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INMUNIZACION DE GANADO LECHERO CON PROTEINA GapC
QUIMERICA CONTRA INFECCION DE ESTREPTOCOCO

El campo técnico de la presente 1nvencidédn se
relaciona de manera general con antigenos bacterianos y
genes que codifican el misme. Mas particularmente, la
presente i1nvencién pertenece a la construccidén de un gen
de proteina que se une a un plasmido quimérico que
comprende la secuencia completa de codificacién del S.
dysgalactiae [GAPC] asi como también las secuencias de
codificacidbn para las regiones Unicas provenientes de
varias especies de bacterias estreptococos, y el uso de

la misma en composiciones de vacuna.

Los antecedentes de la Mastitis, una infeccibén de la
gldndula mamaria usualmente causada por bacteria u hongo,
da como resultado pérdidas econbémicas mayores a la
industraia lechera anualmente. Entre las especlies
bacterianas mas cominmente con la Mastitis se encuentran
varias especles del genero estreptococo, que incluyen S.
[AUREUS, 8. UBERIS, (NO ESCRIBIBLE), S. AGALACTIAE

(LANCEFIELD] grupo B), S. dysgalactiae (Lancefield group
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C), S. zooepidemicus, y los grupos Lancefield D, G., L ¥y
N estreptococcli. Algunas de aquellas especies son
contagiosas (por ejemplo S. agalactiae), mientras que
otras son consideradas ambientalmente patdgenos (por
ejemplo S. dysgalactiae y S. uberls). El1 patégeno
ambiental S§. uberis es responsable de cerca del 20% de
todos los casos clinicos de Mastitis (Bramley, A. J. ¥
Dodd, F. H. (1984) [J. DAIY RES.] 51: 481-512; Bramley,
A. J. (1987) Animal Health Nutrition 42: 12-16; Watts, J.
L. (1988) J. [DAXI7Y 8CI.] 71: 1616-1624); es el organismo
predominantemente aislado proveniente de glandulas
mamarias durante el periodo de no lactancia (Bramley, A.
J. (1984) Br. [VET. J.] 140: 328-335; Bramley and Dodd
[(1984)] J. Dairy Res. 51: 481-512; Oliver, S. P. (1988)

Am. [J VET. RES.] 49: 1789-1793).

La Mastitis dque resulta de la infeccibdbn con 8.
uberis es cominmente [SUBCLINICAL, ] caracterizada
aparentemente por leche normal con un 1incremento en el
conteo de células somdticas debido al influjo de
leucocitos. La composicidédn quimica de la leche se cambia
debido a la supresidébn de la secreciédn con la

transferencia de <cloruroc de sodio y Dbicarbonato
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proveniente de la sangre a la leche originando un cambio
en el pH a un nivel mis alcalino. lLa Mastitis del 8§S.
uberis también puede tomar la forma de una condicibn
clinica aguda, con los signos obvios de enfermedad tale
como coagulos o decoloracibén de la leche e hinchamiento o
endurecimiento de la glandula mamaria. Algunos casos de
enfermedad <clinica pueden sSer severos Yy 8Se puede
presentar pirexia. Para una revisibn de las
manifestaciones clinicas de la mastitis de S. uberis,
ver, Bramley (1991) Mastitis: physiology or pathology. p.

3-9, En C. Burvenich, G.

Vandeputte-van Messom, y A. W. Hill (ed.), New
insights into the pathogenesis of [MASTITIS.
RIJKSUNIVERSITEIT] Gent, Belgium; y Schalm et al. (1971)
The mastitis complex-A brief summary. p. 1-3. En Mastitis
de Bovino. Lea & Febiger, los métodos de control
antibacteriales Convencionales Filadelfia tales como
inmersidén de la teta y terapia antibidtica son efectivas
en el control de muchos tipos de mastitis contagiosa,
pero los organismos ambientales tipicamente encontrados
en todas las granjas lecheras son a menudo resistentes a

tales medidas. La vacunacidn es por lo tanto una
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estrategia atractiva para evitar las 1i1infecciones de las
glandulas mamarias, y se han mostrado benéficas en el

caso de algunos patdgenos contagiosos de mastitis.

La literatura se limita con relacién a los estudios
de vacunacién a [8.] dysgalactiae ay S. [UBERIS,] y se
han observado resultados variables. En algunos casos, la
inmunizacién ha dado como resultade una sensibilidad
creciente al organismo especifico y en otros casos se ha

obtenido una proteccién especifica a la cepa.

Por ejemplo, estudios previos han mostrado dque 1la
infecciétn primar:ia con S. uberls  puede reducir
considerablemente la proporcién de la infeccibébn que sigue
un sequndo reto con la misma cepa (Hill, A. W. (1988)
Res. Vet. Sci. 44: 386-387). La vacunacibdn local con S.
[UBRERIS] muerta protege la glindula mamaria bovina contra
el reto [INTRAMAMMARY] con la cepa homoleoga (Finch et al.
(1994) Infect. Immun. 62: 3599-3603). Similarmente, la
vacunacidén subcutédnea con S. [UBERIS] viva ha mostrado

originar una modificacibn dramitica de la patogénesis de
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la mastitis con la misma cepa (Hill et al. (1994) [FEMS

IMMUNOL. MED.]

[MICROBIOL.] 8: 109-118). Los animales vacunados de
esta manera esparcen mas pocas bacterias en su leche ¥y

muchos cuartos permanecen libres de infeccién.

No obstante, la vacunacidn con bacterias vivas o
atenuadas puede poseer riesgo para el receptor. Ademas,
es claro que las vacunas convencionales muertas son en
general grandemente inefectivas contra S. ([UBERIS Y 8.
AGALACTIAE ] debido a la falta de antigenos de proteccidn
sobre las células de crecimiento 1n Vitro o enmascarar

estos antigenos mediante mimica molecular.

La falta habitual de existencia de vacunas para la
mastitis contra [8.] agalactiae o las cepas de
estreptococos contagiosas se deben al menos en parte a
una falta de conocimiento con relacién a los
determinantes de virulencia y los antigenos de proteccién

producidos por aquellos organismos que estdn involucrados
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en la 1nvasién y protecciétn de la glandula mamaria
(Collins et al. (1988) [J DAIRY RES.] 55: 25-32; Leigh et
al. (1990) [RES. VET. SCI.] 49' {[85-87) ; Marshall et al.

(1986) [J.) Dairy Res. 53: 507-514).

El S. dysgalactiae es c¢onocido por unir varias
proteinas extracelulares y derivadas de plasma tales como
fibronectina, fibrinogeno, ceclageno, alfa-I1I-macro

globulina, IgG, albimina y otros compuestos.

El organismo también produce hialuronidasa y
fibrinolisina y es capaz de adherirse e invadir células
epiteliales mamarias bovinas. Sin embargo, los papeles
exactos de los componentes bacteriales responsables de

estos fenotipos en la patogénesis no es conocido.

Similarmente, la patogénesis de la infeccidn [DE S.
UBERIS] esta pobremente entendida. Adicionalmente, la
influencia de factores de virulencia [DE 8. UBERIS] sobre
los mecanismos de defensa del hospedero y la fisiologia

de 1la glandula mamaria no esta bien definida. Los
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factores de virulencia conocidos asociados con [S.]
(UBERIS] incluyen una cdpsula de 4cido hialuronico (Hill,
A. W, (1988) Res. Vet. Sci. 45, 400-404), hialuronidasa
(Schaufuss et al. (1989) [ZENTRALBL.] [BAKTERIOL.] Ser.
[A] 27). 46-53), proteina similar a R (Groschup, M. H. ¥y
Timoney, J. F. (1993) Res. Vet. Sci. 54: 124-126), y una
cohemolisina, el factor CAMP, también conocido como
factor UBERIS (Skalka, [B.] y Smola, J. {1981)
[ZENTRALBL.] Bakteriol. ([SBER. A] 249: 190- 194), proteina
similar a R, activador plasminogeno y factor CAMP. Sin
embargo, se conoce muy poco de sus papeles en la

patogenicidad.

El uso de determinantes de virulencia provenientes
de estreptococos como agentes 1nmunogenicos se ha
propuesto. Por ejemplo, el factor CAMP [DE 8. UBERIS] se
ha mostrado como protector de sujetos vertebrados
proveniente de infeccién para aquel organismo {Jiang, U.

S. Patente No. 5,863,543).

El antigeno [Y] del grupo de cepa B Estreptococci

A909 (ATCC No. 2759]1) es un componente del complejo
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marcador de proteina ¢, que adicionalmente comprende una
subunidad a y [B] (Boyle, Patente U. §S. No. [5,]
721,339). Los subconjuntos [DEL SEROTIPO IA, II,] vy
virtualmente todas las células del serotipo [IB] del
grupo estreptoccli B, se han reportado por expresar
componentes de la proteina c. Se ha propuesto el uso de
la subunidad [Y] como un agente i1nmunogenico contra
infecciones por 1infeccidén de estreptococo Lancefield
Grupo B. Sin embargo, no ha sido estudiado su uso para
evitar o tratar las infecciones bacterianas en animales,

que 1incluyen mastitis en ganado.

La proteina de unién plasmina GapC]de una cepa del
estreptococo Grupo A Jse ha 1dentificado previamente vy
caracterizado, Yy su uso en terapias trombo liticas se ha
descrito (Boyle, et al., Patente U. S. Neo. 5,237,050;
Boyle, et al., {U.] Patente S. No, 5,328,986)., Sain
embargo, el uso del GapC como un agente inmunogenico para
tratar o evitar la mastitids no se ha descrito m

sugerido.
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La proteina M de estreptococo del grupo A se
considera por ser uno de los factores de mayor virulencia
de este organismo en virtud de su capacidad para impedir
el ataque de fagocitos humanos (Lancefield, R. C. ({1962)
[J IMMUNOL.] 89: 307-313). La bacteria persiste en el
tejido infectado hasta que se producen anticuerpos contra
la molécula M. Los anticuerpos de tipo especificao a la
proteina M son capaces de reversar el efecto
[ANTIFAGOCITICO] de la molécula y permitir la liberaciédn

eficiente del organismo 1nvasqgr,

Las proteinas M son unos de los factores claves de
virulencia de los piogenos de estreptococo, debido a su
involucramiento en la resistencia mediada para fagocitos
(Kehoe, M. A. (1991) Vacuna 9: 797-806) y su capacidad de
inducir respuestas inmunes potencialmente dafiinas por via
de su superantigenicidad y su capacidad para 1inducir
regspuestas de anticuerpos reactivos cruzados de huésped
(Bisno, A. L. {(19%1). NEW] Engl. J. Med. 325: 783-793,
Froude et al. (1989) Curr. Top. [MICROBIOL.] Inmunol.
145: 5-26 ; Stollerman, G. H. (1991) Clin. Inmunol.

Inmunopatol 61: 131-142).
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Sin embargo, existen obstaculos para utilizar
proteinas M como vacunas. Los epitopos opsonicos de
proteinas scon extremadamente de tipo especifico, dando
como resultado una proteccibédn estrecha de tipo
especifico. Adicionalmente, algunas proteinas M parecen
contener epitopos que reaccionan en forma cruzada con
tejidos del sujeto 1nmunizado, originando una respuesta
auto 1inmune dafiina (Ver por ejemplo, Dale, J. L. ¥y
Beached, G. H. {(1982) J Exp. Med 156: 1165-1176 ; Dale,
J. L. y Beached, G. H. (1985) J. Exp. Med. 161: 113-122 ;
Baird, R. W., Bronze, M. S., Drabs, W., Hill, H. R.,

Veasey, L. G. y Dale, J. L. (1991) J. Immun.

146: 3132-3137 ; Bronze, M. S. y Dale, J. L. (1993)
J. Immun 151: 2820-2828; Cunningham, M. W. y Russell, S.

M. (1983) Infect. Immun. 42: 531-538}.

Una vacuna de proteina M octava lente se ha
desarrollado y se ensayo para inmunogenicldad protectora
contra miltiples serotipos de la infeccibn de

estreptococo del grupo A en conejos.
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Sin embargo, la respuesta inmune obtenida fue
especifica de serotipo, confiriendo solo proteccibén
contra aquellas cepas bacterianas que exhiben epitopos
proteina M presentes en la proteina quimérica (Dale, J.
B., Simmons, M., Chiang, E. C., y Chiang, E. Y. (1996)

Vacuna 14: [944-548).]

Las proteinas quiméricas que contienen tres
diferentes dominios de uniép de fibronectina [(FNEDS)]
derivadas de unién de fibronectina de S. [DOSGAZACTIAE] y
Estafilococo. aureus se han expresado sobre la superficie
de células ([DE STAPH. CA7NOSUS]. En el caso de una de
estas proteinas, 1las inmunizaciones i1intranasales con
células recombinantes vivas [STAPH.] [CARNOSUS] que
expresan la proteina quimérica sobre su superficie dieron
como resultado una respuesta anticorporal mejorada a un
modelo inmunogeno presente dentro de la proteina

superficlal quiméraica.

Una molécula de proteina G quimérica (un tipo

especlfico de proteina ligante tipo III Fc para la regién
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Fc de todas las subclases de las moléculas anticuerpo
IgG) es conocida, pero su uso como un agente inmunogenico
no se ha descrito o sugerido [(BJORCK,] et al. (1992)

Patente U. S. No. 5,108,894).

Hasta ahora, la capacidad protectora de 1las
proteinas de fusién del epitopo miltiple GapC no se ha

estudiado.

El resumen de la invencitn.

