencidn. Adicionalmente, los homopolimeros o
heteropolimeros que comprenden una o méas copias del péptido en cuestion
mencionado en SEC ID NO: 1, o uno o mas derivados, homologos o analogos
estan dentro del alcance de la invencion.

Preferentemente, los homaélogos, analogos y derivados del polipéptido de
la invencion son “inmunégenos”, definido en adelante como la capacidad de dicho
polipéptido, o su derivado, homdlogo o andlogo de producir respuestas de células

B y/o células T en el huésped, en respuesta a la inmunizacion.
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Les homdlogos, andlogos y derivados preferidos de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1 incluyen aquellas variantes de
aminodcidos que funcionan como epitopes de células B o células T de dicha
secuencia de aminoacidos que son capaces de intervenir en una respuesta
inmune como ser, por ejemplo, mimotopes del polipéptido inmundgeno descrito en
la presente que ha sido producidos mediante medios sintéticos, como ser
mediante quimica de Fmoc. El Unico requisito de tales moléculas es que
reaccionen en forma cruzada inmunoldégicamente con un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1, o sus
primeros 50 residuos aminodacidos, o un derivado de la misma que comprende por
lo menos 5 aminoacidos contiguos en longitud de SEC ID NO: 1.

Como sera evidente para los expertos en la técnica, tales homologos,
analogos y derivados del polipéptido de las moléculas de la invencién seré utiles
para preparar anticuerpos que hagan reaccidn cruzada con anticuerpos contra
dicho polipéptido y/o para producir una respuesta inmune protectora de
especificidad similar a la producida mediante dicho polipéptido. Tales moléculas
también seran utiles en aplicaciones de diagnéstico y otras aplicaciones que son
inmunolégicas por naturaleza como ser, por ejemplo, diagndsticos que utilizan
uno o mas formatos de inmunoensayos (por ejemplo, ELISA, RIA y similares).

Por consiguiente, el inmundgeno de la presente invencion o un derivado,
homodlogo o analogo del mismo es util en composiciones para vacunas que
protegen a un individuo contra la infeccidén por L. intracellularis y/o como un
antigeno para producir produccion de anticuerpos policlonales o monoclonales y/o
en la deteccidn de anticuerpos contra L. intracellularis en animales infectados,
particularmente en animales porcinos y aves.

Los presentes inventores también han demostrado que la region N-

terminal de SEC ID NO: 1 es particularmente unica, en comparacién con otras
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secuencias de aminoacidos inmunogenas, incluyendo aquellas de las moléculas
de hemolisina de otros patégenos en animales. Por lo tanto, los péptidos,
oligopéptidos y polipéptidos que comprenden tales regiones de epitopes unicas
de SEC ID NO: 1, tendran especificidad mejorada en comparacion con otras
regiones de la molécula de hemolisina de Lawsonia spp. Las ventajas particulares
de tales péptidos seran inmediatamente evidentes para los expertos en la
produccién de composiciones para vacunas, donde la especificidad contra un
patégeno de interés es una consideracion importante.

En particular, los presentes inventores han demostrado que los
aminoacidos 1 a 50 del polipéptido de hemolisina de L. intracellularis, segun lo
expuesto en SEC ID NO: 1, no son sumamente conservados en comparacion con
la correspondiente region de otros polipéptidos de hemolisina, siendo solamente
aproximadamente 50 % idénticos a las secuencias de aminoacidos en la region N-
terminal de los polipéptidos de hemalisina de Mycobacterium tuberculosis vy
Serpula hyodysenteriae. Por consiguiente, esta region del polipéptido de
hemolisina de L. intracellularis es un péptido antigeno prometedor para la
formulacién de vacunas especificas de Lawsonia y diagndsticos para la deteccion
especifica de Lawsonia spp. en muestras bioldgicas.

Por lo tanto, en una realizacion alternativa, la presente invencién provee
un polipéptido inmunégeno aislado o recombinante o un derivado, homdlogo o
analogo del mismo que comprende, mimicas o reacciones cruzadas con un
epitope de células B o células T de una Lawsonia spp. en donde dicho polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos
aproximadamente 50 % de identidad de secuencia a aproximadamente residuo
aminoacido 1 hasta aproximadamente el residuo aminoacidos 50 del polipéptido
de hemolisina de L. intracellularis, como se expone en SEC ID. NO: 1.

Preferentemente, el porcentaje de identidad de secuencia a los aminoacidos 1 a
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50 de SEC ID NO: 1 es por lo menos de alrededor de 60 %, mas preferentemente
por lo menos alrededor del 70 %, incluso mas preferentemente por lo menos
alrededor del 80 %, y aun mas preferentemente por lo menos alrededor del 90 %.
En una realizacién particularmente preferida, el polipéptido en cuestion
comprende una secuencia de aminoacidos de aproximadamente el aminoacido 1
hasta aproximadamente el aminoacido 50 de SEC ID NO:1.

Un segundo aspecto de la presente invencién provee una composicion
para vacunas para la profilaxis o el tratamiento de la infecciéon en un mamifero o
ave por L. intracellularis 0 microorganismo similar o de otro modo relacionado,
comprendiendo dicha composicion para vacunas una cantidad efectiva de un
componente inmunégeno el cual comprende un polipéptido aislado o
recombinante que tiene por lo menos alrededor del 70 % de identidad de
secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1 o por
lo menos alrededor del 50 % de identidad de secuencia total con
aproximadamente el residuo aminoacido 1 hasta aproximadamente el residuo
aminoacido 50 de SEC ID NO: 1, o un homdlogo, analogo o derivado inmundgeno
del mismo que es inmunoldgicamente reactivo en forma cruzada con Lawsonia
intracellularis; y uno o mas portadores, diluyentes o adyuvantes adecuados para
uso veterinario o farmaceutico.

Como se utiliza en la presente, el término “componente inmunégeno” se
refiere a un péptido, polipéptido o una proteina codificada por ADN de, o derivada
de, L. intracellularis o un microorganismo relacionado con el mismo que es capaz
de inducir una respuesta inmune protectora en un animal, en particular un animal
porcino o ave, ya sea que dicho péptido, polipéptido o proteina esté o no en forfha
aislada o recombinante. Por lo tanto, la composicion para vacunas claramente
abarca aquellas composiciones para vacunas que comprenden aislados

atenuados, muertos o0 no patdogenos o formas de L. intracellularis o
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microorganismos relacionados a los mismos que comprenden o expresan dicho
péptido, polipéptido o proteina.

Por “respuesta inmune protectora” se quiere decir que el componente
inmunogeno produce una respuesta inmune en el animal a cual se administra la i
compaosicion para vacuna en el nivel humoral y/o celular lo cual es suficiente para
evitar la infeccién por Lawsonia intracellularis o un microorganismo relacionado a
la misma y/o lo cual es suficiente para reducir en forma detectable uno o mas
sintomas o condiciones, o para hacer méas lento detectablemente el comienzo de
uno o mas sintomas o condiciones, asociados con la infeccién por Lawsonia
intracellularis 0 un microorganismo relacionado con la misma en un huésped
animal, en comparacion con un animal infectado control. El término “cantidad
efectiva” de un componénte inmundgeno presente en la composicion para vacuna
se refiere a esa cantidad de dicho componente inmundgeno que es capaz de
inducir una respuesta inmune protectora después de haber administrado una sola
dosis completa, después de haber administrade varias dosis divididas.

Preferentemente, el componente polipeptidico de la composicién para
vacuna en cuestion comprende una secuencia de aminoacidos que es tanto
inmundgena y especifica, en virtud de su reactividad cruzada inmunolégica con el
agente causante de PPE, Lawsonia intracellularis. En este respecto, sera evidente
de la descripcion precedente que tales componentes de polipéptido pueden
comprender una secuencia de aminoacidos derivada de SEC ID NO: 1 o un
homologo, analogo o derivado de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC
ID NO: 1 como ser, por ejemplo, un mimétope de dicha secuencia.

El polipéptido inmundgeno u homdlogo, analogo o derivado inmunégéno
puede ser un péptido, oligopéptido o polipéptido natural en forma aislada o
recombinante de acuerdo con cualquiera de las realizaciones descritas mas arriba

o ejemplificadas en la presente. Preferentemente, el polipéptido inmundégeno u
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homélogo, andlogo o derivado inmundgeno es derivado de Lawsonia spp., en
particular L. intracellularis o un microorganismo que se relaciona con la misma.

Preferentemente, el componente inmunégeno ha sufrido por o menos un
paso de purificacién o por lo menos concentracion parcial de un cultivo celular que
comprende L. intracellularis 0 un microorganismo relacionado con la misma, o de
una preparacion lisada de células de L. intracellularis o microorganismo
relacionado, o de otro cultivo en el cual el componente inmundgeno es expresado
recombinantemente. La pureza de ese tipo de componente que tiene las
propiedades inmunogenas necesarias es preferentemente por lo menos de
alrededor del 20 % en peso de proteina en una preparacién en particular, mas
preferentemente por lo menos alrededor del 50 %, aun mas preferentemente por
lo menos alrededor del 60 %, aun mas preferentemente por lo menos alrededor
delv70 % e incluso mas preferentemente por lo menos alrededor del 80 % o0 mas.

El componente inmunégeno de la vacuna de la presente invencion puede
comprender un uUnico péptido, polipéptido o proteina, o un rango o combinacion de
diferentes péptidos, polipéptidos o proteinas que cubren epitopes diferentes o
similares. Adicionalmente o alternativamente, se puede proveer un unico
polipéptido con multiples epitopes. Este ultimo tipo de vacuna se denomina
vacuna polivalente. Un epitope multiple incluye dos o mas epitopes localizados
dentro de una molécula del péptido o polipéptido.

La formulacion de vacunas es generalmente conocida en la técnica y se
puede hacer referencia convenientemente a Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 17" ed., Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania, Estados Unidos de
América.

Una forma particularmente util de la vacuna es una vacuna recombinante

producida, por ejemplo, en un vector de vacuna, como ser aungue sin limitarse a
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una célula transfectada con un vector del virus vaccinia o una célula bacteriana
capaz de expresar el componente inmundgeno.

La presente invencidon claramente se extiende a composiciones para
vacuna recombinante en las cuales el componente inmunogeno por lo menos es
contenido dentro de vectores de vacunas muertos preparados, por ejemplo,
mediante tratamiento con calor, formalina u otro tratamiento quimico, choque
eléctrico o fuerzas de alta o baja presion. De acuerdo con esta realizacion, el
componente inmunogeno de la vacuna es generaimente sintetizado en un vector
de vacuna vivo el cual es matado antes de la administracién a un animal.

Adicionalmente, el vector de vacuna que expresa el componente
inmunégeno puede ser no patdgeno o atenuado. Dentro del alcance de esta
realizacion estan las células que han sido transfectadas con virus atenuados o no
patogenos que codifican el componente inmunégeno de la vacuna y células no
patogenas o atenuadas que expresan directamente el compenente inmunégeno.

Las células huéspedes atenuadas o no patdégenas incluyen aquellas
celulas que no son dafinas para un animal al cual se administra la vacuna en
cuestion. Como sera conocido por los expertos en la técnica, “vacunas vivas”
pueden comprender un vector de virus atenuado que codifica el componente
inmundégeno o una célula huésped que comprende al mismo, que es capaz de
replicacion en un animal al cual se administra la vacuna, y utilizando magquinaria
de células huéspedes para expresar el componente inmunégeno, aunque
produciendo efectos colaterales no adversos en el mismo. Tales vectores de
vacunas pueden colonizar el intestino u otro érgano del animal vacunado. Tales
vectores de vacunas vivas son eficaces en virtud de su capacidad para expresar
de manera continua el componente inmundégeno en el animal huésped durante un
tiempo y a un nivel suficiente para conferir inmunidad protectora contra un

patdgeno que expresa un equivalente inmundgeno de dicho componente
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inmunoégeno. La presente invencibn claramente abarca el uso de tales vectores no
patégenos o atenuados y preparaciones de vacunas vivas.

El vector de vacuna puede ser un virus, célula bacteriana o una célula
eucariética como ser una célula de ave, porcino u otra célula de mamifero o una
célula de levadura o una linea celular como ser COS, VERO, Hela, C127 de
raton, de ovario de hamster chino (CHO), WI-38, lineas celulares de rifton de
hamster bebe (BHK) o de células MDCK. Las células procaridticas adecuadas
incluyen Mycobacterium spp., Corynebacterium spp., Salmonella spp.,
Escherichia coli, Bacillus }spp. y Pseudomonas spp, entre otros. Las cepas
bacterianas que son adecuadas para el presente propésito son bien conocidas en
la técnica relevante (Ausubel et al, 1987; Sambrook et al, 1989).