De acuerdo con esto la presente i1nvencién suministra
proteinas de fusién de epitopo miltiple GapC y pola
nucledtidos que codifican el mismo. En la modalidad, la
invencidén esta dirigida a un polipéptido de fusidn de
epitopo miltiple que comprende la formula de estructura
general [(I)] * [ (A) X-—-(B) Y--(C) 2 (I)] donde (I) es
una secuenclia de aminodcido lineal; B comprende una
secuencia de aminodcido que contiene al menos cinco
aminodcidos cuyos aminoédcidos corresponden a un

determinante antigénico de una proteina GapC; A y C
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comprenden cada uno una secuencia de amino &acido que es
{1} diferente de B, (11) diferente del otro, y {(111) una
secuencia de amino &acido dque contiene al menos cinco
amino Aacidos, cuya secuencia de amine acido corresponde
a un determinante antigénico de una proteina GapC dicho
determinante antigénico no es adyacente a B en
naturaleza; Y es un entero de 1 o mas; y X y 2 cada uno

1independientemente enteros donde x + z es 1 o mas.

En clertas modalidades, el polipéptido de fusibn de
epitopo miltiple comprende ademds una secuencia de seflal
y/o una secuencia de transmembrana. Ademds, A, B, y/o C
del polipéptido de fusidén de epitopo miltiple se pueden
mediante uno 0 mas secuencias espacladoras, en donde los
espaciadores (1) son secuencias de amino acido que van de
1 a 1,000 amino &acidos, 2inclusive; {(11) pueden ser
lﬁuales o diferentes que A, B, o C; y (11i) pueden ser

1guales o diferentes uno del otro.

En clertas modalidades, A, B, y C comprenden cada
una epitopos provenientes de una © mas especies de

bacteria, tales como de una o mas especlies de bacterias

[T
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del genero Estreptococo, dque 1incluyen pero no estén
limitadas a una o mas especies bacterianas seleccionados
del grupo que consiste de Estreptococo dysgalactiae,
Estreptococos agalactiae, Estreptococos uberis,

Estreptococos parauberis, y Estreptococos [INIAE.]

Aun en otra modalidad, A, B, y C comprenden cada una
secuenclas de amino Acidos seleccionadas del grupo gque
consiste de (a) la secuencia de amino acido mostrada en
la posicidn del amino acido 61 a 81, inclusive, de las
Figuras 1 hasta 5, o cualquier secuencia de aminoacido
que tenga al menos 80% de 1dentidad con este; (b) las
secuenclias de amino acido mostradas en las posiciones de
amino &cido 102 a 112, inclusive, de las Figuras 1 hasta
5, o0 cualquier secuencia de aminodcido que tenga al menos
[B0%] de identidad con este; (c) las secuencias de
aminodcido mostradas en las posiciones de aminodcido 165
a 172, inclusive, de las Figuras 1 hasta 5, o cualquier
secuencila de amino acido que tenga al menos
aproximadamente [B0%] de 1dentidad con este; (d) las
secuenclas de amino &4cido mostradas en las posiciones de
amino aAcido [248] a 271, inclusive, de las Figuras hasta

5, o cualquier secuencia de aminoaclido que tenga al menos
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80% de 1dentidad con este, y (e) las secuencias de amino
4cido mostradas en las posiciones de amino Aacido 286 a
305, 1inclusive, de las Figuras 1 hasta 5, o cualquier
secuencila de aminec acido que tenga al menos

aproximadamente 80% de i1dentidad con este.

En otra modalidad, el polipéptido de fusién de
epitopo miltiple que comprende la secuencia de amino

4cido descrita en la Figura 6 (éEQ ID NO: 22). i

En aun otras modalidades, la invencidn esta dirigida
a secuencias de polli nuclebtidos que codifican la
secuencia de polipéptido de fusién de epitopo miltiple
descritas anteriormente o cumplimientos de esta, asi como
también vectores recombinantes que comprenden el poli
nuclebtido, células hospederas que comprenden los
vectores recombinantes Y métodos de produccién
recombinante de polipéptidos. En otra modalidad, 1la
invencién esta dirigida a una composiciédn de vacuna que
comprende un vehiculo farmaceGticamente aceptable y un

polipéptido de fusidén de epitopoc miltiple como de
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describi6é anteriormente. En ciertas modalidades, las

composiciones de vacuna comprenden un adyuvante.

En aun una modalidad adicional, la invencidén esta
dirigida a un método de produccidn de una composiciédn de
vacuna que comprende las etapas de [(1)] que suminastra
el polipéptido de fusién de epitopo miltiple; y (2}
combinar el polipéptido con un vehiculo farmacedticamente

aceptable.

En otra modalidad, la 1invencidén esta dirigida a un
método de tratamiento o para evitar una infeccibn
bacterial en un sujeto vertebrado que comprende
administrar al sujetc una cantidad terapéuticamente
efectiva de una composicién de vacuna como Se describe

anteriormente.

En ciertas modalidades, la infeccidn bacteriana es
una 1nfeccién de estreptococo. Adicionalmente, la

infeccidédn bacterirana puede causar mastitis.

/53
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Aun en otra modalidad, la invencidn esta dirigida a
un método para tratar o evitar una i1nfeccibébn bacteriana
en un Ssujeto vertebrado que comprende administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un pola

nucledtido comoc se describibd aquli.

En clertas modalidades, la infeccién bacteriana es
una 1nfeccidén de estreptococo. Adicionalmente, la

infeccién bacteriana puede causar mastitis.

En modalidades adicionales, la invencibdn esta
dirigida a anticuerpos dirigidos contra los polipéptidos
de fusibn de epitopo miltiples. Los anticuerpos pueden

ser policlonal o monoclonales.

En otra modalidad, la invencién esta dirigida a un
métodeo para detector anticuerpos de Estreptococo en una
muestra biolddgica, que comprende: (a) hacer reaccionar
dicha muestra biolégica con un polipéptide de fusién de
epitope miltiple bajo condiciocnes que permitan a dichos

anticuerpos de Estreptococo, cuando estdn presentes en la
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muestra bioldgica ligarsen a dicha secuencia para formar
un complejo anticuerpo/antigeno; y (b) detectar 1la
presencla o ausencla de dicho complejo y detectar de esta
manera la presencia o0 ausencia de anticuerpos de

Estreptococo en dicha muestra.

En aun una modalidad adicional, la invencidébn esta
dirigida a un kit de ensayc de 1inmunodiagnostico para
detector infecciédn de Estreptococeos. El1 kit comprende un
polipéptido de fusién de epitopo miltiple como se
describié aqui en 1instrucciones para llevar a cabo el

ensayo de inmunodiagnostico.

Estas y otras modalidades de la invencién objeto
ocurrirdn faAcilmente para aquellos expertos en la técnica

en vista de la presente descripcién.

Breve descripciédn de las figuras [LA-LB] describen
la secuencia de nucleébétidos aislada y la secuencia de
amino &4cidos deducida del gen gapC S. dysgalactiae (SEQ

ID NO, 11 y SEQ ID NO : 12). En la figura, el asterisco
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representa un codon de parada, y las regiones subrayadas
representan secuencias de nucleb6tidos complementarias a
las primeras utilizadas para aislar los genes

provenientes de cromosomas bacteriales.

Las Figuras [2A-2B] describen 1la secuencia de
nuclebétidos aislada y la sSecuencia de amino Aacidos
deducida del gen gapC para S. agalactliae (SEQ ID NO. 13 y
SEQ ID NO: 14). En la figura, el asterisco representa un
codon de parada, y las regiones subrayadas representan
secuencias de nucledtidos complementarias a las primeras
utilizadas para aislar los genes provenientes de

cromosomas bacteriales.

Las Figuras 3A-3B describen 1la secuencia de
nucledétidos aislada y la secuencia de amino 4&cido
deducida del gen gapC para [S8.] [UBERIS] [{(SEQ ID] NO.
15) y SEQ (ID] NO: 16). En la figura, el asterisco
representa un codon de parada, y las regiones subrayadas
representan secuencias de nucledtidos complementarias a
los 1inicladores utilizados ©para aislar 1los genes

provenlentes de cromosomas bacteriales.
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Las Figuras 4A-4B describen la secuencia de
nuclebtidos aislada y la secuencia de amino acidos
deducida del gen [GAPC] para S. [PARAUBERIS] (SEQ ID NO:
17 y SEQ ID NO: 18). En 1la figura, el asterisco
representa un codon de parada, y las regiones subrayadas
representan secuencias de nuclebétidos complementarias a
los 1niciadores utilizados para aislar los genes

provenientes de cromosomas bacteriales.

Las Figuras [5A-5B] describen 1la secuencia de
nucledtidos aislada y la secuencia de amino 4&cidos
deducida del gen [GAPC] para S. [INIAE] (SEQ ID NO: 19 y
SEQ ID NO* 20). En la figura, el asterisco representa un
codon de parada, Yy las regiones subrayadas representan
secuenclias de nucleédtirdos complementarias a les
iniciadores utilizados para aislar los genes provenientes

de cromosomas bacteriales.

La Figura 6 describe la secuencia de nuclebdtidos

(SEQ ID NO. 21) y la secuencia de amino &cidos deducida
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(SEQ ID NO: 22) de la proteina de fusiétn de epitopo

miltiple GapC de la presente invencién.

Las Figuras TA-TE nuestran una grafica de
alineamliento de ADN .creada mediante PileUp y mostrada
mediante un software Pretty (un componente del paquete
Wisconsin GCGO, versiédn 10, suministrada por el paquete
de anilisis de secuencia SegWeb, versiétn 1.1, de the
Canadian Bioinformatics Resource). La figura describe las
secuencias de nuclebtldos‘_alslada de los genes gapC
provenientes de S. dysgalactiqp (DysGapC, Check 9344)
(SEQ ID NO: 11), [S8.] [AGALACTIAE] (AgalGapC. Check 2895)
(SEQ ID NO. 13); S. [UBERIS] ({UberGapC, Check [5966)]
(SEQ ID NOQ: 15); (B8] parauberis ((PUBERGAPC,] Check 9672)
(SEQ ID NO: 17); y S. 1iniae [(INIAEGAPC,] Check 990) (SEQ
ID NO: 19). Las secuencias previamente conocidas [DE S.
EQUISIMILIS] (SeqGapC, Check 5841), S. pyogenes (SpyGapC,
Check 4037), y la proteina GAPDH de bovino [ (BOVGAPC, ]
check 5059) también estédn incluldas. La longitud y peso
de los parametros fueron i1guales para todas las
secuencias (1018 y 1.00, respectivamente). Los parametros
utilizados en la comparacién de secuencias de ADN fueron

como sigue: Pluralidad--2. 00; Umbral-- [1 ; AVEWEIGHT--

Az 1



1.] 00; [AVEMATCH--1.] 00; AvMisMatch-0.00; tabla de
comparacién de Simbolo-- pileupdna. cmp; [COMPCHECK-6876]
; [GAPWEIGHT--5] , [GAPLENGTHWEIGHT-1] ; PileUp MSF--1018
; Type-N; [CHECLC-3B04.] En 1la figura, 1los guiones
representan nucleétidos idénticos; los puntos representan
espaclos aintroducidos por el soporte 1légico utilizado
para generar la gqrafica de alineamiento, y las tildes
representan regiones no incluidas en el alineamiento
total debido a diferencias en la longitud de las

secuencias de genes.

Las Fiquras [8A-BC)] muestran una grafica de
alineamiento de secuencias de amino &cidos creadas
mediante PileUp y nostradas mediante Pretty (como
anteriormente) que describen el alineamiento de Polygap4
(SEQ ID NO: 22), el polipéptido de fusién de epitopo
miltiple de la presente 1invencién, con secuencias de
amino acido deducidas de las proteinas GapC nativas
aisladas de ese punto S. dysgalactiae (DysGapC, Check
[6731)) (SEQ ID NO* 12), S. agalactie (AgalGapC, Check
1229) (SEQ ID NO - 14), [8.)] uberis ({(UberGapC, Check
8229) (SEQ ID NO: 16), [8.] [PARAUBERIS] (PUberGapC,

Check 8889) (SEQ ID NO: 18), y S. iniae (IniaeGapC, check

4
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8785) (SEQ ID NO: 20). Las secuenclias prevliamente
conocidas [DE 8. EQUISIMILIS) (SeqGapC, Check 8252), S.
pyogenes (SpyGapC, Check 6626) y la proteina GAPDH de
bovino (BovGapC, Check [B479)] también estan incluidas.
En la figura, los guiones representan residuos de amino
acidos 1dénticos; los puntos representan vacios
introducidos por el soporte ldédgico PileUp, y las tildes
representan reqgiones no 1incluidas en el alineamiento
total debido a diferencias en la 1longitud de las

secuenclas de genes.

La figura 9 muestra una grafica de hidropatia Kyte-
Doolittle, promediada sobre una ventana de 7, una grafica
de probabilidad de superficie Emini, una grafica de
flexibilidad de cadena Karplus-Schulz, una grafica de
indice antigénico [JAMESON-WOLF], Yy unas graficas de
estructuras secundaria Chou-Fasman y [GARNIER-OSGUTHORPE-

ROBSON] para la proteina GapC aislada de S. dysgal.

La figura 10 muestra una grafica de hidropatia Kyte-
Doolittle, promediada sobre una ventana de 7, una grafica

de probabilidad de superficie Emini, una grafica de
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flexibilidad de cadena Karplus-Schulz, una grafica de
indice antigénico [JAMESON-WOLF], y unas graficas de
estructuras secundaria Chou-Fasman y Garnier-Osguthorpe-

Robson para la proteina GapC aislada de S. agal.

La figura 11 muestra una grafica de hidropatia Kyte-
Doolittle, promediada sobre una ventana de 7, una grafica
de probabilidad de superficie Emini, una grafica de
flexibilidad de cadena Karplus-Schulz, una grafica de
indice antigénico Jameson-Wolf, y unas graficas de
estructuras secundaria [CHOU-FASMAN] 1'4 [GAMIER~
OSGUTHORPE-ROBSON] para la proteina GapC aislada de S.

uberis,

La faigura 12 muestra wuna grafica de hidropatia
[KYTE-DOOLITTLE], promediada sobre una ventana de 7, una
grafica de probabillidad de superficie Emini, una grafica
de flexibilidad de cadena Karplus-Schulz, una grafica de
indice antigénico Jameson-Wolf, y unas graficas de
estructuras secundaria Chou-Fasman y Garnier-0Osgquthorpe-

Robson para la proteina GapC aislada de S. [PARAUBERIS.]
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La fiqura 13 muestra una grafica de hidropatia Kyte-
Doolittle, promediada sobre una ventana de 7, una grafica
de probabilidad de superficie Emini, una grafica de
flexibilidad de cadena Karplus-Schulz, una grafica de
indice antigénico Jameson-Wolf, y unas graficas de
estructuras secundaria Chou-Fasman y [GARNIER-OSGUTHORPE-

ROBSON] para la proteina GapC aislada de S. iniae.

La figura 14 muestra una grafica de hidropatia Kyte-
Doolittle, promediada sobre una ventana de 7, una grafica
de probabilidad de superficie Emini, una grafica de
flexibilidad de cadena Karplus-Schulz, una grafica de
indice antigénico [JAMESON-WOLF], y unas graficas de
estructuras secundaria Chou-Fasman y Garnier-Osguthorpe-
Robson para Lipofgapd (SEQ ID NO: 22}, la proteina

quimérica GapC.

La figura 15 es una representacidn diagramatica de 1la
grafica de estructura secundaria [CHOU-FAEMAN] para la

proteina GapC aislada de [S.] dysgal.
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La figura 16 es una representacidn diagramatica de la
grafica de estructura secundaria Chou-Fasman para la

proteina GapC aislada de S. agal.

La figura 17 es una representacidén diagramatica de 1la
grafica de estructura secundaria [CHOU-FASMAN] para la

proteina GapC aislada de S. uberis.

La figura 18 es una representacidn diagramatica de 1la
grafica de estructura secundaria Chou-Fasman para la

proteina GapC alslada de S. [PARAUBERIS. ]

La figura 19 es una representacidén diagramatica de 1la
grafica de estructura secundaria Chou-Fasman para la

proteina GapC aislada de S. ([(WHILE.]

La figura [20] es una representacién diagramatica de la
grafica de estructura secundaria Chou-Fasman para

Lipofgap4 (SEQ ID NO: 22), la proteina gquiméraca GapC.
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La figura 21 es un diagrama de un plasmido pPolyGap. [1.]

La figura 22 es un diagrama de un plasmido pPolyGap. 2.

La figura 23 es un diagrama de un plasmido pPolyGap. 3.

La fiqura 24 es un diagrama de un plasmido pPolyGap. 4

La figura 25 es un diagrama de un plasmido polygap4.

descripciédn detallada.

La préactica de la presente invencién empleara, a
menos que se 1ndique otra cosa, técnicas convencionales
de biologia molecular, microbiclogia, tecnologia de AND
recomblnante, e inmunologla, las cuales estidn dentro del
experto de la técnica. Tales técnicas son explicadas
completamente en la literatura. Ver, por ejemplo,

Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A

V14



28

Laboratory Manual, Vols. ([I,] II and III, Second Edition
[¢(1989)] ; Perbal, B., A Practical Guide to Molecular
Cloning (1984); the series, Methods In Enzymology (S.
Colowick and N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); [AND
HANDBCOK OF EXPERIMESZTAL IMMUNOLOGY,] Vols. I-IV (D. M.
Weir and C. C. [BLACKWELL] eds., 1986, Blackwell

Scientific Publications).

Las siquientes abreviaturas de amino 4cidos se
utilizan a lo largo del texto: Alanina: Ala (A) Arginina:
Arg (R) Asparagina: Asn (N} dcido Aspartico: Asp (D)
Cisteina Cys (C) Glutamina: Gln (Q) Acido Glutdmico: Glu
{E) Glicina: Gly {G) Histaidina* His (H) Isoleucina: Ile
[(I)] Leucina* Leu (L} Lisina: Lys (K} Metionina: Met
[(M)] Fenilalanina: Phe [(F)] Prolina: Pro (P) Serina:
Ser (S) Treonina : Thr (T) Triptofano: Trp (W) Tiroxaina:
Tyr (Y) Valina: Val (V) A. Definiciones para describir la
presente 1nvencidn, los siguientes términos se emplearan

Yy pretenden estar definidos como se ha indicado adelante.

Se debe notar que, Ccomo se utiliza en la

especificacién y en las reivindicaciones finales, las
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formas saingulares YUN" Y "EL" incluyen referentes
plurales a menos que el contenido claramente dictamine

otra cosa.

asi, por ejemplo, la referencia a "proteina GapC de
estreptococo” aincluye una mezcla de dos o mas proteinas,

Y similares.

Los [TERMINOS "PROTEINA] [GAPC"] [Y "“PROTEINA DE
UNION PLASMIN GAPC"] (utilizadas aqui de manera
intercambiable) o una secuencia de nuclebtidos dque
codifica el mismo, esta destinada a una proteina o a una
secuencia de nuclebdtidos, respectivamente, la cual se
deriva del gen GapC encontrado en una variedad de
especlies de Estreptococo, incluyendo, sin limitacién
ciertas cepas de un estreptococo del grupo A (Lottenbery,
R., et al., (1987} Infect. Immun. 55: 1914-1918). La
secuencia de nucledtides de los genes de estreptococo
[GAPC] representativos, y la secuencla de amino acidos
correspondiente de las proteinas GapC codificadas
mediante estos genes, se describen en las figuras. En

particular, las figquras 1 hasta 5 describen las

V{3
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secuencias de nuclebdtidos aislados y las secuencias de
amino &acidos alsladas de S. dysgalactiae (SEQ ID NO. 11
y SEQ ID NO* 12, respectivamente), S. agalactiae (SEQ ID
NO* 13 y SEQ ID NO: 14, respectivamente}, [8.) uberis
(SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO* 16, respectivamente), ([S8.]
parauberis (SEQ ID NO: 17 y SEQ 1ID NO. 18,
respectivamente,}, y [S.] [INIAE] (SEQ ID NO: 1% y SEQ ID

NO: 20, respectivamente).

Sin embargo, una proteina GapC como se definié aqui
no esta limitada a las secuencias descritas como subtipos
de cada una de estas especlies de Estreptococos son
conocldas y variaciones de las proteinas GapC se

presentaran entre ellas.

Los genes representativos [GAPC], derivados de [S8.]
dysgalactiae, S. agalactiae, S. uberis, y S. parauberis,
se encuentran en plasmidos [PET15BGAPC,] pmf521c,

pnf52la, pmf521d, y [PMF521E, RESPECTIVAMENTE.]

Vs
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Adicionalmente, la proteina derivada o secuencias de
nucledétidos no necesitan ser fisicamente derivadas del
gen descrito anteriormente, peroc se pueden generar de
cunalquier manera, 1ncluyendc por ejemplo, sintesis
quimica, aislamiento (por ejemplo, de S. dysgalactiae) o
mediante produccidn recombinante, basados en la
informacién suminlistrada aqui. Adicionalmente, el termino
esta destinado a proteinas que tienen secuencias de amino
acidos sustancialmente homologas (como se definid
adelante) con secuencias de amino &cidos contiguas
codificadas por los genes, que muestran actividad

inmunoldgica [Y/0] de unién de plasmin.

asi, los términos destinados a longitud completa,
asi como también 1nmunogenica, secuencias truncadas vy
parciales, y analogos activos y formas precursoras de las
proteinas. también se incluyen en el termino fragmentos
de nucleétidos del gen que incluyen al menos
aproximadamente 8 pares de base contiquas, mas
preferiblemente al menos 10 - 20 pares de base contiguas,
y mas preferiblemente al menos aproximadamente 25 a 50, o
mas, pares de bases contiguas del gen, o cualquier entero

entre estos valores. Tales fragmentos son f(Gtiles como

&7
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sondas Yy en métodos de diagnostico, discutidos mas

completamente adelante.

Los términos también incluyen aquellas formas que
poseen, asi como también le faltan, una secuencia de
seflal, s1 tal esta presente, asi como también secuencias
de acido nucleico gue codifican para estas.
Adicionalmente, el termino pretende formas de proteinas
GapC a las cuales les falta la regidén y anclaje de
membrana, Yy S8Secuencias de acido nucleico que codifican
proteinas con tales supresiones. Tales supresiones pueden
ser deseables en sistemas que nc suministran la secrecidn
de la proteina. Adicionalmente, los dominios de unidén de
plasmin de las proteinas, pueden estar o no presentes. De
esta manera, por ejemplo, 8S1 la proteina de unidén de
plasmin GapC se utilizara para purificar plasmin, el
dominio de unién de plasmin seri generalmente retenido.
S1 la proteina se utiliza en composiciones de vacuna,
estaran presentes los epitopos i1nmunogenlicos Jque pueden o

no incluir el dominio de uniédn de plasmin.

j
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Los términos también incluyen proteinas en la forma
neutra o en la forma de sales de adiciédn bésica o #&cida
dependiendo del modo de preparacién. Tales sales de
adicién adcida pueden i1nvolucrar grupos de amino acidos y
sales Dbésicas pueden estar formadas con carboxilos
labres. Sales de adicibn farmacéutica mente aceptables
badsicas y 4cidas se discuten adicionalmente adelante.
Ademds, las proteinas se pueden modificar mediante
combinacién con otros materiales biolbdgicos tales como
lipidos (tanto aquelles de ocurrencia natural como las
moléculas u otros lipidos que no destruyen la actividad
inmunoldgica) y sacidrides, o mediante modificacidn de
cadena lateral, tal como acetilacion de grupos amino,
fosforilacién de cadenas laterales hidroxilo, oxidacién
de grupos [SBULFIDRILO]}, glicosilacion de residuos de
amino &acido, asi como también otras modificaciones de

Secuencias primarias codificadas.

El término por lo tanto pretende las supresiones,
adiciones y sustituciones a la secuencia, en tanto las
funciones de polipéptido producen una respuesta
inmunclbgica como se defino aqui. A este respecto, las

sustituciones particularmente preferidas serdn de manera
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general de naturaleza conservadora, es decir aquellas
sustituciones que tienen lugar dentro de una familia de
aminoacidos. Por ejemplo, los amino acidos se dividen
generalmente en cuatro familias: (1) acidio-aspartato y
glutamato; (2) basico--lisina, arginina, haistidina; (3)
no peolar--alanina, valina, leucina, 1soleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano; y (4) polar no
cargada--glicina, asparagina, glutamina, cistina, serina
[TLTREONINA, ] tiroxina. Fenilalanina, triptofang,
tiroxina son algunas veces clasificadas como amino acidos
aromidticos. Por ejemplo, es razonablemente predecible que
un reemplazo aislado de leucina con i1scoleucina ¢ valina,
0 viceversa; un aspartato con glutamato o viceversa; una
treonina con serina o Viceversa; © un reemplazo
conservador similar de un amino &cido con un amino &cido
estructuralmente relacionado, no tendrid un mayor efecto

sobre la actividad biolbgica.

Las proteinas que tienen sustancialmente la misma
secuencia de amino acido como la molécula de referencia,
pero poseen menos sustituciones de amino Aacido que no

afecta sustancialmente la i1nmunogenicidad y/o la afinidad

/?7(
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de unién de plasmin de la proteina estidn por lo tanto

dentro de la definiciédn del polipéptido de referencia.

Por ejemplo, el polipéptido de 1interés puede incluir
hasta aproximadamente 5-10 sustituciones de amino &cido
conservador o no conservador, y aun hasta aproximadamente
15-25 o 20-50 sustituciones de amino &4cido conservador o
no conservador, o cualquier entero dentro de estos
valores, en tanto que la funcidén deseada de la molécula

permanece 1intacta.

A este respecto, las proteinas GapC alsladas
provenientes de estreptococo exhiben varias regiones
variables en sus secuencias de amino &acido, localizadas
en posiciones de 62 a 81; 102 a 112; 165 a 172; 248 a
271, y 286 a 305. Estas regiones, las cuales en S.
dysgalactiae, S. [AGALACTIAE, 8. UBERIS, S.] [PARAUBERIS
AND 8. INIAE] exhiben de 1 a 9 sustituciones de amino
4cido, son probablemente las responsables de la variacibn
sin afectar sustancialmente 1la funcidén inmunogenica o

enzimitica,
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Similarmente, las sustituciones que ocurren en el
dominio de uni6n de la transmembrana, si estdn presentes,
y la secuencia de seflal, sl estan presentes, normalmente
no afecta la inmunogenicidad. Uno de los expertos en la
técnica podia fdcilmente determinar otras regiones de
moléculas de interés que pueden tolerar cambio mediante
referencia a las graficas de estructura de proteina

mostradas en las Figuras 9 a 20 aqui.

El termino “proteina GapC de estreptococo"™ pretende
una proteina de unién de plasmin GapC, como se definibé
anteriormente, derivada de especies de estreptococos que
producen los mismos, i1ncluyendo, pero no limitados a [B.]
dysgalactiae, S. [AGALACTIAE, 8. UBERIS, 8. PARAUBERIS, Y
S8. INIAE.] Por ejemplo, una “proteina de S. dysgalactiae
GapC" es una proteina de unién de plasmin GapC como se
definié anteriormente, derivada de S. dysgalactiae.
Similarmente, una “proteina de S. agalactiae GapC"
pretende una proteina de unidén [GAPC] derivada de [S8.]

agalactiae.
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Las proteinas tipo “Silvestre” o “nativas" o 1los
pelipéptidos que se refieren a proteinas o polipéptidos
aislados provenientes de la fuente en la cual la proteina
ocurre naturalmente. Los polipéptidos "Recombinantes” se
refieren a polipéptidos producidos mediante técnicas de
ADN recombinantes, es decir, provenientes de células
transformadas mediante una construccién de ADN exdgeno
que codifica el polipéptido deseado. Los polipeptidos
“Sintéticos” son aquellos preparados mediante sintesis

quimica.