Tales células y lineas celulares son capaces de expresidon de una
secuencia genética que codifica un péptido, polipéptido o proteina de la presente
invencidn de L. intracellularis en una forma efectiva para inducir una respuesta
inmune protectora en el animal. Por ejemplo, una bacteria no patégena se podria
preparar que contiene una secuencia recombinante capaz de codificar un péptido,
polipéptido o proteina 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 le permitiria a la bacteria colonizar lugares adecuados en un
intestino de cerdo y se le permitiria crecer y producir el péptido, polipéptido o
proteina recombinante en cantidad suficiente para inducir una respuesta inmune
protectora contra L. intracellularis.

En una realizacién alternativa adicional, la vacuna puede ser una vacuna
de ADN o ARN que comprende una molécula de ADN o ARN que codifica un
peptido, polipéptido o proteina de la presente invencion que es inyectada en tejido
muscular u otro tejido adecuado en un cerdo bajo condiciones suficientes para

permitir la expresidn transitoria de dicho ADN o ARN para producir una cantidad
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de péptido, 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 donde el ADN es operativamente conectado con una region
promotora capaz de expresar la secuencia de nucledtidos que codifica al
inmundgeno en células del animal inmunizado.

En la produccion de una vacuna recombinante, excepto por una vacuna
de ADN descrita en la presente, es necesario, por lo tanto, expresar el
componente inmunégeno en un sistema de vector adecuado. Para el presente
propésito, el componente inmundgeno puede ser expresado:

(i) colocando una molécula de acido nucleico aislada en un formato
expresable, comprendiendo dicha molécula de &cido nucleico la region
codificadora de la secuencia de nucleétidos expuesta en SEC ID NO: 2 o un
homélogo, andlogo o derivado que codifica proteina de SEC ID NO: 2
seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) secuencias de nucledtidos que tienen por lo menos aproximadamente
70 % de identidad de secuencia con SEC ID NO:2;

(b) secuencias de nuclettidos que se hibridan bajo al menos hibridacion
de baja severidad, preferentemente al menos bajo condiciones de severidad
moderadas, e incluso mas preferentemente bajo condiciones de severidad
elevada, al complemento de SEC ID NO: 2; v

(c) secuencias de nucledtidos que codifican la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEC ID NO: 1 o su homélogo, analogo o derivado, incluyendo, por
ejemplo, un mimétope del aminoacido expuesto en SEC ID NO: 1;

(ii) introduciendo la molécula de acido nucleico aislada de (i) en un

formato expresable en un vector de vacuna adecuado; y
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(iii) incubando o cultivando el vector de vacuna durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para que se produzca la expresion del componente
inmunoégeno codificado por dicha molécula de acido nucleico.

Para los propdsitos de definir el nivel de severidad, una baja severidad se
define en la presente como una hibridacién y/o un lavado llevado a cabo en un
buffer de 6 x SSC, 0,1 % (p/v) SDS a 28 °C. Una severidad moderada se define
en la presente como una hibridacién y/o lavado llevado a cabo en un buffer de 2 x
SSC, 0,1 % (p/v) SDS a una temperatura en el rango de 45 °C a 65 °C. Una
severidad elevada se define en la presente como una hibridacion y/o lavado
llevado a cabo en un buffer de 0,1 x SSC, 0,1 % (p/v) SDS a una temperatura de
por lo menos 65 °C.

Generaimente, la severidad es aumentada reduciendo la concentracion
de buffer de SSC, y/o aumentando la concentracion de SDS y/o aumentando la
temperatura de la hibridacion y/o lavado. Los expertos en la técnica se daran
cuenta de que las condiciones para la hibridacion y/o el lavado pueden variar
dependiendo de la naturaleza de la membrana de hibridacién o del tipo de sonda
de hibridacion utilizada. Las condiciones para las hibridaciones y los lavados son
bien comprendidas por una persona de conocimiento normal en la técnica. Para
los propositos de aclaracion de los parametros que afectan a la hibridacion entre
moléculas de &acido nucleico, se encuentra referencia en las paginas 2.10.8 a
2.10.16. de Ausubel et al. (1987) la cual se incorpora a la presente como
referencia.

Como se utiliza en la presente, una “molécula de acido nucleico en un
formato expresable” es una region codificadora de proteinas de una moléculé de
acido nucleico colocada en conexién operable con un promotor u otra secuencia

reguladora capaz de regular la expresion en el sistema de vectores de vacunas.
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La referencia en la presente a un “promotor” debe ser tomada en su
contexto mas amplio e incluye las secuencias reguladoras transcripcionales de un
gen genomico clasico, incluyendo la casilla TATA que es requerida para la
iniciacion de la transcripcidn precisa, con o sin una secuencia de casilla CCAAT y
elementos reguladores adicionales (es decir, secuencias activadoras
ascendentes, intensificadores y silenciadores) que alteran la expresién genética
en respuesta a estimulos de desarrollo y/o externos, o en una forma especifica de
tejidos. En el presente contexto, el término “promotor” también se utiliza para
describir una molécula recombinante, sintética o de fusidn, o derivado que
confiere, activa o intensifica la expresion de una molécula de acido nucleico al
cual esta conectada operativamente, y el cual codifica el polipéptido inmunogeno.
Los promotores preferidos pueden contener copias adicionales de uno o mas
elementos reguladores especificos para aumentar adicionalmente la expresion y/o
para alterar la expresidn espacial y/o la expresion temporal de dicha molécula de
acido nucleico.

La colocacion de una molécula de acido nucleico bajo el control regutador
de es decir, “en conexion operable con” una secuencia promotora significa
posicionar a dicha molécula de modo que se controle la expresién mediante la
secuencia promotora. Los promotores son generalmente, aunque no
necesariamente, posicionados 5’ (corriente arriba) a los genes que controlan. En
la construccion de combinaciones de promotor heterdlogo/ gen estructural se
prefiere en general posicionar al promotor a una distancia del sitio de inicio de la
transcripcion de genes que es aproximadamente la misma a la distancia entre ese
promotor y el gen que controla en su ambiente natural, es decir, el gen del cual el
promotor es derivado. Adicionalmente, los elementos reguladores que
comprenden un promotor son generalmente posicionados dentro de 2 kb del sitio

de inicio de la transcripcion del gen. Como es sabido en la técnica, alguna
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variacion en esta distancia puede ser adaptada sin pérdida de funcion del
promotor. De manera similar, el posicionamiento preferido de un elemento de
secuencia regulador con respecto a un gen heterélogo a ser colocado bajo su
control se deﬂHe mediante el posicionamiento del elemento en su ubicacion
natural, es decir, los genes de los cuales es derivado. Nuevamente, como es
sabido en la técnica, cierta variacion en esta distancia también puede ocurrir.

El prerequisito para producir polipéptidos intactos en bacterias como ser
E. coli es el uso de un promotor fuerte con un sitio de unidon de ribosomas
efectivo. Los promotores tipicos adecuados para la expresion en células
bacterianas como ser E. coli incluyen, aungue sin limitarse a, el promotor lacz,
promotores A, 0 Ar Sensibles a la temperatura, promotor 77 o el promotor tac
IPTG inducible. Una cantidad de otros sistemas de vectores para expresar la
molécula de acido nucleico de la invencidn en E. coli son bien conocidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en Ausubel et al (1987) o Sambrook et al
(‘1 889). Numerosos plasmidos con secuencias promotoras adecuadas para la
expresion en bacterias y sitios de enlace de ribosomas eficientes se han descrito,
como ser por egjemplo, pKC30 (A Shimatake y Rosenberg, 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 Ameérica) o la serie
pQE de vectores de expresion (Qiagen, CA) entre otros. Los promotores tipicos
adecuados para la expresidon en virus de células eucaridticas y células
eucaritticas incluyen al promotor tardio SV40, promotor temprano SV40 y
promotor de citomegalovirus (CMV), promotor CMV IE (temprano inmediato de
citomegalovirus) entre otros. |

Medios para introducir la molécula de &cido nucleico aislada o una
construccidon genética que comprende a la misma en una célula para expresion

del componente inmundégeno de la composicion para vacunas son bien conocidos
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por los expertos en la técnica. La técnica utilizada para un organismo determinado
depende de las técnicas exitosas conocidas. Los medios para introducir ADN
recombinante en células animales incluyen microinyeccion, transfeccion mediada
por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por liposomas como ser utilizando
lipofectamina (Gibco, MD, Estados Unidos de América) y/o cellfectina (Gibco, MD,
Estados Unidos de América), absorcion de ADN mediada por PEG,
electroporacion y bombardeo de microparticulas como ser utilizando particulas de
oro o tungsteno revestidas con ADN (Agracetus Inc., Wi, Estados Unidos de
América) entre otros.

El componente inmundgeno de una composicion para vacuna segun [o
contemplado en la presente exhibe 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 moiéculas del péptido
recombinantes, entre aproximadamente 0,5 ug y aproximadamente 20 ug, se
pueden administrar, preferentemente entre aproximadamente 1 ug vy
aproximadamente 10 mg, mas preferentemente entre aproximadamente 10 ug y
aproximadamente 5 mg y mas preferentemente entre aproximadamente 50 ug y
aproximadamente 1 mg equivalente del componente inmundgeno en un volumen
de aproximadamente 1 ml a aproximadamente 5 ml. Para las vacunas de ADN,
una cantidad preferida es de aproximadamente 0,1 ug/ ml a aproximadamente 5
mg/ml en un volumen de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 ml. El ADN
puede estar presente en forma “despojada’ o se puede administrar junto con un
agente que facilita la captacion celular (por ejemplo, en liposomas o lipidos
catidnicos). La caracteristica importante es administrar suficiente inmundgeno
para inducir una respuesta inmune protectora. Las cantidades antes mencionadas
se pueden administrar como se indica o calcula por kilogramo de peso corporal. El

regimen de dosificacion se puede ajustar para proveer la respuesta terapéutica
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optima. Por ejemplo, varias dosis divididas pueden administrarse o la dosis se
puede reducir proporcionalmente segin lo indicado por las exigencias de la
situacion terapéutica. También puede ser necesaria la administracion de un
refuerzo.

La vacuna de la presente invencion puede comprender ademas uno o
mas componentes inmunomoduladores adicionales como ser, por ejemplo, un
adyuvante o molécula de citocina, entre otros, que es capaz de aumentar la
respuesta inmune contra el componente inmundégeno. Los ejemplos no limitativos
de adyuvantes que se pueden utilizar en la vacuna de la presente invencion
incluyen el sistema de adyuvantes RIBI (Ribi Inc., Hamilton, MT, Estados Unidos
de América), alumbre, geles minerales, como ser, gel de hidroxido de aluminio,
emulsiones de aceite en agua, emulsiones agua en aceite como ser, por ejemplo,
Block co-polymer (CytRxm Atlanta GA, Estados Unidos de América), QS-21
(Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA, Estados Unidos de Ameérica), SAF-M
(Chiron, Emeryville CA, Estados Unidos de América), adyuvante denominado
comercialmente AMPHIGEN, adyuvante completo de Freund;, adyuvante
incompleto de Freund; y Saponina, QuilA u otra fraccién de saponina, lipido A de
monofosforilo, y adyuvante de lipido- amina Avridine. Otros agentes
inmunomoduladores que se pueden incluir en la vacuna incluyen, por ejemplo,
una o mas citocinas, como ser interferébn y/o interleucina, u otras citocinas
conocidas. También se pueden incluir surfactantes no iGnicos como ser, por
ejemplo, oleiléter de polioxietileno y polietilenéter de n-hexadecilo en las vacunas
de la presente invencion.

Las composiciones de las vacunas se pueden administrar de manéra
conveniente como ser por ruta oral, intravenosa (donde sea soluble en agua),
intramuscular, subcutanea, intranasal, intradérmica o como supositorio 0 mediante

implantacion (por ejemplo, utilizando técnologia de liberacion lenta). Dependiendo
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de la ruta de administracidon, puede ser necesario revestir el componente
inmundgeno en un material para protegerlo de ia accion de enzimas, acidos y
otras condiciones naturales que lo pueden inactivar, como ser aquellas en el
tracto digestivo.