Una proteina "aislada™ o© un polipéptido es una
molécula de proteina o polipéptido separada y discreta
del organismo total con el curill la molécula se encuentra
en la naturaleza’; o una proteina o polipéptido
desprovisto, en todo o© en ©parte, de secuencias
normalmente asociadas con esta en naturaleza; o una
secuencila, como existe en la naturaleza, pero que tiene
secuencias heterologas (como se define adelante) en

asoclo con estas.
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El termino [“FUNCIONAILMENTE EQUIVALENTE"] pretende
que la secuencia de amino Acidos de la proteina de unibn
plasmin GAPC es la que elicitara wuna respuesta
inmunolégica sustancialmente equivalente o mejorada, como
se definidé anteriormente, comparada con la respuesta
elicitada por la proteina de unidn plasmin GapC que tiene
1dentidad con la proteina de unidén de plasmin GapC de

referencia, o una porcién inmunogenica de esta.

El termino "epitopo" se refiere al sitio o a un
antigeno o hapten al cual responden células B y/o células
T especlficas. El termino también se utiliza
intercambiablemente con ‘“determinante ANTIGENICO” o
"gitico determinante antigénico”. Los anticuerpos que
reconocen el mismo epitopo se pueden identificar en un
inmunoensayo sSimple gque nmnuestra la capacidad de un
anticuerpo para bloquear la unidn de otro anticuerpo a un
antigeno objetivo. Los epitopos pueden 1incluir 3 a 5
aminoacidos, méis preferiblemente 5 a 10 amino A&cidos,

hasta la longitud completa de la molécula de referencia.
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El termino proteina "epitopo miltiple™ o polipéptido
especifica una secuencia de amino 4acidos que comprenden
un epitopo como se definid aqui, que contiene al menos un
epitopo repetido dos o tres veces dentro de una molécula
lineal. Las secuencias repetidas no necesitan estar
directamente conectadas a s1 mismas, no sen repetidas en
naturaleza de la misma manera y, adicionalmente, pueden
estar presentes dentro de una secuencia mas larga que
incluye otros amino &cidos que no estan repetidos. Para
los propdésitos de esta 1nvencidn, la secuencia del
epitopo puede ser una copla exacta de una secuencila del
epitopo tipo Silvestre, & una Ssecuencia que es
"funcionalmente equivalente” a como se definid aqui. Se
refiere a una proteina de epitopo miltiple o polipéptido
como se definid aqul que se produce mediante métodos

recombinantes o sintéticos.

Una proteina o polipéptido de “fusidén™ o “quimérica”
es aquella en la cual la secuencia de amino acido de mas
de una fuente se unen. Tale moléculas se pueden producir
sintéticamente o recombinantemente, como se describe
ademas aqui (ver la secciédn titulada “Production of GapC

Plasmin-Binding [PROTEINS"YINFRA).”). De esta forma, el
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termino “proteina o polipéptide de fusién de epitopo
miltiple” se refiere a una proteina o polipéptideo de
epitopo multiple como se definidé aqui el cual es hecho

por medios sintéticos o recombinantes.

A este respecto, una proteina de fusidn de epitopo
miltiple que conmprende las regiones variables en las
secuenclias de amino Aacidos de las protelnas GapC
referidas anteriormente se pueden producir. La secuencla
de aminodcidos para la proteina de fusién de epitopo
miltiple GapC, y la secuencia de codificacidé4n de pol:
nucleétidos correspondientes, se describe en las figuras
6A-6C aqui. Los métodos para producir recombinantemente
la proteina, incluyen un nétodo para construir un
plasmido polygap4 que contiene la secuencia codificadora
quimérica (diagrama en la figura 25) y un método para
expresar la proteina del plasmido polygap4 se describen

en los ejemplos 4 y 5 infra,

Los términos proteina o polipéptido "inmunogenico"
se refieren a una secuencia de amino &cido que elicita

una respuesta 1nmuncldégica como se describid aqui. Una
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proteina "inmunogenica"™ o polipéptido, como se utilizo
aqui, aincluye la secuencia de longitud completa de la
proteina de unién de plasmin GapC en cuestién, con o sin
la seflal de secuencia, dominio de anclaje de membrana y/o
dominic de unidén de plasmin, analogos de este, o©
fragmentos inmunogenicos de este. Por "fragmento
immunogenico” se gquiere significar wun fragmento de
proteina de unién de plasmin GapC que 1ncluye uno o mas
eprtopos y asi elicita la respuesta i1nmunoldgica descrita

anteriormente.

Tales fragmentos se pueden 1identificar utilizando
cualquier nimero de técnicas de mapeo de epitopo, bien
conocidas en el arte. Ver, por ejemplo, protocolo de
mapeoc de epitopo en Methods in Molecular Biology, Vol. 66
(Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, New
Jersey. Por ejemplo, los epitopos lineales se pueden
determinar mediante nimeros largos concurrentemente
sintetizantes de péptidos sobre soportes sélidos, 1los
péptidos corresponden a porciones de 1la molécula de
proteina y hacen reaccionar los péptidos con anticuerpos
mientras que los péptidos estdn aun unidos a los

soportes. Tales técnicas son conocidas en el arte y se

(76



42

describen en, por ejemplo, la Patente U. S. No.

4,708,871; Geysen et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 81+ 3998-4002; Geysen et al. (1986) [MOLEC.]
Immuncl. 23: 709-715. Similarmente, los eplitopos
[CONFORMACIONALES ] son rapidamente 1identificados al
determinar la conformaciédn espacial de los amincdcidos
tales como, por ejemplo, cristalografia de rayes X y

resonancia magnética nuclear bi-dimensional.

Ver, por ejemplo,Protococlos de Mapeo de Epitopo,
supra. Las regiones antigénicas de las proteina también
se pueden 1dentificar utilizando antigenicidad estandar y
graficas de hidropatia, tales como aquellas calculadas
utilizande, por ejlemplco, el programa de soporte 1légico
versién Omiga 1.0 disponible de Oxford Molecular Group.
Este programa de computador emplea el métodc Hopp/Woods,
Hopp et al., Proc. [NATL.] Acad. Scl USA (1981) 78: 3824-
3828 para determinar perfiles de antigenicidad, y las
técnicas Kyte-Doolittle, Kyte et al., [J: MOL. BIOL.]
(1982) 157: 105-132 para graficas de hidropatia. Las

figuras 9 a 20 describen aqui 1los perfiles [KYTE-
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DOOLITTLE] para proteinas representativas comprendidas

por la invencidn.

Los fragmentos inmunogenicos, para los propésitos de
la presente invenciédn, usualmente 1incluirén al menos 3
amino Aacidos, preferiblemente al menos 5 aminc Aacados,
mas preferiblemente al menos cerca de 10-15 amin¢ acidos,
y mas preferiblemente 25 a mas amino &cidos, de la
molécula de proteina de unidén plasmin GapC. No existe un
limite critico superior a la longitud del fragmento, que
pueda comprender cercanamente la longitud completa de la
secuencla de la proteina, o aun una proteina de fusibén

que comprenda dos o mas epltopos de GapC.

Una "COMPOSICION INMUNOGENICA” Es una composicibn
que comprende una molécula antigénica donde el
administrador de la composiciédn es un sujeto que resulta
del desarrollo en el sujeto de una respuesta inmune

humoral y/o celular a la molécula de antigenoc de interés.
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Por "composicidén de subunidad de vacunas" se
significa una composicién que contiene al menos un
polipéptido 1i1nmunogenico, pero no todos los antlgenos,
derivados de u homdlogos a un antigeno de un a patdgeno
de 1nterés. Tal compeosicibdn es sustancialmente libre de
células intactas de patdgeno o particulas, o el lisado de
tales células o particulas. asi, una "composicidédn de
subunidad de vacunas" se prepara de, al menos,
parcialmente, polipéptidos 1nmunogenicos purificados
(preferiblemente sustancialmente purificados) del
patégeno, o andlogo recombinantes de este. Una
composiciédn de subunidad de vacuna puede comprender el
antigeno o antigenos subunitarios de interés
sustancialmente libres de otros antigenos o polipéptidos

del patégeno.

Por “FARMACEUTICAMENTE ACEPTABLE” o
“FARMACOLOGICAMENTE ACEPTABLE” se saignifica un material
que no es bioldgicamente o de ninguna otra forma
indeseable, es decir, el material se puede administrar a
un 1individuo en una formulacién o composiciédn sin

originarle efectos biolébgicos i1ndeseables o interactuar

(&
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de una manera deletrea con cualquiera de los componentes

de la composicién en la cual esta contenida.

Una "repuesta inmunolégica a una composicidn o
vacuna es el desarrollo en el huésped de una respuesta
inmune mediada por células y/o anticuerpos a la
composicién o© vacuna de interés. Usualmente, una
"RESPUESTA INMUNOLOGICA” incluye pero no esta limitada a
uno o mas de los siguientes efectos: la produccidn de
anticuerpos, células B, células ayudantes T, células
supresoras T, [Y/O] células T citotéxicas y/o células T,
dirigidas especificamente a un antigeno o©o antigenos
incluidos en 1la composiclidn o© vacuna de 1interés.
Preferiblemente, el huésped mostrara una respuesta
inmunolégica terapéutica o protectora tal que 1la
resistencia de la glandula mamaria a la nueva infeccién
se mejorara [Y/0] la severidad clinica de la enfermedad
se reducirid. Tal proteccién se demostrara bien sea
mediante la reduccidén o la falta de sintomas normalmente
mostrados por un huésped infectado [Y/0] un tiempo de

recuperacidén mas rapido.
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Por "inmunizaclén de acido nucleico™ se significa la
introduccién de una molécula de A4&cido nucleico dque
codifica uno o mas antigenos seleccionados en una célula
huésped, para expresién en 1n vivoe de un antigeno,
antigenos, un epitopo, o epltopos. La molécula de &acido
nucleico se puede 1introducar directamente a un sujeto
receptor, tal como mediante 1nyeccidén, 1l1lnhalacién,
administracién oral, intranasal o por mucosa, O similar,
© se puede introducir ex vivo, dentro de células que se
han removido del huésped. En el caso final, las células
transformadas son reintroducidas en el sujeto donde se
puede montar una respuesta inmune contra el antigeno

codificado por la molécula de Acido nucleico.

El termino T"TRATAMIENTO" como se utiliza aqui se
refiere a (1) la prevencién de la i1nfeccién o reinfeccion
(profilaxis), o (2) la reduccién o eliminacién de los

sintomas de la enfermedad de interés (terapia).

Por "mastitis™ se significa una inflamacidn de la
glidndula mamaria en mamiferos, que 1incluidas en vacas,

ovejas, cabras, cochinillas, yeguas, Yy similares,
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causadas por la presencia de microorganismos patbdgenos,
tales como ([8.] uberis. La i1nfeccién se manifiesta a si
misma mediante la infiltraciébn de células fagociticas en
la glandula. Generalmente, se reconocen 4 tipos clinicos
de mastitis: (1) peraguda, asociada con hinchamiento,
calor, dolor, Yy secrecidén anormal en la glandula vy
acompaflada por fiebre y otros signos de disturbio
sistémico, tales como depresidén marcada, pulso rapido
débil, ojos hundidos, debilidad y anorexia completa; (2)
aguda, con cambios en gléndulas similares a aquellos
anteriores pero donde la fiebre, anorexia y depresiédn son
ligeros a moderados; (3) subaguda, donde no existen
cambios sistémicos mostrados y los cambios en la glandula
y su secrecidn son menos marcados: y (4) [SUBCLINICA,]
donde la reaccién 1inflamatoria es detectable solo

mediante ensayos esténdar para mastitis.

Los ensayos estdndar para la deteccié4n de mastitas
incluyen pero no estan limitados a, el Ensayo de Mastitis
de California, el Ensayo de Mastitis de Wisconsin, el
Ensayo de Nagasa, conteo electrénico de células y conteo
de células somAticas para detectar un contenido

persistentemente alto de células sanguineas blancas en la
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leche. En general, un conteo de células somaticas de
aproximadamente 300,000 a aproximadamente 500,000 células
por ml © mayor, en la leche indica la presencia de la
infecci6n. asi, una vacuna se considera efectiva en el
tratamiento y/o prevencién de mastitis cuando, por
ejemplo, el conteo de células somaticas en la leche se
retiene por debajo de aproximadamente 500,000 células por
ml. Para una discusién de mastitis y diagnostico de esta,
ver por ejemplo, The Merck [ VETERINAR » O MANUAL : A
HANDBOOK OF DIAGNOSBIS, THERAPY, AND DISEASE PREVENTION
AND CONTRCL] for the [VETERINARIAN, MERCK] y Co., Rahway,

New Jersey, 1991.

Por los términos de “sujeto®, “vertebrado®, ¥y
"sujeto vertebrado" se significa cualquier milembro del
subfilum [CHORDATA,, ] que incluye, sin limitacién,
mamiferos tales como rebafloa de vacas, ovejas, cerdos,
cabras, caballos y humanos; animales domésticos tales
como perros y gatos; y Ppé&jaros, 1incluyendo péajaros
domésticos, silvestres y de juego tales como pollos y
gallinas incluyende gallinas, pavos Yy otros pajaros

gallindceos; y peces. El término no denota una edad
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particular. asi, tanto animales adultos como recién

nacidos, asi como fetos, pretenden estar cubiertos.

Una molécula de "&cido nucleico" pude incluir, pero
no esta limitado a, secuencias procaridticas, [MRNA]
eucaribdticas, CADN de [MRNA] -eucaribtico, secuencias
genomicas de ADN provenientes de ADN eucaridtico (por
ejemplo mamiferos), y secuencias de ADN aun sintéticas.
El termino también captura secuencias dque 1ncluyen

cualquiera de los anidlogos de base de ADN y ARN.

Una molécula de &cido nucleico "AISLADA"™ es una
molécula de Acido nucleico separada y dascreta del
organismo completo con el cual la molécula se encuentra
en la naturaleza; o una molécula de &cido nucleico
desprovista, en todo o© en parte, de secuencias
normalmente asociadas con esta en la naturaleza; o una
secuencia, como esta exlste en la naturaleza, pero dque
tiene secuencias heterologas (como se define adelante)en

asoclo con esta.
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El termino "aislado™ en el contexto de un poli
nucledtido pretende que el poli nucledtido se alsle del
cromosoma con el cual esta normalmente asociado, y se
aisla de la secuencia genomica completa en la cual esta

ocurre normalmente.

"poli nucledtido purificado™ se refiere a un pol:i
nucledtido de 1nterés o fragmento de este que es
esenclalmente libre, por ejemplo, contiene menos de
aproximadamente 50%, preferiblemente menos de
aproximadamente 70%, y mas preferiblemente menos de
aproximadamente 90%, de la proteina con la cual el pola
nucledétido esta naturalmente asociado. Las técnicas para
purificar poli nuclebdtidos de 1nterés son bien conocidos
en el arte e 1incluyen, por ejemplo, la disrupcidn de las
células que contienen el polil nucledbtido con un agente
{CAOTROPICC] y la separacién de el o los poli nucleédtidos
y las proteinas mediante cromatografia de intercambio de
iones, cromatografia de afinidad y sedimentacién de

acuerdo con la densidad.
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Una "secuencia de codificacié4n" o una "codificacidn
de secuencia de nucledtidos” de uvna proteina particular,
es una secuenclia de nucledtidos que se transcribe y se
traduce en un polipéptido in Vitro o in vivo cuando se
ubica bajo el control de 1los elementos requlatorios
apropiados. Los limites de la secuencia de codificacibdn
se determinan mediante un codon de 1nicio en el terminal
5' (amino) y un codon de parada de traduccién en el
terminal 3' (carboxy). Una secuencia de codificacién
puede 1incluir, pero no esta 1limitada a, secuencias
procaridticas, cADN de eucaridticas [MRNA], secuencias de
ADN genomico provenientes de ADN eucaridtico (por
ejemplo, mamiferos), t aun secuencias de ADN sintético.
Una secuencia de terminacién de de transcripcibdn
usualmente estard localizada en el 3' de la secuencia de
codificacién. Una secuencia “complementaria” es una en la
cual la base nitrogenada en una posicién de nucledtido
dada es el complemento de la base nitrogenada que aparece
en la misma posicibébn en la secuencia de referencia. Para
1lustrar, el complementco de adenosina es tiroxina, Yy
viceversa; similarmente, la citosina es complementaria a
la guanina, y viceversa; de esta manera, el complemento
de la secuencia de referencia 5'-ATGCTGA-3'seria 5'-

TACGACT-3'.
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Una secuencla "tipo sllvestre" o "nativa", como se
utiliza aqui, se refiere a secuenclas que codifican
polipéptidos que son esencialmente como se encuentran n
la naturaleza, por ejemplo, las secuencias que codifican
la proteina de GapC de S. dysgalactiae descritas en las

figquras [IA-IB] (SEQ ID NO: 12).

"Recombinante™ como se utiliza aqui describe una
molécula de &cldo nucleico que significa un pol:1
nucledtido de [CDNA] genomico, semislntético, o de origen
sintético el cual, por virtud de su origen o
manipulacidén: (1) no esta asociado con todo o una porcidn
del poli nucledétido con la cual este se asocia en la
naturaleza; y/o (2) esta ligado a un poli nuclebtido
diferente de aquel al que esta ligado en la naturaleza.
El termino "recombinante" como se utiliza con respecto a
una proteina o polipéptido significa un polipéptido
producido por 1la expresidn de un poli nuclebdtido
recomblnante. "células hospederas recombinantes”,
“eélulas hospederas”, “células”, “lineas celulares”,

"cultivos de células", y otras de tales términos denotan
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microorganismos procaridticos o lineas de células
eucaridticas cultivadas como entidades unicelulares, son
utilizadas i1ntercambiablemente, y se refieren a células
que pueden ser, o han sido utilizadas como receptores
para vectores recombinantes u otros ADN de transferencia,
e 1ncluyen la progenie de la célula original la cual ha
sido [TRANSFECTADA.] Se entiende que la progenie de una
célula parental simple puede no necesariamente ser
completamente 1déntica en morfologia o en genomica o
complemento de AND total al padre original, debido a
mutacién accidental o deliberada. La progenie de la
célula parental que es suficientemente similar al padre a
ser caracterizado por la propiedad relevante, tal como la
presencla de una secuencla de nuclebdtidos que codifica un
péptido deseado, se 1ncluyen en la progenie pretendida
mediante esta definicibén y son cubiertas por los

términos anteriores.

La "homoclogia™ se refiere al porcentaje de i1dentidad
entre dos poli nucledtidos o dos porciones de
polipéptido. Los dos ADN, o dos secuencias de polipéptido
son "substancialmente homologas™ una a la otra cuando las

secuencias exhiben al menos aproximadamente 80%-85%,
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preferiblemente al menos 90%, y mas preferiblemente al
menos aproximadamente 95%-98% de 1la 1dentidad de
secuencia sobre una longitud definida de las moléculas.
Como se utiliza aqul, sustancialmente hom6logos también
se refiere a secuencias que muestran i1dentidad completa

al ADN especificado o a la secuencia de polipéptido.

En general, "la 1identidad" se refiere a un
nuclebétido-a-nucledtido exacto o a una correspondencia de
amino Aacido—a-amino acido de dos secuencias de poli
nuclebdtidos o polipéptidos, respectivamente. La 1dentidad
porcentual se puede determinar mediante una comparacidn
directa de 1la informacién de secuencia entre dos
moléculas al alinear las secuencias, contar el mimero
exacto de parejas entre las dos secuencias alineadas,
dividir por 1longitud 1la secuencia mas corta, Yy
multiplicar el resultado por 100. Programas de computador
facilmente disponibles se pueden utilizar para ayudar en
el anédlisis, tal como ALIGN, Dayhoff, M. 0. en Atlas of
Protein Sequence and Structure M. O. [DAYHOFF ED.,] 5
Suppl. 3: [353-] 358, Natiocnal biomedical Research
Foundation, Washington, DC, que adapta el algorismo de

homologia local de Smith and Waterman [(1981) AVANCES EN
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APPL. MATH.] 2: 482-489 para analisis de péptido.
Programas para determinar la identidad de secuencias de
nucleétidos estan disponibles en la Wisconsin Sequence
Analysis Package, versidén 8 (disponible de Genetics
Computer Group, Madison, WI) por ejemplo, los programas
BESTFIT, FASTA y GAP, que también confian en el algorismo
Smith y Waterman. Estos programas son féacilmente
utilizados con parametros por defecto recomendados por el
fabricante y descritos en el Wisconsin Sequence Analysis
Package referido anteriormente. Por ejemplo, el
porcentaje de 1dentidad de una secuencia de nucledtido
particular a una secuencia de referencia se puede
determinar utilizando el algorismo de homologia de Smith
and Waterman con una mesa de marcador por defecto y una

pena de vaclio de selis posiciones de nucledtido.

Otro método de establecer identidad porcentual en el
contexto de la presente invencidn es utilizar el paquete
MPSRCH de ©programas con derecho de autor de 1la
Universidad de Edinburgo, desarrollado por John F.
Collins y Shane S. [STURROK,] vy distribuido por

IntelliGenetics, Inc.

29c
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{Mountain View, CA). De esta suite de paquetes el
algoritmo Smith-Waterman se puede emplear donde se
utilizan pardmetros por defecto para la mesa de conteo
{por ejemplo, pena abierta de espacio de 12, pena de
extensi6n de espacic de uno, y un espacio de seis). De
los datos generados el valor "coincidente"™ refleja
"1dentidad de secuencia”. Otros programas adecuados para
calcular 1la 1dentidad porcentual o similaridad entre
secuencias son generalmente conocidos en la técnica, por
ejemplo, otro programa de alineamiento es BLAST,
utilizado con pardmetros por defecto. Por ejemplo, BLASTN
y BLASTP que se pueden utilizar usando los siguientes
pardmetros por defecto® cb6digo genético = estandar;
filtro = ninguno; hebra = ambas; corte = 60; esperado =
10 , Matriz = [BLOSUM62); Descripciones = 50 secuencias;
suerte por = ALTO MARCADOR; Bases de datos = no
redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS
translaciones + proteina Suiza + Spupdate + PIR. Detalles
de estos programas se pueden encontrar en la siguiente
direcci6tn de Internet: http://www. [NCBI.] nhn. [GOV/CGI-

BIN/BLAST. ]
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Alternativamente, la homologla se puede determinar
mediante 1la hibridizacién de poli nucledtidos bajo
condiciones que forman duplex estables entre regiones
homologas, seguida por la digestifén con nucleasa o
nucleasas especificas de hebra simple, y la determinacién
del tamafio de los fragmentos digeridos. Las secuencias de
ADN que son sustancialmente homologas sSe  pueden
ldentificar en un experimento de hibridizacién de
fragmentos que son sustancilalmente homdlogos y se pueden
1dentificar en un experimento de hibraidizacién Southern
bajo, por ejemplo, condiciocnes estringentes como se

definid para el sistema en particular.

Definir las condiciones de hibridizacidédn apropiadas
esta dentro del experto en la técnica. Ver, por ejemplo,
Sambrook et al., supra; clonacién de ADN, supra:;

hibridizacién de acido nucleico, supra.

Por el termino "VARIANTE DEGENERADA” se explica un
peli nucledbtido que contiene cambios en la secuencia de
dcido nucleico de este, que codifica un polipéptido que

tiene la misma secuencia de amine &cidos que el
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polipéptido codificado por el poli nuclebdtido del cual se

deriva la variante degenerada.

Las técnicas para determinar la “similaridad” de la
secuenclia de aminodcides son bien conocidas en la

técnica.

En general, "similaridad"” significa la comparacibdn
exacta de amino &4cido a amino #&cido de dos o mas
polipéptidos en el sitio apropliado, donde los amino
4cidos son idénticos o poseen propiedades quimicas y/o
fisicas similares tales como carga o hidrofobicidad. La
asi llamada "SIMILARIDAD PORCENTUAL” se puede determinar
entre las secuencias de polipéptido comparadas. técnicas
para determinar la identidad de secuencia de A&cido
nucleico y amino Aclido que también son conocidas en el
arte e incluyen determinar la secuencia de nucledtidos
del [MRNA] para aquel gen (usualmente por via de un
intermedio de cADN]) y determinar la secuenclia de amino
4cido codificada por medio de este, y comparar esto con
una segunda secuencia de amino acido. En general, 1la

"identidad"™ se refiere a una correspondencia exacta
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nuclebdtidec a nucledtido o amino acido a amino &acido de
dos poli nucledtidos o secuencias de polipéptido,

respectivamente.

Una reqgién "heterologa™ de una construccibén de AND
es un segmento identificable de AND dentro o unido a otra
molécula de AND que no se encuentra en asocio con la otra
molécula en 1la naturaleza. De esta forma, cuando 1la
regién heterologa que codifica un gen de bacteria, el gen
usualmente sera flanqueado por un ADN que no flanquea el

gen de bacteria en el genoma de la fuente de bacteria.

Otro ejemplo de la secuencia codificadora heterologa
es una construccién donde la secuencia de codificacibdn
misma no se encuentra en la naturaleza (por ejemplo,
secuencias sintéticas que tienen codones diferentes del
gen nativo). Los eventos notacionales de ocurrencia por
variacibn alelica o naturales no generan una regibn

heterologa de ADN, como se utiliza aqui.
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Un "vector"™ es un replicon, tal como un plasmido,
fago, o cosmido, al cual otro segmento de AND se puede
unir con el fin de producir la replicacibdn del segmento
unido. Un vector es capaz de transferir secuencias de gen
a células objetivo (por ejemplo, vectores de plasmado
bacterial, vectores virales, vectores no virales,

portadores particulados, y liposomas).

Tipicamente, el termino "construccién de vector”,
"vector de expresién", "vector de expresidn de gen",
"vector de suministro de gen”", "vector de transferencia
de gen", y "cartucho de expresldn" se refieren todos a un
montaje que es capaz de dirigir la expresién de la
secuencla o gen de interés. asi, los términos incluyen
vehiculos de clonacibn y expresidén, asi como también

vectores virales.

Estos montajes incluyen un promotor que esta
operablemente ligado a las secuencias o genes de interés.
Otros elementos de control pueden estar presentes
también. Los cartuchos de expresidédn descritos aqui pueden

estar contenidos dentro de la construccidn del plasmido.
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Adicionalmente a los componentes del <cartuche de
expresidn, la construccién del plasmido también puede
incluir un origen bacterial de replicacién, uno © mas
marcadores seleccionables, una seflal que le permite a la
construccién del plasmido existir como un ADN de hebra
simple [(E.] [G.], un origen [M13] de replicacibn}, un
sitio de clonaciédn maltiple, y un origen "MARMALIAN" de
replicaciédn (por ejemplo, un SV40 u origen de adenovirus

de replicacibn).