La composicién para vacunas también se puede administrar parenteral o
intraperitonealmente. Las dispersiones también se pueden preparar en glicerol,
polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos o en aceites. Bajo condiciones
ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden contener un
conservante para evitar el desarrollo de microorganismos. Alternativamente, la
composicién para vacunas puede ser almacenada en forma liofilizada para ser
rehidratada con un vehiculo o portador apropiado antes del uso.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles (donde hidrosolubles) o dispersiones y polvos
estériles para la preparacién extemporanea de soluciones inyectables estériles o
dispersidén. En todos los casos la forma debe ser fluida hasta el punto en que
existe facilidad en la capacidad de aplicarse con jeringa, a menos que la forma
farmaceéutica sea un solido o semi-sélido como ser cuando se emplea tecnologia
de liberacion lenta. En cualquier evento, debe ser estable bajo las condiciones de
fabricacién y almacenamiento y debe conservarse contra la accién contaminante
de microorganismos.

El portador puede ser un solvente o medio de dispersién que contiene,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol vy
polietilenglicol liquido, y similares), sus mezclas adecuadas y aceites vegetales.
La adecuada fluidez puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un
revestimiento como ser lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de
particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de surfactantes. La

prevencion de la accién de microorganismos puede producirse mediante diversos
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agentes antibacterianos y antifungicos como ser, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos como ser, por ejemplo, azucares o cloruro de
sodio. La absorciéon prolongada de las composiciones inyectables se puede
provocar mediante el uso en las composiciones de agentes que rétardan la
absorcion como ser, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando el
compuesto activo en la cantidad requerida en el solvente apropiado con varios de
los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiere, seguido por
esterilizacion con filtro. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando
el ingrediente activo esterilizado en un vehiculo estéril el cual contiene el medio
de dispersi‘én basico y los otros ingredientes requeridos seleccionados entre
aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de
preparacion son secado al vacio y la técnica de secado por congelacion que
producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado
adicional de soluciones previamente filtradas estériles.

La presente invenciéon se extiende a composiciones para vacunas que
confieren proteccion contra la infeccién por uno o méas aislados o subtipos de L.
intracellularis incluyendo aquellos que pertenecen al mismo serogrupo o serovar
que Lawsonia intracellularis. La composicion para vacuna preferentemente
también confiere proteccion contra la infeccidn por otras especies del género
Lawsonia u otros microorgénismos relacionados con la misma segun Ilo
determinado en el nivel de nucleétido, bioquimico, estructural, ﬁsiolégico\y/o_
inmunointeractivo, siendo el Unico requisito que dichas otras especies u otro
microorganismo exprese un polipéptido que es inmunolégicamente reactivo. en

forma cruzada con el polipéptido de la invencidn descrito en la presente. Por
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ejemplo, tales microorganismos relacionados pueden comprender ADN gendmico
que es por lo menos alrededor del 70 % idéntico en general al ADN gendmico de
Lawsonia intracellularis segin lo determinado utilizando hibridacion de ADN
genomico y técnicas de analisis.

Los términos “serogrupo” y “serovar’ se relacionan con una clasificacion
de microorganismos que se basa en datos de tipo seroldgico, en particular datos
obtenidos utilizando ensayos de aglutinacion como ser el ensayo de aglutinacién
microscopica (MAT). Los expertos en la técnica se daran cuenta de que los
antigenos de serogrupo y serovar son un mosaico en la superficie celular y, como
consecuencia no habra una delineacidn estricta entre las bacterias que
pertenecen a un serovar y/o serogrupo. Asimismo, los organismos que
pertenecen a diferentes especies pueden ser clasificados en el mismo serovar o
serogrupo puesto que los mismos no son distinguibles mediante determinacién
antigena. Como se utiliza en la presente, el término “serovar” significa una o mas
cepas de lLawsonia que son antigenamente idénticas con respecto a
determinantes antigenos producidos por uno o mas lugares. Cuantitativamente,
los serovars pueden ser diferenciados uno del otro mediante técnicas de
absorcién de aglutinacion cruzada. Como se utiliza en la presente, el término
“serogrupo” se refiere a un grupo de Lawsonia spp. cuyos miembros se aglutinan
en forma cruzada con antigenos de grupos compartidos y no se aglutinan en
forma cruzada con los miembros de otros grupos y, como consecuencia, los
miembros de un serogrupo tienen mas o menos relaciones antigenas cercanas
uno con el otro mediante simple aglutinacion cruzada.

La presente invencion por lo tanto claramente se extiende a
composiciones de vacunas para el tratamiento y/o profilaxis de animales, en
particular, composiciones de vacunas para el tratamiento y/o profilaxis de

especies porcinas y/o de aves, contra cualquier-bacteria que pertenece al mismo



Y3

44

serovar O serogrupo que Lawsonia intracelfularis. Preferentemente, tales
organismos expresan un polipéptida que tiene una identidad de secuencia de
aminoéacidos de por lo menos alrededor del 70 % en total con respecto a SEC ID
NO:1 ylo por lo menos alrededor del 50 % con respecto a los aminoacidos 1 a 50
de SEC ID NO:1.

La presente invencion se extiende ademas a composiciones para vacunas
capaces de conferir proteccién contra una “variante genética’ de Lawscnia
intracellularis, siendo el Unico requisito que dicha variante exprese un polipéptido
que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos total de por lo menos
alrededor del 70 % con respecto a SEC ID NO:1 y/o por lo menos alrededor del
50 % con respecto a los aminoacidos 1 a 50 de SEC ID NO:1 o un homdlogo,
analogo o derivado que es inmunoldgicamente reactiva en forma cruzada. Las
variantes genéticas de L. intraceilularis pueden desarrollarse mediante mutacion,
recombinacion, conjugacién o transformacion de L. intracellularis o puede ocurrir
naturalmente. Sera de conocimiento de una persona capacitada en la técnica la
manera de producir tales variantes.

En una realizacion particularmente preferida, la composicion para
vacunas de la invencidon es adecuada para la profilaxis y/o tratamiento de
ihfeccién en un cerda o ave por L. intracellularis.

Los expertos en la técnica reconocen fa aplicabilidad general de la
invencidon en la vacunacion de animales que no sean cerdos y aves confra L.
intracellularis y/o microorganismos relacionados. En la aplicacién general de la
vacuna de la presente invencion, el anico prerequisito es que el animal en el cual
se confiere la proteccion sea capaz de ser infectado con Lawsonia intracellularis
y/o un microorganismo relacionado con la misma y que, en el caso de un
microorganismo relacionado con L. intracellularis, dicho microorganismo

relacionado exprese un epitope de células B o células T que se asemeja o
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reacciona en forma cruzada con el componente polipeptidico de la composicion
para vacunas descrita en la presente. Los animales que pueden ser protegidos
mediante la vacuna de la presente invencion incluyen, aunque sin limitarse a,
seres humanos, primates, animales de compafiia (por ejemplo, gatos, perros),
ganado (por ejemplo, cerdos, ovejas, ganado vacuno, caballos, burros, cabras),
animales de tests de laboratorio (por ejemplo, ratones, ratas, conejillos de Indias,
conejos) y animales salvajes cautivos (por ejemplo, canguros, zorros, ciervo). La
presente invencion también se extiende a la vacunacion de pajaros como ser aves
de corral, aves de juego y pajaros enjaulados.

La presente invencion ademas se extiende a vacunas de combinacion
que comprenden una cantidad efectiva de un primer componente inmunégeno
que comprende el polipéptido de la presente invencidbn combinado con una
cantidad efectiva de un segundo componente inmundégeno que comprende uno o
mas otros antigenos capaces de proteger a un animal porcino, o pajaro, contra
Lawsonia spp. u otro patdgeno que infecta y causa enfermedad en dicho animal.
En una realizacion preferida, el segundo componente inmunégeno se selecciona
entre el grupo que consiste en los polipéptidos de autolisina de L. intracellularis,
OmpH, FIgE, y SodC y sus homdlogos, analogos o derivados, en particular sus
variantes inmundégenas o derivados, y moléculas de acido nucleico que codifican
a los mismos.

El polipéptido aislado o recombinante de la invencién o un homoélogo,
anélogo o derivado del mismo inmunolégicamente equivalente es también util
para la preparacién de moléculas inmunolégicamente interactivas que son utiles
en el diagndstico de la infeccion de un animal por Lawsonia spp., en particular por
L. intracellularis o un organismo relacionado con la misma.

Como se utiliza en la presente, el término “molécula inmunolégicamente

interactiva” incluye anticuerpos y derivados de anticuerpos y equivalentes
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funcionales, como ser un Fab o un SCAB (anticuerpo de unica cadena),
cualquiera de ellos puede ser conjugado optativamente a una enzima, radiactivo o
etiqueta fluorescente entre otros. El Unico requisito de tales moléculas
inmunolégicamente interactivas es que son capaces de unirse especificamente al
polipéptido inmunodgeno de la presente invencion como se describe en lo que
antecede.

Por consiguiente, un aspecto adicional de la invencidn se extiende a una
molécula inmunolégicamente interactiva que es capaz de unirse a cualquiera o
mas de los siguientes:

(1) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos alrededor del 70 % de identidad de
secuencia total con la secuencia de aminodcidos expuesta en SEC ID NO:1.

(ii) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminodcidos que tiene por lo menos alrededor del 50 % de identidad de
secuencia total con los residuos aminoécidos 1 a 50 de SEC ID NO:1; o

(i) un homologo, analogo o derivado de (i) o (i) que se asemeja a su
epitope de células T o células B.

En una realizacién preferida, la molécula inmunolégicamente interactiva
es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido que consiste en el
aminoacido de SEC 1D NO:1, o a sus primeros cincuenta aminoacidos.

Se pueden utilizar métodos convencionales para preparar las moléculas

- inmunoldgicamente interactivas. Por ejemplo, utilizando un polipéptido de la
presente invencién, antisueros policlonales o anticuerpos monoclonales se
pueden preparar utilizando métodos convencionales. Por ejemplo, un marmifero
(por ejemplo, un ratén, hamster o conejo) se puede inmunizar con una fofma
inmundgena del polipéptido de la presente invencidon que produce una respuesta

de anticuerpo en el mamifero. Las técnicas para conferir inmunogenicidad en un
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polipéptido incluyen conjugacion a portadores u otras técnicas bien conocidas en
la técnica. Por gjemplo, el pclipéptido puede ser administrado en presencia de
adyuvante o se puede acoplar a una molécula portadora, como es conocido en |a
técnica, que aumenta la inmunogenicidad del polipéptido. El progreso de la
inmunizacion se puede monitorear mediante deteccidn de titulos de anticuerpos
en plasma o suero. Se puede utilizar ELISA estandar u otro inmunoensayo con el
inmundgeno como antigeno para evaluar los niveles de anticuerpos. Luego de la
inmunizacion, los antisueras se pueden obtener y, por ejemplo, se pueden aislar
moléculas de IgG que corresponden a los anticuerpos policlonales de los
antisueros.

Para producir anticuerpos monoclonales, las células que producen
anticuerpos (linfocitos) se pueden cosechar de un animal inmunizado con un
péptido de la presente invencion y fusionadas con células de mieloma mediante
procedimientos de fusidn de células somaticas convencionales, inmortalizando de
ese modo a estas células y produciendo céiulas de hibridoma. Tales técnicas son
bien conocidas en la técnica, e incluyen, por ejemplo, la técnica de hibridoma
originalmente desarroliada por Kohier y Milstein (1975), como asi también otras
técnicas como ser la técnica de hibridoma de células B humanas (Kozbor et al.,
1983), la técnica de EBV-hibridoma para producir anticuerpos monoclonales
humanos (Cole et al., 1985), y clasificacion de genotecas de anticuerpos
combinatoriales (Huse et al., 1989). Las células de hibridoma se pueden aislar y
clasificar inmunolégicamente para la produccion de anticuerpos gque son
especificamente reactivos con el polipéptido y los anticuerpos monoclonales
aislados de las mismas. |

Como con todas las composiciones inmundégenas para producir
anticuerpos, las cantidades inmunogénicamente efectivas de los péptidos de la

invencion se deben determinar empiricamente. Los factores a ser considerados
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incluyen la inmunogenicidad del péptido natural, ya sea que el péptido este
complejado o no con o covalentemente unido a un adyuvante o proteina portadora
u otro portador, la ruta de administracion para la composicion, es decir,
intravenosa, intramuscular, subcutdnea, etc., y la cantidad de dosis de
inmunizacion a ser administradas. Tales factores son conocidos en la técnica de
las vacunas y se encuentran dentro del conocimiento de los inmundlogos para
hacer tales determinaciones sin indebida experimentacion.