Loa "ELEMENTOS DE CONTROL” del ADN se refieren
colectivamente a los promotores de transcripcibn,
elementos mejoradores de transcripcidn, secuencias de
terminaciédn de transcripcidn, secuenclas de
poliadenilacion (localizadas en 3' hasta el codon de
parada de traduccibdn), secuencias para optimizacidn de la
iniciacién de la translacidébn (localizadas en 5' hasta la
secuencia de codificaciébn), secuencias de terminaciédn de
traduccién, dominios regqulatorios corriente arriba,
sitios de uniétn de ribosomas Yy Ssimllares, que
colectivamente suministran la transcripcidédn y traduccién
de una secuencila codificante en una célula hospedera. Ver

por ejemplo [G.], McCaughan et al. (1995) PNAS USA 92:

Y
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5431-5435; [KOCHETOV] et al (1998} FEBSLetts. 440: 351-
355. No todas las secuencias de contral necesitan siempre
estar presentes en un vector recombinante hasta tanto el

gen deseado sea capaz de ser transcrito y traducido.

"Operablemente ligado" se refiere a una disposicién
de elementos en donde los componentes asi descritos se
configuran con el fin de desarrollar su funcidn usual. De
esta manera, los elementos de control operablemente
ligados a una secuencia de codificacién son capaces de
efectuar la expresién de la secuencia de codificacibdn.
Los elementos de control no necesitan ser contiquos con
la secuencia de codificacién, en tanto ellos funcionen
para dirigir la expresidén de este De esta manera, por
ejemplo, i1intervinliendo secuencias transcritas todavia san
traducir se pueden presentar entre un promotor y 1la
secuencia de codificacién y el promotor puede aun ser
considerado "operablemente ligado" a la secuencia de
codificacibdn. Similarmente, "ELEMENTOS DE CONTROL
COMPATIBLES CON LA EXPRESION EN UN SUJETO” son aquellos
que son capaces de efectuar la expresidn de la secuencia

de codificacidn en ese sujeto.

2.
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Un elemento de control, tal como un promotor,
"dirige la transcripcién” de una secuencla de
codificacidn en una célula cuvando la polimerasa de ARN se
ligara al promotor y se transcribird a la secuencia de
codificacidén en el [MRNA], la cual es entonces traducida
en el polipéptido codificade por la secuencia de

codificacidn.

Una "célula hospedera™ es una célula que se ha
transformado ¢ es capaz de transformacidn, mediante una

molécula de dcido nucleico exédgeno.

Una célula ha sido "TRANSFORMADA” por ADN exbdgeno
cuando tal ADN exégeno se ha introducido dentro de 1la
membrana celular. El1 ADN exdégeno puede estar o no
integrade (covalente mente 1ligado) dentro del ADN
cromosémico confeccionando el genoma de la célula. En
procariotes y levaduras, por ejemplo, el ADN exbégeno se
puede mantener en un elemento episomal, tal como un
plasmido. Con respecto a las células eucaridticas, una

célula establemente transformada es aquella en la cual el



ADN exbgeno se ha i1ntegrado en el cromosoma de tal forma
que este se hereda por las células hijas a través de la
replicacién del cromosocma. Esta estabilidad se demuestra
por la capacidad de la célula eucaribdbtica de establecer
lineas © clones celulares comprendidos de una poblacidn

de células hijas que contienen el ADN exdbgeno.

Como se utiliza aqui, una "muestra biolbgica"™ se
refiere a una muestra de tejido o fluido aislado
proveniente de un sujeto, que 1incluye pero no esta
lamitade a, por ejemplo, sangre, plasma, suero, material
fecal, orina, medula de hueso, bilis, fluido espinal,
fluido linfatico, muestras de piel, secreciones externas
de la pilel, tractos respiratorio, intestinal, Yy
genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células de
sangre, érganos, biopsias y también muestras de
constituyentes de cultivos de células [IN VITRO] que
incluyen pero no estian limitados a medios acondicionados
que resultan del crecimiento de células y tejidos en
medios de cultivo, por ejemplo, células recombinantes, y

componentes de células.
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Como se utiliza aqui, el termino "etiqueta" y
"etiqueta detectable" se refiere a una molécula capaz de
detecc1bédn, que incluye, pero no esta limitado a, isébtopos
radioactavos, elementos fluorescentes, quimo
luminiscentes, enzimas, substratos de enzimas, cofactores
de enzima, 1inhibidores de enzima, croméforos, tintes,
iones metdlicos, soles metdlicos, ligados (por ejemplo,
biotina o haptens) y similares. El1 termino %“ELEMENTO
FLUORESCENTE"” se refiere a una sustancia o a una porcién
de esta que es capaz de exhibir fluorescencia en el rango
detectable. Ejemplos particulares de etiquetas que se
pueden utilizar bajo la invencién incluyen fluorescina,
rodamina, [DANSILIL], umbeliferona, rojo Texas, luminol,

NADPH y [A-8-GALACTOSIDASE. ]

2. MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION.

Antes de describir la presente invencién en detalle, se
debe entender que la invencién no esta limitada a unas
formulaciones particulares o parémetros de proceso como
tales podrian, por supuesto, variar. también se debe

entender que la terminologia utilizada aqui es para el

zo 2
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propdsito de describir modalidades particulares de 1la

invenci6én solamente, y no estin destinadas a limitarla.

Aunque un nmimeroc de métodos y materiales similares o
equivalentes a aquellos descritos aqui se pueden utilizar
en la practica de la presente invenclén, los materiales

preferidos y los métodos se describen aqui.

Una supervisién general.&e la invencidén Central a la;

1

presente 1invencidn es el Eﬁescubrim:.ento 7

de que las
proteinas GapC son capaces de elicitar una respuesta
inmune €en un sﬁjeto vertebrade. Los experimentos
desarrollados en el soporte de la presente invencidédn han
demostrade que la inmunizacidn de un rebafico lechero con
proteina GapC de S. dysgalactiae le confieren proteccién
contra 1nfecciones experimentales de estos organismos, ¥y

adicionalmente, le confieren proteccidén contra infeccién

de S. {UBERIS.]

El GapC se 1ntroduce mediante un nimero de

diferentes especies de estreptococos. Con la excepcidn de
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varias regiones variables localizadas, las secuencias de
amino acido de las proteinas GapC producidas por aquellas
cepas sSon altamente conservadas. Por 1lo tanto, es
deseable construir miltiples proteinas de fusién GapC de
epitopo que comprenden determinantes antigénicos tomados
tanto de regiones altamente conservadas del GapC, como de
regiones Unicas de proteinas de GapC provenlentes de

varlias especies de estreptococos.

Los (experimentos desarrollados como soporte de la

presente invencién han demostrado que, tales proteinas son ,

capaces de elicitar una amplia inmunidad contra una
variledad de infécciones de estreptococos mientras que
suministran la ventaja econdmica adicional de minimizar
el nimero de antigenos presentes en la formulacién final,
y concomitantantemente reducir el costo de produccibdn de

esa formulacién.

Las proteinas de fusién de epitopo miltiple GapC de
la presente invencién se describen mediante la formula
estructural general [{(A) X--(B) Y--(C) Z] que representan

una secuencla de amino acido lineal. B es una secuenclia

zod
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de amino Acido de al menos cinco y no mas de 1,000 amino
&cidos de un determinante antigénico proveniente de la
proteina GapC, v Y es un entero de 2 o mas. A y C son
cada uno diferentes de B, asi como también son diferentes
uno del otro y son independientemente una secuencia de
aminodcido de un determinante antigénico que contiene al
menos c¢inco Yy ho mas de 1,000 amino 4cidos no
inmediatamente adyacentes a B en naturaleza. X y Z son
cada uno 1independientemente un entero de 0 o mAs, en

donde al menos uno de X vy Z es 1 o mas.

Tipicamente, A, B, y C son determinantes antigénicos
de las proteinas GapC de una o mas especles de bacterias.
EN una modalidad preferida, A, B, y C son secuencias de
amino 4acido que comprenden uno o© mas determinantes
antsequences comprising one or more antigenic
determinants from the GapC protein of one or more of the
following species of streptococcus [:] [8. DYSGALACTIAE ;
8. AGALACTIAE] ; S. [UBERI8] ; [8.] parauberis, y S.

iniae.
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A este respecto, 1las figures 9 hasta 13 muestran
graficas de lo sigulente para proteinas GapC de
estreptococos empleadas en la presente invencidn:
hidropatia [KYTE-DOOLITTLE], promediada sobre una ventana
de 7; probabilidad de superficie de acuerdo con Emini;
flexibilldad de cadena de acuerdo con Karplus- Schulz;
indice de antigenicidad de acuerdo con ([JAMESON-WOLF]}:
estructura secundaria de acuerdo con [GARNIER-OSGUTHORPE-
ROBSON]; estructura secundaria de acuerdo con [CHOU-
FASMAN]; vy sitios de glicosilacion predichos. Las figuras
15 hasta 19 muestran graficas de estructura secundaria de
acuerdo con Chou- Fasman para las proteinas anteriormente
mencionadas. Un experto en la técnica podria facilmente
utilizar la informacié4n presentada en las figuras 9 hasta
13 y 15 a 19 en vista de las enseflanzas de la presente
especificaclén para identificar genes antigénicos que se
pueden emplear en construccidé4n de proteina quimérica de

la presente invencidn.

Mas preferiblemente, A, B, [Y/0] C incluye uno o mas
regiones variables de las proteinas GapC provenientes de
més de una especie de estreptococo. A este respecto, las

figuras BA-8C muestran un alineamiento de secuencia de
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amino 4&cido que 1lustra reqgiones de homologia ¥y
variabilidad que existe entre la proteina GapC de [5.]

[DYSGALACTIAE, 8. AGALACTIAE, 8. UBERIS, S. PARAUBERIS, Y

8. INIAE.)

Las secuencias de amino Aacido para la proteina GapC
de S. [PYOGENES] [Y S. EQUISIMILIS, 8. PYOGENES] también
estan incluidas. En particular, varias regiones varlables
estédn localizadas en las posiciones de amino &cido 62 a

Bl; 102 a 112; 165 a 172; 248 a 271; y 286 a 305.

La proteilna de fusién de epitopo miltiple de 1la
presente invencién también puede 1i1inclulr secuenclas
espacladoras interpuestas entre A, B, y/o C. Las
secuenclias espaciadoras son tipicamente secuencia de
amino acido que van desde 1 a 1,000 amino &cidos, pueden
ser 1guales o diferentes a A, B, o C, y pueden ser

iguales o diferentes como una a la otra.

La presente invencién también puede incluir una

secuencia de sefial [Y/0] una secuencia de transmembrana.

207
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Ejemplos de secuencias de seflal adecuadas 1incluyen
secuencias de sefial de E. coli LipoF, y secuencia de
sefial OmpF. Ejemplos de secuencias de transmembrana

adecuada se incluyen aquellas asociadas con LipoF y OmpF.

Una modalidad especialmente preferida de la presente,

invent1én es la proteina de fusién de epitopo miltiple)

Gap4. Lal

secuencia de amino acido de Gap4 (SEQ ID th);:
22), una proteina de fusién GapC de epitopo miltiple
representativo, se muestra en la figura GA—(SCi como en la
secuencia de poli fucledétidos que la codifica (SEQ ID NO.
2l1). E1l Gapd4 es una proteina quimérica de 47.905 kDa
[44B] amino Acldos. Los residuos 1 a 27 son i1idénticos a
los residuos de amino dcido 1 a 27 de la secuencia de
sefial de [E.] cola LipoF. Los residuos 28 a 123 son
1dénticos a los residucos 1 a 96 ode la proteina S.
dysgalactiae GapC. Los residuos 124 (leucina} y 125
(Acido glutdmico) son aminodcidos espaciadores. Ellos
estdn sequidos por residuos 126 a 165, que son 1idénticos
a los residuos 56 a 95 de S. parauberis asi como también

a los mismos residuos de B. UBERIS. Los residuos 166

{1soleucina) es un aminoacido espaciador.
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Los residuos 167 a 208 son 1dénticos a los residuos

55 a 96 de la proteina GapC de 8. AGALACTIAE].

Los residuos 209 (treonina) y 210 (serina) son amino
dcidos espacladores. los residuos 211 a 448 son idénticos
a los residuos 99 a 336 de la proteina GapC de S

dysgalactiae.

Como se expreso, el Gap4 tiene un residuo de
cisteina presente en el extremo amino terminal de la
proteina madura. La secuencia de sefial LipoF y el residuo
de cisteina estidn presentes para asegurar que la molécula
quimérica este eficientemente secretada de la célula
huésped bacterial y se llegue a unir a la membrana de la
célula huésped por via de la porcién lipida. La proteina
tambi1én se puede extraer de la superficie celular por via
de una solubilizacion diferencial con un detergente tal
como Sarkosilo o [TRITONX-100&COMMAT]; (ver ejemplo 5

infra).
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Las proteinas quiméricas GapC de la presente
invencidén de fragmentos antigénicos de este pueden ser
suministradas en composiclones de subunidad de vacuna.
Ademids del uso en composiciones de vacuna, en las
proteinas o anticuerpos a estos se pueden utilizar como
reactivos de diagnostico para detectar la presencia de
infeccién en un sujeto vertebrado. Similarmente, 1los
genes que codifican las proteinas se pueden clonar y
utilizar para designar sondas para detectar un gen
homologo asilado en otra cepas bacteriales. Por ejemplo,
fragmentos que comprenden al menos aproximadamente 15-20
nuclebtidos, mas preferiblemente al menos aproximadamente
20-50 nucledétidos, y mas preferiblemente aproximadamente
60-100 nucledtidos, o cualquier entero entre estos

valores, encontrara uso en estas modalidades.

Las composiciones de vacuna de la presente invencidn
se pueden utilizar para tratar o evitar una amplia
variedad de infecciones bacteriales en sujetos
vertebrados. Por ejemplo, las composiciones de vacuna
incluyen proteinas de fusién de epitopo miltiple GapC que
comprenden determinantes antigénicos de S. [DYSGALACTIAE,

S. UBERIS, S. PARAUBERIS, 8. INIAE,] y/o estreptococos

(o
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(GBS) del grupo B tales como S. agalactiae, se pueden
utilizar para tratar infecciones de estreptococos en
sujetos vertebrados que son causadas por estas u otras
especies. En particular, S. [UBERIS Y 8, AGALACTIAE] son
patégenos bacteriancs comunes asocliados con mastitis en
bovinos, equinos, ovinos Y especies de cabras.
Adicionalmente, los estreptococos del grupo B tales como
S. agalactiae, son conocidos por causar numerosas otras
infecciones en vertebrados, incluyendo septicemia,
meningitis, bacteremla, 1i1impetigo, artritis, infecciones

del tracto urinario, abscesos, aborto esponténeo etc.

De esta manera, las composiciones de vacuna que
contienen proteinas GapC encontraran uso en el
tratamiento y/o prevencidén de una amplia variedad de

infecciones de estreptococo.

Similarmente, las proteinas de fusién del epitopo
miltiple GapC que comprenden determinantes antigénicos
derivados de otros géneros bacteriales tales como
estafilococos, Microbacterium, Esqueriquia, Pseudomonas,

Nocardia, Pasteurella, Clostridium y Micoplasma

v. A4



75

encontraran uso para el tratamiento de infecciones
bacteriales causadas por especies que pertenecen a estoa
géneros. Asi, es facilmente evidente que las proteinas
GapC quiméricas se pueden utilizar para tratar y/o evitar
una amplia variedad de infecciones bacteriales en

numerosas egpecles.

Las proteinas de fusién del epitopo miltiple GapC de
la presente invencidén se pueden utilizar en composiciones
de vacuna bien sea solas © en combinaciédn con otras
bacterias, hongos, antigencs virales o protozoarios.
Estos otros antigenos se pueden suministrar separadamente
o aun como proteinas de fusién que comprenden la proteina
quinérica GapC fusionada a uno o mas de setos antigenos.
Por ejemplo, otras proteinas inmunogenicas provenientes
de S. uberis, tales como el factor CAMP, cépsula de acido
hialuronico, hialuronidasa, proteina samilar a R ¥y
activador de plasminogeno, se pueden administrar con la
proteina GapC quimérica. Adicionalmente, las proteinas
inmunogenicas provenientes de otros organismos
involucrados en mastitis, tales como del  genero
Estafilococo, Corinebacterium, Pseudomonas, Nocardia,

Clostridium, Microbacterium, Micoplasma, Pasteurella,

2/
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Prototeca, otros estreptococos, bacterias coliformes, asi
como también levaduras, se pueden administrar junto con
las proteinas de fusién GapC descritas aqui para
proporcionar un amplio espectro de proteccidén. Asi, por
ejemplo, las proteinas 1nmunogenicas provenientes de
estafilococos aureus, [STR.] agalactiae, [BTR.]
dysgalactirae, [SBTR. ] zooepldemicus, Corinebacterium
[PYOGENES, PSEUDOMONAS AERUGINOSA, NOCARDIA ABTEROIDES,
CLOSTRIDIUM] [PERFRINGENS, ESCHERICHIA COLI, ENTEROBACTER
AEROGENES] y Klebsiella spp. Se pueden suministrar junto
con las proteinas de unién de plasmin GapC de la presente

invencién.

Produccién de proteinas de fusion de epitopo
multiple GapC. Las proteinas quiméricas anteriormente
descritas y los fragmentos activos y andlogos derivados
de la misma, se pueden producir mediante métodos
recombinantes como se describe aqui. Estos productos
recombinantes pueden tomar la forma de unas secuencias de
proteina parcial, secuencias de longitud completa, formas
precursoras que 1incluyen secuencias de sefial, o formas

maduras sin sefiales.
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Las secuencias de ADN de proteina de unién de
plasmin GapC utilizadas para construir las proteinas
quiméricas de la presente Jinvencién se pueden aislar
mediante una variedad de métodos conocidos por aquellos
expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, Sambrook et
al., supra. Métodos para aislar, clonar y secuenciar las
secuencias de gen que codifica 1la proteina GapC
proveniente de S. dysgalactiae, §S. [AGALACTIAE, 8.
UBERIS, S8.] [PARAUBERIS, Y 8. INIAE] se detallan en el

ejemplo 1,2 y 3, 1infra.

Después de aislar ¥y clonar las secuencias de
proteina GapC deseadas, las secuencias de poli nucledtido
que codifican las proteinas quiméricas se construyen
utilizando técnicas recombinantes estandar que 21incluyen
amplificacidn PCR, digestiédn de endonucleasa de
restriccién y ligacién. Ver, por ejemplo, Sambrook et
al., supra. métodos para construccidén de Gap4, una
modalidad especialmente preferida de la presente

invencibn, se detalla en el ejemplo 4, [INJ2RA.)
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Alternativamente, las secuencias de ADN que
codifican las proteinas de interés se pueden preparar
sintéticamente en lugar de clonarlas. Las secuencias de
ADN se pueden disefiar con los codones apropliados para la
secuencia de amino acido particular. En general, uno
seleccionara los codones preferidos para los huéspedes
destinados y las secuencias se utilizan para expresidn.
La secuencia completa se ensambla de polinucleotidos
traslapados preparados mediante métodos esténdar y
ensamblados en una secuencia de codificacidn completa.
Ver, por ejemplo, Edge (1981) Nature 292: 756; [NAMBAIR]
et al. (1984) Sci- ence 223: [1299 ;] Jay et al. (1984)

[J ; BIOL. CHEM.] 253%: 6311.

Una vez las secuenclas de codificacién se han
preparado para las proteinas deseadas, ellas se pueden
clonar en cualquier vector o replicon adecuado. Numerosos
vectores de clonacién son conocldos por aquellos expertos
en la técnica, y la seleccién de un vector de clonaciédn
aproplado es materia de escogenclia. Ejemplos de vectores
de ADN recombinantes para clonacién de células hospederas
que ellas pueden transformar incluyen el bacteribéfaqgo [K]

(E. coli), pBR322 (E. coli}, pACYC177 (E. coli), pKT230

z2{>
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(bacteria gram-negativa), [PGV1 106] (bacteria gram-
negativa), (PLAFRL] (bacteria gram-negativ}, pME290
(bacteria gram-negativa no-E. coli), pHV14 (E. coli ¥y
Bacillus subtilais), pPBD9 (Bacillus), plJdé6l
[ (STREPTOMYCES) , PUC6 (STREPTOMYCES) , YIPS
(SACCHAROMYCES) , YCPL9 (NACCHAROMYCES)] y virus papilloma
de bovino (células mamarias). Ver, Sambrook et [AL.,]

supra; DNA Cloning, supra; B. Perbal, supra.

El gen puede ser ubicado bajo el control de un
promotor, s8itio de wunién de ribosoma (para expresién
bacterial) y, opcionalmente, un operador (colectivamente
denominade aqui como elementos de “control”), de tal
forma que la secuencia de ADN que codifica la proteina
deseada se transcribe en el ARN en la célula hospedera
transformada mediante un vector que contiene esta
construccidén de expresibn. La secuencia de codificaciédn
puede © no puede contener un péptido de seflal o una
secuencla libre. S1 una secuencia de seflal se incluye,
esta puede ser la nativa, secuencia homologa, © secuencia
heterologa. Por ejemplo, la secuenclia de sefial LipoF se
agrega a la regidn amino terminal de la proteina

quimérica Gap4 para permitir la secrecién de la proteina

2/
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después de la expresion. Ver ejemplos 4E y 5, infra. Las
secuencias lider se pueden remover por el huésped en un
procesamiento [POST-TRANSDUCCIONAL]. Ver, por ejemplo,

Patente U. S. Nos. 4,431,739; 4,425,437; 4,338,397,

Otras secuencias regulatorias gque permiten la
regulacién de la expresibébn de las secuencias de proteina
relativas al crecimiento de la célula huésped también
pueden ser deseables. Las secuencias regulatorias son
conocidas por aquellos expertos en la técnica, e incluyen
ejemplos los cuales causan la expresién de un gen a ser
prendido o apagado en respuesta a un estimulo quimico o
fisico, que 1ncluye 1la presencia de un compuesto
regqulatorio. Otros tipos de elementos requlatorios
también pueden estar presentes en el vector, por ejemplo,

secuenclias mejoradoras.

Las secuencias de control y otras Ssecuencias
regulatorias se pueden ligar a la secuencia de
codificacidn antes de la insercién en un vector, tal como

los vectores de clonacidén descritos anteriormente.
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Alternativamente, la secuencia de codificacién se
puede clonar directamente en un vector de expresién que
ya contiene las secuencias de control y un saitic de

restriccidédn apropiado.

En algunos casos puede ser necesario modificar la
secuencia de codificacién de tal forma que esta se pueda
unir a las secuencias de control con la orientacibdn
apropliada; es declr para mantener la estructura de
lectura adecuada. Esto puede ser deseable para producir
mutantes o andlogos de la proteina de unién plasmin GapC.
Los mutantes o andlogos se pueden preparar mediante la
supresidén de una porcidtn de la secuencia que codifica 1la
proteina, mediante la 1insercién de una secuencia, y/o
mediante la sustitucién de uno o mas nucledtidos dentro
de la secuencia. Las técnicas para modificar las
secuenclas de nucledtidos, tales como la mutagenesis
dirigida de sitio, se describen en, por ejemplo, Sambrook
et al., supra; DNA Cloning, supra; Nucleic Acid

Hybridization, supra.

2{¥



82

El vector de expresién se utiliza entonces para
transformar una célula huésped apropiada. Un numero de
lineas celulares de mamiferos son conocidas en la técnica
e 1ncluyen lineas de células inmortalizadas disponibles
de la American Type Culture Collection (ATCC), tal como,
pero no limitado a, células de ovario de héamster Chino
(CHO}, células Hela, células de rifién de hémster bebe
(BHK), células de riiibn de mono (COS), células de
carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2),
células de riitén de bovino Madin-Darby ("MDBK"), asi como
también otros. Similarmente, los huéspedes bacteriales
tales como E. c¢o0li, Bacillus subtilis, y Estreptococo
[8PP.], encontraran uso con las presentes construcciones
de expresién. Los huéspedes de levadura f1wtiles en la
presente 1invencién 1incluyen [INTER ALIA, SACCHAROMYCES
CEREVISIAE, CANDIDA ALBICANS, CANDIDA MALTOSA,] [<BR>
<BR> HAHSENULA POLYYNOPHA, KLUYVEROMYCES FRAGILIS,
KLUYVEROMYCES LACTIS, PICHIA GUILLERIMONDII,] Pichia
[PASTORIS, SCHIZOSACCHAROYNYCES POMBRE] y [YARROWIA]
[LIPOLYTICA. INSECT] las células de insecto para uso con
vectores de expresidén de béculc virus incluyen, [INTER
ALIA, AEDES AEGYPTI, AUTOGRAPHA CALIFORNICA,] Bombyx
[MORI, DROBOPHILA MELANOGASTER, SPODOPTERAFRUGIPERDA,] y

Trichoplusia ni.

28
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Dependiendo del sistema de expresién y el huésped
seleccionado, las protelnas de la presente invencibén se
producen mediante células huésped de cultivo
transformadas mediante un vector de expresién descrito
anteriormente bajo condiciones por medio de las cuales la
proteina de 1nterés se expresa. La proteina es entonces
aislada de las células huésped y purificada. Si1 el
sistema de expresidn secreta la proteina en un medio de
crecimiento, la proteina se puede purificar directamente
del medio. S1 la proteina no se secreta, esta se aisla de
los lisados de célula. La seleccién de las condiciones de
crecimiento apropiadas y los métodos de recuperaciédn son

conocidos por los expertos en la técnica.

Las proteinas de la presente invencidn también se
pueden producir mediante sintesis quimica tal como
sintesis de péptido de fase sélida, utilizandc secuencias
de amino acido conocidas o secuencias de amino Acido
derivadas de las secuencias de AND de los genes de
interés. Tales métodos son conocidos por aquellos

expertos en la técnica. Ver peor ejemplo, J. M. Stewart y

Zeeo
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J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd Ed.,
Pierce Chemical Co., [ROCKFORD,] IL (1984) y G. Barany Yy
R. B. Merrifield, The Peptides: Analysis, Synthesis,
Bioclogy, editors E. Gross y J. Meilenhofer, Vol. 2,
Academic Press, New York, (1980), pp. 3-254, para

técnicas de sintesis de péptido de fase sélida; y M

[BODANSKY, PINCIPLES OFPEPTIDE SYNTHESIS,] Springer-

Verlag, Berlin [(1984)] y E. Gross y J.

Meienhofer, Eds., The Peptides* Analisis, sintesas,
Biology, supra, Vol. 1, para sintesis de solucidn
cldsica. La sintesis quimica de los péptidos puede ser
preferible si1 un fragmento pequefilo de antigenos en
cuestidén es capaz de elevar una respuesta inmunolégica en

el sujeto de interés.

Las proteinas de unién de plasmin GapC quimérico de
la presente 1invencibén, o sus fragmentos, se pueden
utilizar para producair anticuerpes, tantc policlconales y

monoclonales. S1 los anticuerpos policlonal se desean, se

zz2/(
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inmuniza un mamifero seleccionado, (por ejemplo, ratdn,
conejo, cabra, caballo, etc.}) con un antigeno de 1la
presente invencién, o su fragmento, o un antigenoc mutado.
El suero del animal inmunizado se’ recolecta y se trata de
acuerdo con procedimientos conocidos. Ver, por ejemplo,

Jurgens et al. (1985} [J.]

Chrom. 348: 363-370. S1 el suero que contiene los
anticuerpos policlonales se utiliza, los anticuerpos
policlonales se pueden purificar mediante cromatografia,

de inmunoafinidad, utilizando procedimientos conocidos.