El término “anticuerpo” como se utiliza en la presente tiene el propdsito de
incluir sus fragmentos que son también especificamente reactivos con un péptido
que se asemeja o reacciona en forma cruzada con un epitope de células B o
células T del polipéptido de hemolisina de Lawsonia intracellularis expuesta en
SEC ID NO:1. Los anticuerpos se pueden fragmentar utilizando técnicas
convencionales y los fragmentos clasificados para utilidad de la misma manera
como se describe anteriormente para anticuerpos enteros. Por ejemplo,
fragmentos F(ab’)2 pueden generarse tratando anticuerpo con pepsina. El
fragmento F(ab’)2 resultante se puede tratar para reducir los puentes de disulfuro
para producir fragmentos Fab’.

Se encuentra dentro del alcance de esta invencidén incluir cualquier
anticuerpo secundario (monoclonal, policlonal o fragmentos de anticuerpos),
incluyendo anticuerpos anti-idiotipicos, dirigidos hacia los primeros anticuerpos
mencionados discutidos anteriormente. Tanto el primer como el segundo
anticuerpo se pueden utilizar en ensayos de deteccion o un primer anticuerpo se
puede utilizar con un anticuerpo anti-inmunoglobulina comercialmente disponible.
Un anticuerpo como se contempla en la presente incluye cualquier anticuefpo
especifico de cualquier regién de un péptido que se asemeja, o reacciona en

forma cruzada con un epitope de células B o células T del polipéptido de

Si
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hemolisina de Lawsonia intracellularis expuesto en SEC ID NO:1 como se
describe en lo precedente.

Los anticuerpos descritos en la presente son utiles para determinar
epitopes de células B y células T de la secuencia de aminoacidos expuesta en
SEC ID NO:1 como ser, por ejemplo, analizando la capacidad de fos péptidos
sintéticos para inmunoldgicamente reaccionar en forma cruzada con dicha
secuencia de aminoacidos o para producir la produccion de anticuerpos que
reaccionan en forma cruzada con dicha secuencia de aminoacidos. Utilizando los
métodos descritos en la presente, los anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales o anticuerpos monoclonales quiméricos también se pueden cultivar
a péptidos que se asemejan a o reaccionan en forma cruzada con un epitope de
células B o células T del polipéptido de hemolisina de Lawsonia intracellularis
expuesto en SEC ID NO:1.

Méas particularmente, los anticuerpos policlonales, monoclonales ©
monoclonales quiméricos se pueden utilizar para detectar a los péptidos de la
invencidn y/o cualquier homélogo, andlogo o derivado de los mismos, en diversos
materiales biolégicos. Por ejemplo, se pueden utilizar en un ensayo ELISA,
radioinmunoensayo o ensayo histoquimico. En otras palabras, los anticuerpos se
pueden utilizar para analizar para determinar la unidén a un polipéptido de la
invencién o a un homdlogo, anadlogo o derivado del mismo, en una muestra
biologica para diagnosticar la presencia de Lawsonia intracellularis en la misma.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencién provee un método para
diagnosticar la infeccion de un animal por Lawsonia intracellularis o un
microorganismo relacionado con la misma, comprendiendo dicho método -los
pasos de poner en contacto una muestra bioldgica derivada de dicho animal con
una molécula inmunoldgicamente interactiva que es capaz de unirse a un péptido,

oligopéptido o polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
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en SEC ID NO:1 o su homadlogo, andlogo o derivado, durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para gue se forma un complejo de antigeno: anticuerpo, y
detectar dicha formacién de complejo. De acuerdo con esta realizacion de la
presente  invencion, la molécula inmunolégicamente interactiva es
preferentemente una molécula de anticuerpo preparada contra el polipéptido de
hemolisina de Lawsonia intracellularis expuesto en SEC ID NO:1 o un analogo o
derivado del mismo.

La muestra bioldgica es una que puede contener un polipeptido que tiene
una secuencia de aminodcidos expuesta en SEC ID NO:1 o su homdlogo,
analogo o derivado, en particular una muestra biolégica derivada de un huésped
porcino o de ave del patégeno Lawsonia intracellularis o un microorganismo
relacionado con el mismo, y puede incluir cualquier muestra de tejido o fluido
apropiada del animal. Las muestras bioldgicas preferidas son derivadas del ileon,
intestino ciego, intestino delgado, intestino grueso, suero entero o noédulos
linfaticos del animal huésped porcino o ave que se esta analizando. Ademas o
alternativamente, la muestra de ensayo bioldgica puede comprender materia fecal
0 una torunda rectal derivada del animal.

Los inmunoensayos convencionales se pueden utilizar para llevar a cabo
esta realizacion de la invenciéon. Un amplio rango de técnicas de inmunoensayo
estan disponibles como se puede observar mediante referencia a las Patentes de
los Estados Unidos Nos. 4.016.043, 4.424.279 y 4.018.653. Estas incluyen,
naturalmente, ensayos de un solo sitio y dos sitios o “sandwich” de los tipo no
competitivos, como asi también los ensayos de union competitivos tradiciionales.
Estos ensayos también incluyen el enlace directo de un anticuerpo rotulado é un
objetivo. Seré facilmente evidente para el experto en la técnica el modo de

modificar u optimizar tales ensayos para llevar a cabo esta realizacién de la
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presente invencion, y todas esas modificaciones y optimizaciones son abarcadas
por la presente invencion.

En una realizacion alternativa, la presente invencion contempla un método
para identificar si un animal ha sufrido o no de una infegcién pasard‘a, o gs_té
actualmente infectado con Lawsonia intracellularis © un microorganismo
relacionado con la misma, comprendiendo dicho método poner en contacto
sangre o suero derivado de dicho animal con el polipéptido inmundgeno de la
invencion durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para que se forma un
complejo antigeno: anticuerpo, y detectar dicha formacion de complejo. Esta
realizacion se diferencia de la realizacion descrita mas arriba porque se basa en
la deteccion de anticuerpos circulantes contra Lawsonia intracellularis o un
organismo relacionado en la sangre o suero del animal que estan presentes como
consecuencia de una infeccion pasada o presente por este patdgeno. Sin
embargo, sera evidente para los expertos en la técnica que el principic del
formato de ensayo es el mismo. Como con otras realizaciones de la invencion
referidas mas arriba, se pueden utilizar inmunoensayos convencionales. Las
personas capacitadas en la técnica seran capaces faciimente de varias los
formatos de inmunoensayos conocidos para llevar a cabo la presente realizacion.
Esta realizacién de la invencién también puede utilizar derivados de sangre y
suero que comprenden moléculas inmunoldgicamente interactivas, por ejemplo
fracciones de IgG o IgM parciaimente purificadas y muestras de piel de bufalo,
entre otros. La preparacion de tales fracciones también sera conocida por los
expertos en la técnica.

Un aspecto adicional de la presente invencién provee una molécula‘de
acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica,
0 es complementaria a una molécula de acido nucleico la cual codifica, un

péptido, oligopéptido o polipéptido seleccionado entre lo siguiente:
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(i) un péptido, oligopéptida o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos alrededor del 70 % de identidad de
secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO:1;

(i) un péptido, oligopéptido o polipeptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos alrededor del 50 % de identidad de
secuencia total con alrededor del residuo aminoacido 1 a alrededor del residuo
aminoacido 50 de SEC ID NO:1; o

(i) un homologo, analogo o derivado de (i) o (ii) qgue se asemeja a un
epitope de células B o células T de Lawsonia spp.

En una realizacién preferida, la presente invencion provee una molécula
de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica, o es complementaria a una molécuia de acido nucleico que codifica, un
inmundgeno del polipéptido que comprende, se asemeja o reacciona en forma
cruzada con un epitope de células B o células T del polipéptido de hemolisina de
Lawsonia intracellularis expuesto en SEC ID NO: 1.

En una realizacion particularmente preferida, la presente invencion provee
una molecula de &cido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica al polipéptido de hemolisina de L. intracellularis que tiene
una secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1 o que codifica
aproximadamente los primeros cincuenta residuos aminoacidos de la misma.

Se encuentra dentro del alcance de la invencidon abarcar formas
poliméricas del polipéptido inmundgeno descrito en la presente, como ser
agregados de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1 o su
homologo, andlogo o derivado, o alternativamente, como polipéptidos qﬁe
comprenden repeticiones de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID

NO: 1 o un homdlogo, analogo o derivado de la misma. La presente invencion se
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extiende ademas a moléculas de acido nucleico que codifican a ese tipo de
formas poliméricas.

Alternativa o adicionalmente, la molécula de acido nucleico aislada de la
invencién comprende ademas una secuencia de nucledtidos que tiene por io
menos aproximadamente 70 % de identidad de secuencia total con la secuencia
de nucledtidos expuesta en SEC ID NO: 2 o a una secuencia de nucleotidos
complementaria de la misma. Mas preferentemente, el porcentaje de identidad de
secuencia con SEC ID NO: 2 o con una secuencia de nucledtidos complementaria
a la misma es por lo menos alrededor del 80 %. Aun mas preferentemente, el
porcentaje de identidad de secuencia es de por lo menos alrededor del 90 %. Aun
mas preferentemente, el porcentaje de identidad de secuencia es de por lo menos
alrededor del 95 %.

En una realizacion preferida, la molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID NO: 2 o la secuencia de
nuciedtidos que codifica a la hemolisina presente en pALK12 (ATCC 207195), o
una variante degenerada de la misma, y sus complementos.

Cuando se determina si dos secuencias de nucledtidos caen o no dentro
de estos limites de porcentajes, los expertos en la técnica se daran cuenta que es
necesario conducir una comparacion lado a lado o una mditiple alineacién de
secuencias. En tales comparaciones o alineaciones, pueden surgir diferencias en
el posicionamiento de residuos no idénticos, dependiendo del algoritmo utilizado
para realizar la alineacién. En el presente contexto, la referencia a un porcentaje
de identidad entre dos o mas secuencias de nucledtidos se tomara como
refiriéndose a la cantidad de residuos idénticos entre dichas secuencias segdn lo
determinado utilizando cualquier algoritmo convencional conocido por los expertos
en la tecnica. Por ejemplo, las secuencias de nucledtidos se pueden alinear y se

puede calcular su identidad utilizando el programa BESTFIT u otro programa
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apropiado del Computer Genetics Group, Inc., University Research Park,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos de América (Devereaux et al., 1984).

Alternativa o adicionalmente, la molécula de acido nucleico aislada de la
invencion es capaz de hibridacion bajo al menos bajas condiciones de severidad a
la secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID NO: 2 o a una secuencia de
nucledtidos complementarié a la misma o a un fragmento de acido nucleico que
comprende por lo menos aproximadamente 20 nucledtidos contiguos en longitud
derivado de la secuencia expuesta en SEC ID NO: 2 o a una vsecuencia de
nucledtidos complementaria a la misma.

Preferentemente, dicha molécula de acido nucleico es capaz de hibridarse
bajo por lo menos condiciones de severidad moderadas e incluso mas
preferentemente bajo condiciones de severidad elevadas.

La presente invencién claramente abarca construcciones genéticas que
comprenden ia molécula de acido nucleico en cuestion en un formato expresable
adecuado para la preparacion de un polipéptido inmundgeno recombinante de la
presente invencién, como ser para el uso en vacunas recombinante polivalentes o
univalentes recombinantes.

En esos casos, la molécula de &cido nucleico sera operativamente
conectada a una secuencia promotora que puede asi regular la expresion de
dicha molécula de acido nucleico en una célula procariética o eucaridtica como se
describe mas arriba.

La construccion genética optativamente comprende ademas una
secuencia terminadora. El término “terminadora” se refiere a una secuencia de
ADN al final de una unidad transcripcional que sefiala la terminacion de la
transcripcion. Un “terminador’ es una secuencia de nucleétidos, generaimente
ubicada dentro de la regidn 3’ no traducida de un gen o ARNm, que comprende

una sefial de poliadenilacion para facilitar la adicion pos-transcripcional de una
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secuencia de poliadenilato al extremo 3' de una transcripcion de ARNm primaria.
Las secuencias terminadoras se pueden aislar de las secuencias genéticas de
bacterias, hongos, virus, animales y/o plantas. Los terminadores activos en
~ células animales son conocidoé y se describen en la bibliografia.

En una realizacién preferida, la construccion genética puede ser un vector
de clonacién o de expresion como es conocido en la técnica, como ser un
plasmido, cosmido, o fago, que comprende una molécula de acido nucleico de la
presente invencion, y células huéspedes transformadas o transfectadas con la
misma. En una realizacion no limitativa, el vector es el plasmido pALK12 (No. de
Acceso ATCC 207195).