Los anticuerpos monoclonales a loas proteinas de
unién de plasmin GapC quimérico y a los fragmentos de
este, también pueden ser facilmente producidas por un
experto en la técnica. La metodologia general para 1la
elaboracidén de anticuerpos monoclonales al utilizar

tecnologia de hibrido mis bien conocida.

Las 1lineas <celulares dque producen anticuerpeos

inmortales se pueden crear mediante fusidén celular, y
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también mediante otras té&cnicas tales como transformacién
directa de linfocitos B con ADN oncogénico o transfeccion
con virus Epstein-Barr. Ver, por ejemplo, M. Schreier et
al., Hybridoma Techniques (1980); Hammering et [AL.,
MONOCLONAL ANTIBODIES Y LA-CELL HYBERIDOMAS (1581)]
[KENNETT] et al., Monoclonal Antibodies (1980); ver
también de Patente U. S. Nos. 4,341,761; 4,399,121;
4,427,783; 4,444,887; 4,452,570; 4,466,917;
4,472,500,4,491, 632; Yy 4,493,890. Los paneles de
anticuerpos monoclonales producirdos contra las proteinas
de unién de plasmin GapC quimérico, o fragmentos de este,
se pueden tamizar para varias propiledades; es decir, para
isbtopo, epitopo, afinaidad, etc. Los anticuerpos
Monoclonales son 1ttiles en la purificacién, utilizando
técnicas de inmunoafinidad, de los antigenos individuales
estan dirigidos contra anticuerpos tanto policlonales
como monoclonales que también se pueden utilizar para
inmunizacidn pasiva o] se pueden combinar con
preparaciones de subunidad de vacuna para mejorar la
respuesta inmune. Los anticuerpos Policlonales Yy
monoclonales también son (tiles para propdsitos de

diagnostico.
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Las formulaciones de vacuna y la administracidédn de
proteinas de fusiébn de epitopo miltiple GapC de 1la
presente i1nvencidén se pueden formular en composiciones de
vacuna, bien sea o en combinaciébn con otros antigenos,
para uso en sujetos de inmunizacién como se describe
adelante. Los métodos de preparacidn de tales
formulaciones se descraiben en, por ejemplo,
[REMINGTON&APOS ; 8 PHARMACEUTICAL SCIENCES, ] Mack
Publishing Company, Easton, Pennsylvania, 1B Edition,
1990. Tipicamente, las vacunas de la presente invencidén
se preparan como inyectable, bien sSea como soluciones
liquidas o suspensiones. Las formas sé6lidas adecuadas
para la solucidén o la suspensidédn en vehiculos liquidos
antes de la 1i1nyeccién se pueden también prepara. La
preparacidén también puede ser emulsificada o encapsulado
el 1ngrediente activo en vehiculos. El1l 1ingrediente
inmunogenico activo se mezcla dgeneralmente con un
vehiculo compatible farmaceuticamente, tal como, por
ejemplo, agua, solucibn salina, dextrosa, glicerol,
etanocl, o similar y comblnaciones de estos. Ademis, si se
desea, el vehiculo puede contener cantidades menores de
sustanclas auxiliares tales como agentes de humectacidn o

emulsificacién y agentes de amortiguado de pH.
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Los adyuvantes que mejoran la efectividad de 1la
vacuna también se pueden agregar a la formulacibén. Los
adyuvantes pueden 1ncluar por eJemplo, dipéptidos
[MURAMYL], avridina, hidréxido de aluminio, bromuro de
dimetildioctadecil amonio (DDA}, aceites, emulsiones de
aceite en agqua, saponlnas, [CITOKINAS, ] y otras

sustancias conocidas en el arte.

La proteina de unién de plasmin GapC quimérico se
puede unir a un portador con el fin de incrementar la
inmunogenicidad de este. Los portadores adecuados
incluyen macromoléculas grandes lentamente metabolizadas
tales como proteinas, que 1incluyen serum alblminas,
hemocianina de lapa hueco de cerradura, moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulana, ovalbumina, y otras
proteinas bien conocidas por aquellos expertos en la
técnica; polisacdridos, tales como sefarose, agarosa,
celulosa, glébulos de <celulosa Yy saimllares; los
aminoécidos poliméricos tales como Acado
polpeoliglutamico, polilisina, y similares; copolimeros de

amino acido; y particulas inactivas de virus.
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Las proteinas de unién de plasmin GapC quimérico se
pueden utilizar en su forma nativa o sus contenidos de
contenidos de grupo funcional se pueden modificar
mediante, por ejemplo, las succinilacion de residuos de
lisina © la reaccidbn con Cys-tiolactona. Un grupo
[BULFOIDRILO] también se podria incorporar dentro del
portador (o antigenc) mediante, por ejemplo, la reaccidn
de unas funciones amino con 2-iminotiolano o ester de N-
hidroxisuccinimida de 3- (4-ditiopiridil propionate. Los
portadores adecuados también pueden ser modificados para
incorporar brazos espacladores {(tales como hexametilena
diamina u otras moléculas bifuncionales de tamafio

similar) para unién de los péptidos.

Otros portadores adecuados para las proteinas de
unién de plasmin GapC quimérico de la presente invencidn
incluyen polipéptidos VP6 de rotavirus, o fragmentos
funcionales de estos, como se describe en la Patente U.
S. No. 5, 071,651. También es Gtil un producto de fusidn
de una proteina viral y proteinas quiméricas sujeto

hechas mediante métodos descritos en la Patente U. S. No.
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4, 722,840. BAun otros portadores adecuados incluyen
células, tales como linfocitos, en razbn a que la
presentacién en esta forma replica el modo natural de
presentacidn en el sujete, lo cual eleva el estado
inmunizado. Alternativamente, las proteinas de 1la
presente 1nvencién se pueden acoplar a eritrocitos,
preferiblemente los eritrocitos del propio sujeto. Los
métodos de acoplamiento de péptidos a proteinas o células

son conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Adicionalmente, las protelnas de unién de plasmin
GapC quimérico (o0 complejos de estos) se pueden formular
en unas composiciones de vacuna bien sea en formas
neutras o de sales. Las sales farmaceuticamente
aceptables 1incluyen las sales de adicidén &cida (formadas
con los grupos amino de los polipéptidos activos) y que
se forman con acidos 1norganicos tales como, por ejemplo,
dacidos clorhidrico y fosfbrico, o acidos organicos tales
como acético, oxdlico, tartarico, mandelico, y similares.
Las sales formadas de grupos carboxilos libres también se
pueden derivar de bases 1norgadnicas tales como, por
ejemplo, sodio, potasio, amonio, calclo, © hildréxidos

férricos, y tales bases orgdnicas como 1sopropllamina,
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trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, y

similares.

Las formulaciones de vacuna contendridn una “cantidad
terapéuticamente efectiva” de un 1ngrediente activo, que
es, una cantidad capaz de elicitar una respuesta inmune
en un sujeto al cual la compesicidédn se administra. En el
tratamiento y prevencibédn de mastitis, por ejemplo, una
"cantidad terapéuticamente efectiva”™ seria
preferiblemente una cantidad que mejora la resistencia de
la gliandula mamaria a nueva 1infeccidédn y/o reduce 1la
severidad clinica de la enfermedad. Tal proteccifén se
demostrara bien sea mediante reduccién o falta de
sintomas normalmente mostrados por un huésped infectado,
una recuperaciédn rapida de tiempo y/o conteo de células
somaticas disminuidas en la leche del cuarto infectado.
Por ejemplo, la capacidad de la composicién para retener
o llevar el conteo de células somdticas (SCC) en la leche
por debajo de aproximadamente 500,000 células por ml, el
valor umbral establecido por 1la International Dairy
Federation, por encima de lo cual los animales son
considerados con mastitis clinica, serd indicativo de un

efecto terapéutico.
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L.a exacta cantidad se determina facilmente por un

experto en la técnica utilizando ensayos estéandar.

La concentracién de proteina de unién de plasmin
GapC quimérico variara tipicamente desde aproximadamente
[1%] a aproximadamente 95% de (w/w) de la composiciédn o
aun mayor ©O menor Sl es apropiado. Con las presentes
formulaciones de vacuna 5 a 500 [LLG] de 1ingrediente
activo por ml de solucién inyectada deberidn ser adecuados
para elevar una respuesta 1nmunolbdgica cuando una dosis

de 1 a 3 ml por anlmal se administra.

Para inmunizar un sujeto, la vacuna se administra
generalmente de manera parenteral, usualmente mediante
inyeccidén intra muscular. Otros modos de adminaistracién,
sin embargo, tales como el subcutéaneo, intraperitoneal e
inyeccidén intravenosa también son aceptables. La cantidad
a ser administrada depende del animal a ser tratado, la
capacidad del sistema inmune del animal a sintetizar
anticuerpos, el grado de protecci6tn deseado. Las dosis

efectivas pueden ser facilmente establecidas por un
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experto en la técnica a través de ensayos de rutina que
establecen las curvas de respuesta de dosis. El sujeto se
inmuniza mediante la administracién de la vacuna en al
menos una dosis, y preferiblemente dos dosis, Mas aun, al
animal le pueden ser administradas tantas dosis como
requiera para mantener un estado de 1inmuni9dad a 1la

infeccién.

Las formulaciones de vacuna adicionales gque son
adecuadas para otros modos de administraciédn incluyen
supositorios y, en algunos casos, formulaciones de
aerosol, intranasales, u orales, y formulaciones de
liberacib6n sostenida. Para los supositorios, la
composiciédn vehiculo incluird ligadores tradicionales y
portadores, tales como, polialcalino glicoles, o
[TRIGLYCERIDOS]. Tale supositorios se pueden formar de
mezclas que contienen el ingrediente activo en el rango
de aproximadamente 5% a aproximadamente 10% (w/w),
preferiblemente aproximadamente 1% a 2%. Los vehiculos
orales incluyen tales exciplentes normalmente empleados
como, por ejemplo, grados farmacéuticos de mannitol,
lactosa, almidén, estearato de magnesio, celulosa de

sacarina de sodio, carbonato de magnesio, y similar.

23>



Estas composiciones de vacuna oral se pueden tomar en la
forma de soluciones, suspensiones, tabletas, pildoras,
cipsulas, formulaciones de liberacién sostenida o polvos,
y contiene desde aproximadamente 10% a aproximadamente
95% del ingrediente activo, preferiblemente

aproximadamente 25% a aproximadamente 70%.

Las formulaciones intranasales usualmente incluiréan
vehiculos que n1 causan irritacién a la mucosa nasal n1
perturban significativamente 1la funcidn ciliar. Los
diluyentes tales como el agua, la solucién salina acuosa
u otras sustancias conocidas se pueden emplear con la
invencidén objeto. Las formulaciones nasales también
pueden contener preservativos tales como, pero no
limitados a, clorocbutanol y cloruro de benzalkonio. Un
tenso activo puede estar presente para mejorar la

absorci6n de las proteinas objeto mediante mucosa nasal.

Las formulaciones de liberacibén controlada o
sostenida son hechas al incorporar 1la proteina en
portadores © vehiculos tales como liposomas, polimeros

impermeables no reabsorvibles tales como copolimeros de
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etilenovinil acetato y copolimeros [HYTREL (D], polimeros
hinchable tales Ccomo hidrogeles, o polimeros
reabsorvibles tales como coldgeno y ciertos poliacidos o
poliesteres como aquellos utilizados para hacer suturas
reabsorvibles. Las proteinas de unidén de plasmin GapC
quimérico también se pueden suministrar utilizando mina

bombas 1mplantadas, bien conocidas en la técnica.

Las proteinas de unién de plasmin GapC quimérico de
la presente invencidn se pueden administrar por via de un
virus portador que exprese el mismo. Los virus portadores
que encontraran uso con la presente 1invenciédn incluyen
perc no estadn limltados a vaccinia y otros pox wvirus,
adenovirus, y virus herpes. Por via de ejemplo, los virus
vaccinia recombinantes que expresan las proteinas
novedosas se pueden construir como sigue. E1 ADN dque
codifica la proteina particular se inserta primeroc en un
vector apropiado de tal forma que este es adyacente al
promotor de vaccinia y las secuenclas de ADN de vaccinia
flangqueantes, tales como la secuencia gque codifica la
timidina quinaza (TK). Este vector es entonces utilizado
para transfectar células que son simultineamente

infectadas con vaccinia. La recombinacién homologa sirve
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para insertar el promotor de vaccinia mas un gen dque
codifica la proteina del caso en el genoma viral. El1
[TKRECOMBINANT] resultante se puede seleccionar mediante
cultivos de células en la presencia de S5-
bromodeoxiuridina y recolectar placas virales resistentes

a esta.

Una ruta alternativa de administraciédn involucra
terapia de gen o inmunizacidn de acido nucleico. Asi, las
secuencias de nucledétidos (y los elementos regulatorios
que la acompafian) que codifican las proteinas de unidén de
plasmin GapC quimérico objetivo se pueden administrar
directamente a un sujeto para la traduccién i1n vivo de
estas. Alternativamente, la transferencia del gen se
puede lograr al transfectar las células o tejidos de los
sujetos ex vivo y reintroducir el material transformado
en el huésped. E1 ADN se puede introducir directamente en
el organismo huésped, es decir, mediante inyecciédn (ver
Solicitud Internacional No. WO/90/11092; y Wolf et al.
(1990) Science [247]: 1465-1468B). La transferencia del
gen mediado por liposoma también se puede lograr
utilizando métodos  conocados. Vre, por ejemplo,

{HAZINSLD] et al. (18991) Am. [J.]
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[RESPIR.] Cell Mol. Biol. 4: 206-209; Brigham et al.
{1989) Am. [J MED. SCI.] 298: [278-281;] Canonico et al.
(1991) Clain. Res. 39: 219A; [Y NABEL] et al. (1990)

Science 249: [1285-1288.]

Los