Las construcciones genéticas de la presente invencion son
particularmente Utiles para producir el componente inmundgeno de la composicién
para vacunas descrita en la presente o para uso en una vacuna de ADN.

Un rango de ensayos de diagnéstico genéticos para detectar la infeccion
de un animal por Lawsonia intracellularis 0 un microorganismo relacionado se
puede emplear utilizando la molécula de acido nucleico descrita en la presente
como ser, por ejemplo, ensayos basados en la reaccidon en cadena de polimerasa
(RCP) vy la hibridacion de &cido nucleico. Todos dichos ensayos son
contemplados en la presente invencidn.

Por consiguiente, una aspecto adicional de la invencion provee un método
de diagndstico para detectar Lawsonia intracellularis o microorganismo
relacionado en una muestra biolégica derivada de un sujeto animal,
comprendiendo dicho métado los pasos de hibridar una o mas sondas o
cebadores derivados de la secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID NO: 2 o
una secuencia de nucledtidos complementaria a la misma o su homélogo,
analogo o derivado, a una molécula de ADN o ARN presente en dicha muestra y

luego detectar dicha hibridaciéon utilizando un medio de deteccion.
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Como se utiliza en la presente, el término “sonda’ se refiere a una
molécula de acido nucleico que es derivada de la secuencia de nucledtidos
expuesta en SEC ID NO: 2 y que es capaz de ser utilizada en su deteccion. Las
sondas pueden comprender'ADN (de una sola hebra o de dable hebra) o ARN (es
decir, ribosondas) o sus analogos.

El término “cebador” se refiere a una sonda como se define en lo que
antecede que es capaz ademas de ser utilizada para amplificar una secuencia de
nucledtidos de Lawsonia intracellularis o un microorganismo relacionado con la
misma en una RCP.

Las sondas y cebadores preferidos incluyen fragmentos de la secuencia
de nucledtidos expuesta en SEC ID NO: 2 y moléculas de ADN o ARN de una
sola hebra sintéticas de por lo menos aproximadamente 15 nucledtidos de
longitud derivados de la secuencia expuesta en SEc ID NO: 2 o una secuencia de
nuclesdtidos complementaria a la misma.

Preferentemente, las sondas y los cebadores de acuerdo con esta
realizacién comprenderan por o menos alrededor de 20 nucleétidos contiguos
derivados de SEC ID NO: 2 o una secuencia complementaria a la misma, incluso
mas preferentemente por lo menos alrededor de 25 nuclebtidos contiguos, aun
mas preferentemente por lo menos alrededor de 50 nucledtidos contiguos e
incluso mas preferentemente por lo menos alrededor de 100 nucleétidos hasta
alrededor de 500 nuciedtidos derivados de la secuencia expuesta en SEC ID NO:
2 o un complemento de la misma. Las sonuas y cebadores que comprenden la
longitud completa de SEC ID NO: 2 o una secuencia de nucledtidos
complementaria a la misma son también abarcados por la presente invencion. .

Para el presente proposito, “homologos” de una secuencia de nucledtidos
se referird a una molécula de acido nucleico aislada que codifica a un polipéptido

que es funcionalmente equivalente al polipéptido codificado por la molécula de

sq
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acido nucleico de la presente invencion o a un polipéptido que es un homologo,
andlogo o derivado de SEC ID NO: 1, no obstante la aparicion dentro de dicha
secuencia, de una o mas sustituciones, inserciones, deleciones o redisposiciones
de nucledtidos.

“‘Analogos” de una secuencia de nucledtidos expuesta en la presente se
referird a una molécula de acido nucleico aislada que codifica a un polipéptido
funcionalmente equivalente al polipéptido codificado por la molécula de acido
nucleico de la presente invencién o a un homdlogo, analogo o derivado de un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 1, no obstante
la aparicién de cualquier constituyente no nucleétido no presente normalmente en
dicha molécula de acido nucleico como ser, por ejemplo, carbohidratos,
radioquimicos incluyendo radionucledtidcs, moléculas informantes como ser,
aunque sin limitarse a, biotina, DIG, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano
picante, entre otros.

“Derivados” de una secuencia de nucledtidos expuesta en la presente se
referird a cualquier molécula de acido nucleico aislada que contiene por lo menos
alrededor del 50 % de identidad de secuencia de nucledtidos con 15 o inas
nucledtidos contiguos presentes en la secuencia de nucleétidos expuesta en SEC
ID NO: 2 o una secuencia de nuclebtidos complementaria a la misma.
Generalmente, la secuencia de nucledtidos de la presente invencién puede estar
sujeta a mutagénesis para producir sustituciones, deleciones y/o inserciones de
nucledtidos Unicas o multiples. Los derivados insercionales de nucleétidos de la
secuencia de nucledtidos de la presente invencion incluyen fusiones en las
terminales 5’ y 3 como asi también inserciones entre secuencias de nucleétidos
unicos o multiples o andlogos de nucledtidos.

Las variantes de secuencias de nucleétidos insercionales son aquellas en

donde uno o mas nucledtidos o0 analogos de nucledtidos son introducidos en un
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sitio predeterminado en la secuencia de nucledtidos de dicha secuencia, si bien la
insercion al azar también es posible realizdndose la clasificacion adecuada del
producto resultante. Las variantes de secuencias de nucledtidos delecionales se
caracterizan por la remocién de uno o mas nucledtidos de la secuencia de
nucledtidos. Las variantes de secuencias de nucledtidos sustitucionales son
aquellas en donde por lo menos un nucledtido en la secuencia ha sido eliminado y
se ha insetado un nucledtido diferente o analogo de nucleétido en su lugar. En
una realizacién preferida, tales sustituciones son seleccionadas sobre la base de
ia degeneracion del cédigo genético, como es conocido en la técnica, con la
variante sustitucional resultante que codifica a la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 1 o al menos aproximadamente los primeros 50 aminogcidos de la
misma.

Las sondas o cebadores pueden comprender residuos inosina, adenina,
guanina, timidina, citidina o uracilo o sus analogos o derivados funcionales que
son capaces de ser incorporados dentro de una molécula de polinucledtidos.
siempre que la sonda o cebador resultante sea capaz de hibridacidén bajo al
menos condiciones de severidad bajas a SEC ID NO: 2 o a una secuencia de
nucledtidos complementaria de la misma, o es por lo menos alrededor del 70 %
idéntica a SEC ID NO: 2 0 a su secuencia de nucledtidos complementaria.

La muestra bioldgica de acuerdo con este aspecto de la invencién incluye
cualquier 6rgano, tejido, célula o exudado que contiene o probablemente contiene
Lawsonia intracellularis o un derivado de acido nucleico de la misma. Se puede
preparar una muestra bioloégica en una solucion adecuada como ser, por ejemplo,
un buffer de extraccion o buffer de suspension. La presente invencidn se extiéhde
al analisis de soluciones bioldgicas preparadas de ese modo, siendo el unico
requerimiento que dicha solucidén por lo menos comprenda una muestra biologica

como se describe en la presente.
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El ensayo de diagndstico de la presente invencion es Util para la deteccion
de Lawsonia intracellularis o de un microorganismo que esta relacionado con la
misma que expresa al polipéptido de hemolisina de la presente invencion o un
polipéptido del tipo de hemolisina.

La presente invencidon contempla claramente ensayos de diagnostico que
son capaces de deteccion especifica de género y especifica de especie. Por
consiguiente, en una realizacion, la sonda o cebador, o un homélogo, analogo o
derivado, comprende ADN capaz de ser utilizado para detectar Lawsonia spp.. En
una realizacion alternativa, la sonda o cebador o un homdlogo, analogo o
derivado comprende ADN capaz de ser utilizado para distinguir Lawsonia
intracellularis de microorganismos relacionados.

Las regiones menos- altamente conservadas dentro de SEC ID NO: 2,
como ser aquellas que codifican alrededor de ics residuos aminoacidos 1 a 50 del
polipéptido de hemolisina de Lawsonia intracellularis son particularmente utiles
como sondas y/o cebadores especificos de especie para la deteccidon de L.
intracellularis y especies muy estrechamente relacionadas.

Adicionalmente, los ensayos de diagnéstico descritos en la presente se
pueden adaptar a un ensayo especifico de la especie o especifico del género
variando la severidad del paso de hibridacion. Por lo tanto, se puede utilizar una
hibridacion de baja severidad para detectar diversas especies diferentes de
Lawsonia en una o mas muestras biolégicas que se estan ensayando, mientras
que se puede utilizar una hibridacién de alta severidad para distinguir Lawsonia
intracellularis de tales otras especies.

Los medios de deteccién de acuerdo con este aspecto de la invencién
pueden ser cualquier medio de deteccion basado en acido nucleico como ser, por
ejemplo, técnicas de hibridacion de acido nucleico o ensayo de hibridacion por

cromatografia de papel (PACHA), o una reaccién de amplificacién como ser RCP,

62



60

0 un sistema de amplificacion basado en secuencia de acido nucleico (NASBA).
La invencidon ademas abarca el uso de diferentes formatos de ensayo de dicho
medio de deteccion basado en acido nucleico, incluyendo polimorfismo de
longitud de fragmento de restriccion (RFLP), polimorfismo de longitud de
fragmento amplificado (AFLP), polimorfismo de cadena de una sola hebra
(SSCP), amplificacion y deteccion de unién mal hecha (AMD), reaccion en cadena
de polimerasa de secuencias repetitivas intercaladas (IRS-PCR), reaccién en
cadena de polimerasa inversa (iPCR), reaccion en cadena de polimerasa in situ y
reaccion en cadena de polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR), entre otros.

Cuando el medio de deteccidn es una técnica de hibridacion de &cido
nucleico, la sonda puede ser rotulada con una molécula informante capaz de
producir una sefial identificable (por ejemplo, un radioisétopo como ser *P 0 S o
una molécula biotinilada). De acuerdo con esta realizacion, los expertos en la
técnica se daran cuenta de que Ia deteccidn de dicha molécula informante provee
la identificacion de la sonda y que, luego de la reaccidon de hibridacion, la
deteccion de las comrespondientes secuencias de nucledtidos en la muestra
biolégica es facilitada. Se pueden utilizar sondas adicionales para confirmar los
resultados del ensayo obtenidos utilizanldo una sola sonda.

Una variacion de la técnica de hibridacién de &cido nucleico contemplada
en la presente invencién es el ensayo de hibridacién por cromatografia de papel
(PACHA) descrito por Reinhartz et al. (1993) y sus equivalentes, en donde una
molécula de acido nucleico objetivo es rotulada con una molécula informante
como ser biotina, aplicada a un extremo de una tira de filtro de membrana de niién
o nitrocelulosa y sometida a cromatografia bajo la accion de fuerzas capilareé u
otras fuerzas (por ejemplo, un campo eléctrico) durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para promover la migracién de dicho acido nucleico

objetivo a lo largo de la longitud de dicha membrana a una zona a la cual una
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sonda de ADN es inmovilizada como ser, por ejemplo, en la regién media. De
acuerdo con este formato de deteccidn, el acido nucleico objetivo rotulado que
comprende las secuencias de nucledtidos de Lawsonia spp. complementarias a la
sonda se hibrida a la misma y queda inmovilizado en esa region de la membrana
a la cual se une la sonda. Las secuencias no complementarias a la sonda se
difunden pasando el sitio donde [a sonda se une. El acido nucleico objetivo puede
comprender un extracto crudo o parcialmente puro de ADN o ARN o,
alternativamente, un ADN amplificado o purificado. Las variaciones adicionales de
este medio de deteccion que utiliza las secuencias de nucledtidos descritas en la
presente son abarcadas claramente por la presente invencion. |

En donde el medio de deteccién es un RFLP, acido nucleico derivado de
la muestra biologica, en particular ADN, es digerido con una 0 mas enzimas de
endonucleasa de restriccion y el ADN digerido es sometido a electroforesis,
transferido a un soporte sélido, como ser, por ejemplo, una membrana de nilén o
nitrocelulosa, y se hibrida a una sonda optativamente rotulada con una molécula
informante como se define en lo que antecede.

De acuerdo con esta realizacion, un patron especifico de fragmentos de
ADN es desplegado sobre el soporte, en donde dicho patrén es preferentemente
especifico para una especie de Lawsonia en particular, para permitir al usuario
distinguir entre diferentes especies de la bacteria.

En donde el medio de deteccidon es una reaccién de amplificacion como
ser, por ejemplo, una reaccion en cadena de polimerasa o un sistema de
amplificacion basada en secuencias de acido nucleico (NASBA) o una variante
del mismo, una o mas moléculas de cebador de acido nucleico de por lo menos
15 nucledtidos contiguos de longitud derivables de SEC ID NO: 2 o su secuencia
de nucledtidos complementaria, o su homdlogo, analogo o derivado, se hibrida a

acido nucleico derivado de una muestra bioldgica, y copias de acido nucleico de
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las secuencias genéticas que codifican hemolisina en dicha muestra, o una parte
o fragmento de las mismas, son amplificadas enzimaticamente.

Los expertos en la técnica se daran cuenta de que debe haber un
porcentaje suficientemente alto de identidad de secuencia de nucledtidos entre los
cebadores y las secuencias en la molécula molde de la muestra bioldgica a la cual
se hibridan (es decir, la “molécula molde”). Como se indica previamente, las
condiciones de severidad se pueden seleccionar para promover la hibridacion.

Preferentemente, cada cebador es por lo menos aproximadamente 85 %
idéntico a una region de SEC ID NO: 2 o su secuencia de nucledtidos
complementaria en Ia moiécula molde a la cual se hibrida.

Los expertos en la técnica también conoceran que, en un formato, la RCP
provee la hibridacion de cebadores no complementarios a diferentes hebras de la
molécula molde, de modo que los cebadores hibridados son posicionados para
facilitar la sintesis 5 — 3’ de acido nucleico en la region que interviene, bajo el
control de una enzima de polimerasa de ADN termoestable. Como consecuencia,
la RCP provee una ventaja con respecto a otros medios de deteccion en tanto que
la secuencia de nucleétidos en la regidn entre los cebadores hibridados puede ser
desconocida y no relacionada con ninguna secuencia de nucledtidos conocida.

En una realizacion alternativa, en donde el medio de deteccidén es AFLP,
los cebadores son seleccionados de modo que, cuando el acido nucieico derivado
de la muestra bioldgica, en particular ADN, es amplificado, se producen productos
de amplificacién de longitud diferente de diferentes especies de Lawsonia. Los
productos de amplificacién pueden ser sometidos a electroforesis, transferidos a
un soporte sélido como ser, por ejemplo, una membrana de nilén o nitrocelulosa e
hibridados a una sonda optativamente rotulada con una molécula informante
como se describié anteriormente en la presente. De acuerdo con esta realizacion,

un patrén especifico de fragmentos de ADN amplificados es desplegado sobre el
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soporte, dicho patrén optativamente especifico para una especie de Lawsonia en
particular, para permitir al usuario distinguir entre diferentes especies de la
bacteria en una forma muy similar a la del analisis de RFLP.

La técnica de AMD facilita, no solo la deteccion de ADN de Lawsonia spp.
en una muestra biolégica, sino ademas la determinacion de variantes de
secuencias de nucledtidos que se diferencian de los cebadores y sondas
utilizados en el formato de ensayo. En donde el medio de detecciéon es AMD, la
sonda es rotulada en los extremos con una molécula informante adecuada y se
mezcla con un exceso de la molécula molde amplificada. Las mezclas son
subsiguientemente desnaturalizadas y se dejan renaturalizar para formar
- “moléculas de hibrido de sonda: molde” o “hibridos” de acido nucleico, de modo
que cualquier variacion de secuencia de nucledtidos entre la sonda y la molécuia
molde a la cual se hibrida interrumpira el apareamiento de bases en los hitridos.
Estas regiones de uniéon errdonea son sensibles a la modificacion quimica
especifica utilizando hidroxilamina (residuos citosina unidos erréneamente) o
tetroxido de osmio (residuos de timidina errébneamente unidos), permitiendo la
subsiguiente escision del sitio modificado utilizando piperidina. El acido nucleico
escindido puede ser analizado utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante, seguido por hibridacién de acido nucleico estandar como se
describié en lo que antecede, para detectar las secuencias de nucleétidos
derivadas de Lawsonia. Los expertos en la técnica conoceran los medios de
rotular los extremos de una sonda genética de acuerdo con el rendimiento de la
invencion descrita en esta realizacion.

De acuerdo con esta realizacion, el uso de una sonda con rotulacién en
extremos unica permite la localizacién inequivoca de la variacion de secuencias.
La distancia entre el o los puntos de variacion de secuencia y la rotulaciéon en

extremos se representa por el tamafio del producto de escisién.
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En una realizacion alternativa de AMD, la sonda es rotulada en ambos
extremos con una molécula informante, para facilitar el analisis simultaneo de
ambas hebras de ADN.

~ Cuando el medio de deteccion es RT-PCR, la muestra de acido nucleico
comprende una molécula de ARN que es un producto de transcripcion de ADN
derivado de Lawsonia o un homodlogo, analogo 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
realizacion, la muestra de ARN es sometida a transcripcién inversa para producir
el ADN de una sola hebra complementario que es posteriormente amplificado
utilizando procedimientos convencionaies.

Las variaciones de las realizaciones descritas en la presente son
descritas en detalle por McPherson et al. (1991).

La presente invencidn se extiende claramente al uso de cualquiera y
tcdos los medios de deteccidn descritos mas arriba para los propdsitos de
diagnosticar Lawsonia spp. y en particular la infeccion por Lawsonia intracellularis
en un animal. |

El medio de deteccidn por reacciéon de amplificacién descrito mas arriba
puede ser adicionalmente acoplado a un medio de deteccidn por reaccidn de
hibridacion clasico para adicionalmente aumentar la sensibilidad y especificidad
del método inventivo, como ser hibridando el ADN amplificado con una sonda que
es diferente a cualquiera de los cebadores utilizados en la reaccidn de
amplificacion.

Similarmente, el medio de deteccién por reaccion de hibridacion descrito
mas arriba puede ser acoplado ademas con un segundo paso de hibridaciéon que
emplea una sonda que es diferente a la sonda utilizada en la primera reaccién de

hibridacion.



Un aspecto adicional de la invencion provee una sonda o cebador aislado
derivado de SEC ID NO: 2 o una secuencia de riucleétidos complementaria a la
misma.

_ La presente invencion es adicionalmente descrita mediante los siguientes
ejemplos no limitativos.

EJEMPLO 1

FUENTES DE TEJIDO DE CERDO

Intestinos de Cerdo Infectados

Las secciones de iliones espesados excesivamente se tomaron de cerdos
natural o experimentalmente afectados por PPE. La presencia de bacterias de L.
intracellularis en los iliones se confirmé utilizando coloracion inmunofluorescente
con anticuerpos monoclonales especificos (McOrist et al, 1987). Un ejempio de
una anticuerpo adecuado es el anticuerpo monoclonal 1G4 disponible de la
Universidad de Edinburgh, Reino Unido.

EJEMPLO 2 |

AISLAMIENTO DE BACTERIAS DE LAWSONIA INTRACELLULARIS
DEL ILION DE CERDO INFECTADO

Las bacterias de Lawsonia intracellularis fueron extraidas directamente de
lesiones de PPE en cerdos mediante filtracién y se purificaron adicionalmente
sobre un gradiente Percoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia) de la siguiente manera.
Los iliones infectados fueron recogidos de cerdos y se confirmé la presencia de L.
intracellularis histolégicamente antes del almacenamiento a -80 °C. Se
descongelaron secciones de ilion y se rasparon de la pared intestinal
aproximadamente 8 g de mucosa infectada. La mucosa fue homogeneizada cbn
40 ml de salina tamponeada con fosfato ésteril (PBS) a media velocidad durante
10 segundos utilizando una omnimezcladora Sorvall. Esta suspensiéon fue

centrifugada a 2000 xg durante 4 minutos. E! sobrenadante fue descartado y el
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pellet celular fue resuspendide en 40 ml de PBS y recentrifugado. Este paso de
lavado fue repetido dos veces. Luego, el pellet celular fue resuspendido en 20 m!
de PBS y homogeneizado a velocidad completa durante un minuto para liberar las
bacterias de L. intracellularis.

Este homogenado fue centrifugado a 1000 xg durante 4 minutos
proporcionandc un pellet que contenia una mezcla cruda de células epiteliales
homogeneizadas y bacterias intestinales. El sobrenadante fue filtrado utilizando
filtros con poro de tamafo 3 um, 1,2 um y 0,8 um (Millipore Corporation, MA,
Estados Unidos de América). El filtrado fue centrifugado a 8000 xg durante 30
minutos, dando como resultado un pequefio pellet de bacterias de L.
intracellularis. Las bacterias de L. intracellularis-fueron adicionalmente purificadas
utilizando un gradiente percoll de autoformacion al 45 % de la siguiente manera: 2
mi de la preparacion bacteriana se mezclaron mediante inversion en 30 ml de un
gradiente Percoll de autoformacion al 45 % (Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia) (45
% viv de Percoll, 150 mM de NaCl). Los gradientes fueron centrifugados en una
centrifuga Sorvall utilizando el roto'r S834, a 20.000 rpm durante 30 minutos a 4
°C. Generalmente, una cantidad de bandas se forman dentro del gradiente. La
banda (generalmente ubicada aprox. 10-20 mm de la base del tubo) que contiene
las bacterias de L. intracellularis se recogio y el volumen se hizo llegar a 16 ml
con PBS. Luego, la solucion fue centrifugada durante 15 minutos a 8000 rpm. El
pellet resultante fue lavado con PBS antes de ser resuspendido en una volumen
final de aproximadamente un ml.

EJEMPLO 3 _

PURIFICACICN DE  ADN GENOMICO DE LAWSONIA
INTRACELLULARIS

El ADN gendmico fue extraido de bacterias de Lawsonia intracellularis

purificadas con gradiente Percoll recuperadas de raspaduras de iliones de cerdo

O
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infectados (Ejemplo 2) mediante los métodos descritos por Anderson et al (1984)
y Sambrook et al (1989

Brevemente, las células de L. intracellularis fueron peletizadas mediante
centrifugacion a 14.000 x g a 4 °C durante 15 min. Las células fueron
resuspendidas en 10 ml de buffer TE (1 mM de Tris-HCI, 0,1 mM de EDTA, pH
8,0) v centrifugadas como antes. Luego, el pellet fue resuspendido en 4 mi de
buffer TE que contenia 4 mg/ mi de lisozima (Sigma Chemical Co.) y se incub6 a
37 °C durante 20 min. Se agregé SDS y proteinasa K (Promega, WI, Estades
Unidos de América) a concentraciones finales de 1% (p/v) y 200 ug/ml,
respectivamente, y se continué la incubacién a 45 °C durante 4 horas. Luego, el
lisado fue extraido con un volumen igual de fenol, fenol: cloroformo (1:1) y
- cloroformo, respectivamente, y los acidos nucleicos fueron recuperados del
sobrenadante mediante precipitacion con etanol. El pellet fue suavemente disuelto
en TE, tratado con RnaseA (Promega, WI, Estados Unidos de América) a 37 °C
durante 30 min y luego se digirié con proteinasa K en presencia de 0,5 % (p/v) de
SDS durante 1 h a 5G °C. Después de otra ronda de fenol. cloroformo (1:1) y
precipitacion con etanol, el ADN purificado fue disuelto en TE. Luego, el ADN fue
almacenado a 4 °C.

EJEMPLO 4

INMUNOCLASIFICACION DE UNA  GENOTECA DE L.
INTRACELLULARIS UTILIZANDO SUEROS EXPERIMENTALES DE CERDOS
VACUNADOS

El ADN gendmico del Ejemplo 3 fue parcialmente digerido con la
endonucleasa de restriccion Sau3A (Promega) y se ligb en Lambda ZAP Expre-ss
(Stratagene, CA, Estados Unidos de América). La genoteca de lambda fue
colocada en placas en una estopilla de células XLI-Blue de E. coli a una densidad

de 1000 unidades formadoras de fago (pfu) por 150 mm de placa de agar de

70
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caldo L. La genoteca fue clasificada utilizando el método descrito en el Protoblot
Technical Manual (Promega, WI, Estados Unidos de America). Los filtros fueron
bloqueados en buffer de bloqueo (10 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM de NaCl,
0,05 % de Tween 20 y 5 % de blotto), antes de clasificar con sueros de los cerdos
Y12 ylo 395. Los cerdos Y12 y 395 habian sido previamente inmunizados con L.
intracellularis matadas con formalina y L. intraceHul_aris matadas con calor,
respectivamente, como se describid en la Solicitud de Patente Internacional No.
PCT/AUS6/00767. Las placas positivas identificadas en la cilasificacion primaria
fueron recogidas, vueltas a colocar en placas a una densidad inferior y
reclasificadas con uno de los dos sueros o ambos hasta que se identificd una
placa positiva individual. El ADN plasmido del cion de fago lambda positivo fue
aislado mediante escision in vivo, segun lo recomendado por el fabricante
(Stratagene, CA, Estados Unidos de América). Este clon contenia el gen tlyA
parcial de L. intracellularis.

EJEMPLO 5

ANALISIS DE L. INTRACELLULARIS QUE EXPRESA CLONES DE
FAGOS

ADN de fagomida de clones de fagos AZAP Express positivos se aislé
mediante escision in vivo, mediante las condiciones recomendadas por el
fabricante (Stratagene).

E! ADN plasmido para el analisis de restriccion fue extraido mediante lisis
alcalina, como se describe en Sambrool et al (1989), y para el secuenciamiento
antomatico, utilizanco el Kit High Pure Plasmid, segun lo recomendado por el
fabricante (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). |

La secuencia de nucledtidos (320 pb) de la regién 3’ del gen tlyA de
Lawsonia ihtracellularis se obtuvo a partir del clon lambda descrito en el Ejemplo

4. La porcién restante del gen tlyA fue amplificada a partir de ADN genémico de L.

7/
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intracellularis, utilizando el Sistema Vectorette como se describe por los
- fabricantes (Genosys Biotechnologies Inc., TX, Estados Unidos de Ameérica).

Brevemente, el Sistema Vectorette permite la amplificacion de fragmentos
de ADN especifico donde la secuencia de solamente un cebador es conocida.
Existen tres pasos basicos de la siguiente manera:

(i) digestién de ADN objetivo (ADN genomico de L. intracellularis en este
caso) con una enzima de restriccion;

(ii) ligacién de oligonucledtidos de Vectorette sintéticos al ADN digerido; y

(i) amplificacion de la secuencia de nucledtidos restante del gen tlyA
utilizando un cebador especifico a la secuencia conocida de tlyA obtenida del cion
fambda descrito en el Ejemplo 4 y un segundo cebador dirigide hacia el
oligonucledtido Vectorette sintético ligado.

La secuencia de nucledtidos del producto amplificado que contiene el gen
tlyA se obtuvo a continuacion. |

El secuenciamiento de ADN de ADN amplificado e insertos de clones
aislados se llevo a cabo mediante el método Dye-terminator de secuenciamiento
antomatico (ABI Biosystems, CA, Estados Unidos de Ameérica).

La secuencia de nucledtidos de la region codificadora completa del gen
tlyA se expone en SEC ID NO: 2.
| EJEMPLO 6

IDENTIFICACION DE COMPONENTES DE L. INTRACELLULARIS

La similaridad de secuencia de las moiéculas de ADN que codifican a los
candidatos para vacunas identificados en el Ejerhplo 4y 5, se identifico utilizando
algoritmos BLAST (Gish and States, 1993) para buscar en el GenBank. La
secuencia de nucledtidos expuesta en (a presente como SEC ID NO: 2 y su
correspondiente secuencia de aminoacidos deducida expuesta como SEC ID NO:

1 tienen cierto grado de similaridad de secuencia con genes codificadores de
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hemolisina y polipéptidos, respectivamente, que son derivados de otros
microorganismos patégenos (Figura 1).

Las regiones Unicas del polipéptido de hemolisina de Lawsonia
intracellularis son evidentes a partir de una comparacion de la secuencia de
aminoacidos de este polipéptido a aquellas de otros microorganismos (Figura 1).

EJEMPLO 7 |

PREPARACION DE MATERIAL BIOLOGICO PARA DEPOSITO -
AMPLIFICACION DE tiyA

El ADN molde fue purificado a partir de mucosa interstinal de cerdo
aislada del ilion de cerdos infectados con L. intracellularis. La purificacion de ADN
de la mucosa intestinal se llevo a cabo de acuerdo con el método de Nollau et al.
(1996). Debido a la presencia de polisacaridos contaminantes y otro material, el
contenido de ADN de las muestras no fue cuantificado y las muestras se utilizaron
empiricamente en amplificaciones por RCP.

Las amplificaciones por RCP consistieron en 1 ul de ADN aislado de |la
mucosa intestinal de cerdo infectado, 1 uM cada uno de los cebadores delantero
(RA 168: 5 AAATAATAAGATGAG 3’; SEC ID NO: 3) e inverso (RA 169: &
ATAGAATACAAATTATAATAAG 3'; SEC ID NO: 4), 7,5 unidades de polimerasa
KlenTaql (Ab Peptides, inc., St. Louis, Missouri), 0,075 unidades de polimerasa
Pfu (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, California), 1 x buffer PC2 (KlenTaqgl) y
0,2 mM de dNTPs en un volumen de 50 ul. La RCP se llevé a cabo en 4 etapas:
(i) 94 °C durante 5 min; (ii) 94 °C durante 1 min, 58 °C durante 30 segundos, 72
°C durante 2 min, x 33 ciclos; (iii) 72 °C durante 10 min, (iv) se mantuvo a 4 °C. .

El fragmento de la RCP que comprende el gen tlyA de L. intracellularis fue
subclonado en pCR2.1-TOPO (Invitrogen Corp., Carisbad, CA) y designado
PALK12.
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DEPOSITO DE MATERIAL BIOLOGICO

El plasmido pALK12 fue depositado ante la American Type Culture
Collection (ATCC) en 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110, Estados
Unidos de América el 8 de abril de 1999 y fue asignado el No.-de Acceso ATCC
207195.
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la
presente invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica se
declara reivindicar como de propiedad y derecho excl_usi_vp:

1. Un polipéptido inmundgeno recombinante o aislradflauc‘que comprende,
imitaciones o reactivos en forma cruzada con un epitope de células B o células T
de un polipéptido de hemolisina de Lawsonia spp.

2. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1, capaz de producir la produccion de anticuerpos contra Lawsonia
Spp. cuando se administra a un ave o puerco.

3. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 1, capaz de conferir una respuesta inmune protectora contra
Lawsonia spp. cuando se administra a un ave o puerco.

4. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 2, en donde la Lawsonia spp. es L. intracellularis.

5. El polipéptido inmunégeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 3, en donde la Lawsonia spp. es L. intracellularis.

6. Un polipéptido inmundgeno recombinante o aislado seleccionado entre
lo que sigue:

(i) un peptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de identidad de
secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1;

(if) un peéptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene por lo menos aproximadamente 50 % de identidad de
secuencia con aproximadamente los residuos aminoacidos 1 a 50 de SEC ID NO:
1: 0

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

de células B o células C de un polipéptido de hemolisina de Lawsonia spp.
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7. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 6, capaz de causar la produccidon de anticuerpos contra Lawsonia
Spp. en un ave o puerco.

8. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacién 7, capaz de conferir una respuesta inmune protectora contra
Lawsonia spp. en un ave o puerco.

9. El polipéptido inmunégeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacién 8, capaz de inducir inmunidad humoral contra Lawsonia spp. en un
ave O puerco.

10. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 9, capaz de inducir inmunidad humoral contra Lawsonia spp. en un
puerco.

11. El polipéptido inmunégeno recombinante o aislade de acuerdo con la
reivindicacion 8, en donde la Lawsonia spp. es L. intracellularis.

12. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 10, en donde la Lawsonia spp. es L. intracellularis.

13. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacién 6 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID
NO: 1 o la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos
que codifica a la hemolisina de pALK12 (ATCC 207195) y es capaz de inducir la
produccion de anticuerpos contra Lawsonia intracellularis cuando se administra a
un ave 0 puerco.

14. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 13 que censiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 1 o la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de

nucledtidos que codifica a la hemolisina de pALK (ATCC 207195).
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15. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacién 13 6 14 capaz de inducir una respuesta inmune protectora contra
Lawsonia intracellularis en un ave o puerco.

16. El polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacién 15 capaz de inducir una respuesta inmune protectora contra
Lawsonia intracellularis en un animal porcino.

17. El polipéptido inmunogeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 6 que comprende los residuos aminoacidos aproximadamente 1 a
aproximadamente 50 de SEC ID NO: 1 y es capaz de inducir la produccién de
anticuerpos contra Lawsonia intracellularis cuando se administra a un ave o
animal porcino.

18. El polipéptido inmunégeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 17 que consiste esencialmente en aproximadamente el aminoacido
1 hasta aproximadamente el aminoacido 50 de SEC ID NO: 1.

19. El polipéptido inmunégeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacién 17 capaz de inducir una respuesta inmune protectora contra
Lawsonia intracellularis en un animal porcino o ave.

20. Ei polipéptido inmundgeno recombinante o aislado de acuerdo con la
reivindicacion 19 capaz de inducir una respuesta inmune protectora contra
Lawsonia intracellularis en un animal porcino.

21. Una composicidn para vacunas para la prefilaxis o el tratamiento de
infeccion de un animal por Lawsonia spp., comprendiendo dicha composicion de
vacuna una cantidad efectiva de un componente inmunoégeno el cual comprende
un polipéptido aislado o recombinante que tiene por lo menos aproximadamenfe
70 % de identidad de secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEC ID NO: 1, o por lo menos aproximadamente 50 % de identidad de

secuencia total con los residuos aminoacidos 1 a 50 de SEC ID NO: 1 o un

¢
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homélogo, analogo o su derivado inmundgeno que es inmunoldgicamente reactivo
en forma cruzada con Lawsonia intracellularis; y uno o mas portadores, diluyentes
o adyuvantes adecuados para uso veterinario o farmacéutico.

22. La composicion para vacunas de acuerdo con la reivindicacion 21 en
donde la Lawsonia spp. es L. intracelluiaris.

23. La composicién para vacunas de acuerdo con la reivindicacion 22 en
donde el componente inmundgeno comprende un polipéptido aislado o
recombinante que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID
NO: 1 o la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtides
que caodifica a la hemolisina de pALK12 (ATCC 207195).

24. La composicion para vacunas de acuerdo con la reivindicaciéon 23 en
donde el componente inmundgeno consiste esencialmente en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 1. |

25. La composicion para vacunas de acuerdo con la reivindicacion 22 en
donde cl components inmundgeno comprence un polipéptido aislado o
recombinante que comprende aproximadamente al residuo aminodcido 1 hasia
aproximadamente el residuo aminoacido 50 de SEC ID NO: 1.

26. La composicién para vacunas de acuerdo con la reivindicacion 25 en
dende el componente inmunégeno consiste esencialmenie en aproximadamente
el arhinoécido 1 hasta aproximadamente el aminoacido 50 de SEC ID NO: 1.

27. Una composicidon para vacunas de combinacion para la profilaxis o el
tratamiento de la infeccion de un animal por Lawsonia spp., comprendiendo dicha
compaosicion para vacunas:

(i) un primer companente inmundgeno que comprende un polipéptido
aislado o recombinante que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de
identidad de secuencia total con la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC

ID NO: 1 o por lo menos aproximadamente 50 % de identidad de secuencia total
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con los residuos aminodacidos 1 a 50 de SEC ID NO: 1 o0 un homdlogo, analogo o
derivado inmundgeno de la misma que es inmunolégicamente reactiva en forma
cruzada con Lawsonia intracellularis;

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

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

28. Un vector para vacunas que comprende, en una forma expresable,
una molécula de acido nucleico aislada que tiene una secuencia de nucledtidos
que codifica un polipéptido inmunégeno recombinante o aislado que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1, de modo que dicho
polipéptido inmunégen:: es expresable a un nivel suficiente para conferir
inmunidad contra Lawsonia spp., cuando se administra a un animal porcino o ave.

29. El vector para vacunas de acuerdo con la reivindicacién 28 en donde
el polipéptico inmundgeno se expresa utilizando los pasos de:

(i) colocar una molécula de acido nucleico aislada que comprende la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEC 1D NO: 2 o una variante degenerada,
un homologo, andlogo o derivado de la misma que tiene por lo menos
aprcximadamente 70 % de identidad de secuencia a la misma, en conexion
operable con una secuencia promotora;

(if) introducir la molécula de acido nucleico aislada y secuencia promotora
del paso (a) en el vector para vacunas; y

(iii) incubar, cultivar o propagar el vector para vacunas durante un tiempo
y bajo condiciones suficientes para que se preduzca la expresion del polipéptido
inmundgeno codificado por dicha molécula de acido nucleico.

30. El vector para vacunas de acuerdo con la reivindicacion 28 en donde

la Lawsonia spp. es L. intracellularis.
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31. Una molécula de anticuerpo paliclonal o monoclonal que es capaz de
unirse especificamente a un polipéptido de hemolisina o un derivado de un
polipéptido de hemolisina que es derivado de Lawsonia spp. y tiene por lo menos
aproximadamente 70 % de identidad de secuencia total a la secuencia de
aminoécidos expuesta en SEC ID NO: 1.

32. La molecula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 31 en
donde el polipéptido de hemolisina o su derivado comprende la secuencia de
aminodacido expuesta en SEC ID NO: 1.

33. La molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 31 en
donde el polipéptido de hemolisina o su derivado comprende aproximadamente al
aminodcido 1 hasta aproximadamente el aminoacido 5C de SEC ID NO: 1.

34. Un método para el diagndstico de la infeccidon de un animal porcino o
ave por Lavszonia intracellularis o un microorganismo que es inmunciégicamente
reactivo en forma cruzada cen la misma, comprendiendo dicho método los pasos
de poner en contacto una muestra bioldgica derivada de dicho animal con la
molécula de anticuerpo de la reivindicacion 31 durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para que se forme un complejo antigeno: anficuerpo, y
luego detectando dicha forracion de complejo.

35. E! método de acuerdo con la reivindicacién 34 en donde la muestra
bioldégica comprende suero entero, nodulos linfatices, ilion, intestino ciego,
intestino delgado, intestino grueso, materia fecal o una torunda rectal derivado de
un animal porcino.

36. Un método para identificar si un animal porcine o ave ha sufrido o no-
de una infeccion pasada, o estd actualmente infectado con Lawsonia
intracellularis 0 un microorganismo que es inmunoldgicamente reactivo en forma
cruzada con la misma, comprendiendo dicho método poner en contacto sangre o

suero derivado de dicho animal con el polipéptido inmundgeno de acuerdo con la
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reivindicacion 1 durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para que se
forme un complejo antigeno: anticuerpo, y luego detectar dicha formacion de
complejo. |

37. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una.
secuencia de nuclettidos que codifica, 0 es complementaria a una molécula de
acido nucleico que codifica, un péptido, oligopéptido o polipéptido seleccionado
entre lo siguiente:

(i) un péptido, oligopéptido o polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos aproximadamente 70 % de
identidad de secuencia total con la secuencia de aminodacidcs expuesta en SEC
ID NO: 1;

(i) un péptido, oligopéptido o polipépiido que comprende una secuencia
de aminoacidos que comprende un amino que tiene por lo menos
aproximadamente 50 % de identidad de secuencia total con el residuo aminoacido
1 hacta aproximadamente el residuo aminoacido 50 de SEC ID NO: 1; o

(i) un homodlogo, analcgo o derivado de (i) o (ii), que imita a un epitope
de células B o células C de Lawsonia spp.

36. La molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la
reivindicacion 37, en donde el péptido, oligopéptido o polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID NO: 1 o la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos que codifica a la
hemalisina de pALK12 (ATCC 207195) o aproximadamente el residuoc aminoacido
1 hasta aprcximadamente el residuo aminoacido 50 de la misma, o su epitope de
celulas B o el epitope de células T.

39. La molécula de &cido nucleico aislada de acuerdo con la

reivindicacion 38 que comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID
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NO: 2 o una secuencia de nucledtidos complementaria a la misma, o su variante
degenerada.

40. La molécula de a&acido nucleico aislada de acuerdo con la
reivindicacion 39 que consiste esencialmente en la secuencia de nucleédtidos de
SEC ID NO: 2 o su variante degenerada.

41. La molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la
reivindicacion 38 que comprende esa porcion de la secuencia de nucledtidos de
SEC ID NO: 2, o su variante degenerada, que codifica aproximadamente el
residuo aminoacido 1 hasta aproximadamente el residuo aminoacido 50 de SEC
ID NO: 2.

42. La molécula de acido nucleico aislada de acuerdo con la
reivindicacion 41 que consista escncialmente en esa porcién de la secuencia de
nucledtidos ¢z SEC ID NO: 2, o su variante degenerada, que codifica
aproximadamente el residuo aminoacido 1 hasta aproximadamente el residuo
aminoacido 50 de SEC ID NO: 2.

43. Un método para detectar Lawsonia intracellularis 0 microorganismo
relacionado en una muestra biolégica derivada de un sujeto animal porcino o ave,
comprendiendo dichc método los pasos de hibridar una o mas sondas o
cebadores derivados de la secuericia de nucleotidos expuesta en SEC ID NO: 2 o
suU secuencia de nuciedtidos complementaria a dicha muestra y luego detectar
dicha hibridacion utilizando un medio de deteccion.

44. El método de acuerdo con la reivindicacion 43 en donde la muestra
bioldgica comprende suero entero, noédulos linfaticos, ilion, intestino ciego,
intestino delgado, intestino grueso, materia fecal o una torunda rectal derivado de

un animal porcino.
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45. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 44 en donde el medio de
deteccidn comprende cualquier hibridacion basada en acido nucléico O reaccion
de amplificacidn.

46. Una sonda o cebador que tiene por lo. menos aproximadamente 15
nucledtidos contigucs de longitud derivados de SEC ID NO: 2 o su secuencia de
nucledtidos complemeritaria.

47. Un plasmido designado pALK12 (No. de Acceso del ATCC 207195).

48. La composicion para vacunas de combinacién de acuerdo con la
reivindicacion 27, en donde el segundo componente inmunégeno comprende un
péptido, polipéptido o proteina de L. intracellularis antigeno, seleccionado entre el

grupo que consiste en SodC, OmpH, FIgE y autolisina.

p. AGRICULTURE VICTORIA SERVICES PTY LTD AND PIG RESEARCH AND DEVELOPMENT
CORPORATION AND PFIZER PRODUCTS INC.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere generalmente a composiciones
terapeuticas para el tratamiento y/o profilaxis de condiciones de enfermedad
intestinal en animales y aves causadas o exacerbadas por Lawsonia intracellularis
0 microorganismo similar o relacionado de alguna otra manera. En particular, la
presente invencion provee un novedoso gen derivado de Lawsonia intracellularis
que codifica un péptido, polipéptido o proteina de hemolisina inmundgeno que es
particularmente Utit como un antigeno en preparacion de vacunas para conferir
inmunidad humoral contra Lawsonia intracellularis y patdgenos relacionados en
huéspedes animales. La presente invencion también se refiere a métodos para el
tratamiento y/o profilaxis de ese tipo de condiciones de enfermedac intestinal y se
refiere a agentes de diagnéstico y procedimientos para la deteccion de Lawsonia

intracellularis o microorganismos similares o relaciocnados de alguna otra manera.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SR EEITLE T
Eadisscion 1 MOMEEE Q0D

fAffT-4D 11
Teona DV BENG-0I-L -
A

REQUISITOS MINIMOS PARA ADI

Tramile

::'rn 7
DegerderList 258G BIvL

PATENTE DE INVENCIOND MODELO DE UTILIDAD [ |

%Nombre e identificacion del Solicitante {1

9'//~Nombree identificacién del Inventor []
’B ~Jitulo 0 nombre de la Invencion (1]
k/\Descripcién .
\L/A Reivindicaciones (]
"0 Resumen (]
@ Comprobante de Pago [

COMPLET@/ INCOMPLETA [ |

DISENQ INDUSTRIAL [ |

¢ Nombre e identificacion del peticionario []

« Nombre ¢ identificacion del inventor o disefiador []

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

e Representacion grafica []

e Comprobante de pago [1]

COMPLETAT ] INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

Fecha: . Carvera 13 Mo, 2700 Pisp 8y 10

Conmutador: 33412 21.2.3.4
Fax: 281 31 28 e-maib info@sic goven
Santa Fe de Bogotd B.C -Colbombia
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430
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES  5,p-0. 45
PRIMER EXAMEN DE FORMA
EXPEDIENTE 2000-34584

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

SIf ] NO PLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
, Decision 344, art. 14-a).

[1 Acredité, en forma correcta, la
ntacion de la persona juridica solicitante
ision 344, literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma correcta, el
bante de pago por la tasa de presentacién establecida
de la Decisiéon 344 y la Resolucién 002 del 4 de

APLICABLE [ ] Present6 copia, certificada su
r |dad por la Administraciéon que recibié la solicitud de la
' a prioridad, al momento de radicar la solicitud

LE [ ]Presento la traduccion del capitulo
1 solicitud de la cual se reivindica prioridad
io de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999

 REQUISITOS JURIDICOS

ﬁﬂ,Debera presentar copia
licitud de la cual reivindica

certificada su conformidad por la Administracion
prioridad, en cualquier momento dentro del pl

SIf]  NO[X] Se recomienda PUBLICAR el extracto cofrespondiente.

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

Wi

EXAMINADOR JURIDICO. Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°

Conmutador 334 1221-2-3-4

Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
€€~ EXAMEN DE FORMA

Radicaciéon no 00-34584

Concepto Técnico no /473 Clasificacion Internacional de Patentes COJK “’117\',, RizN ’7’3;
Aok oz

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:

SIed NO Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SI¥NoQl Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).

SIt NOQ Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencion en forma correcta
(Art.13-¢).

. SIM NOU Contiene el titulo o nombre de la invencion en forma correcta (Art.13-b).

Sif NO O Contiene la descripcion clara y completa de la invencién (Art.13-c).

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

SIX NoQ Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el

Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

SIQ NOX 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).

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

SIA NO&A Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
‘ ‘ articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

Sifd NOo QO 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).

SIE NO 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).

SIONONM CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI%l NO Q ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogots, D.C., 5 ol ﬁef)ﬁ?ﬁ\b)f du 2000

(2305 BN A
EXAMINADOR TECNICO
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

PRIMER EXAMEN DE FORMA
CONCEPTQ TECNICO: 1473
EXPEDIENTE: 00034584
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 rewmducacaones no son claras puesto que ellas se refieren a dos objetos de
ido aislado y un polipéptido recombinante, por consiguiente se requiere que
de cada una de ellas se refiera Gnicamente a un objeto

observa que la reivindicacion 1 no es clara debido

' afinido puesto que con la informacion suministrada no es
le establecer cual es exactamente el 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, posiblemente se trata de una mala fraduccion, como un polipéptido de Lawsonia spp.
puede ser.un e;p:t_ de. Lcelulas B ¥ T de Lawsoma Para superar las mprecnsnones de esta

ptido - €s nuevo como se plantea en las reivindicaciones, es
ncia de la proteina que de ahora en adelante se conocera como
re que el epitope es del polipéptido o antigeno de Lawsonia que
células B o células T y que se hagan depender las restantes
ion 1 modificada.

ara pues ella frata de tres objetos de invencion definidos cada uno de
S:rvase fraccionar esta reivindicacion en fres donde cada una de
e invencion y hacer que las reivindicaciones que dependen
dificadas para que ellas se indiquen la dependencia de la

termino aproximadamente, debido a que dicho
uesto que es un término subjetivo cuyo significado

n claras pues ellas traian de 3 composiciones o 3 vectores
on distintos. Para una mayor claridad se
nres donde cada una de fas nuevas
6n y hacer que las reivindicaciones que
modificadas para que ellas se indiquen la

reivindicacione
dependen de la actual rewmdncacuon :21 y

as no define de manera precisa el objeto
ral d) del articulo 13 de la Decision 344 de la
-se indica que: ‘Las solicitudes para obtener patentes
te la oficina nacional competente y deberan contener: Una o
recisen la materia para la cual se solicita la proteccion mediante la
patente”. Es un hecho que un antigeno, en este caso un polipéptido determinado, puede unirse 0
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

A

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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proteccion. Siendo que un anticuerpo es una proteina, se requiere que para lograr establecer de g
forma exacta cual es el objeto de la invencion que dicho anticuerpo sea definido en funcion de la q
secuencia de aminoacidos que constituyen dicha proteina o del nimero de depésito mediante el

cual se puede acceder a dicho anticuerpo, de lo confrario se requiere que se eliminen las
reivindicaciones que hagan mencién 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 1221-2-3-4
) Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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A30
2000-09- 14

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXPEDIENTE 2000-34584
AUTO 1567

ece el articulo 22 de la Decisién 344 de la
se al solicitante, para que dentro del plazo

NUEVAS CREACIONES,

NOTIFIGADO POR ESTADO

antafé de Bogota D.C., § ) &y ‘Qéﬁ“én estado de esta misma

CIMIENTO NOTIFICACIONESTADO 2~ /0—2 O
SOLICITO PRORROGA TERMINO S| X NO

VENCIMIENTO TERMINOPRORROGA /3 -/2 ~© O
202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 28] 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia



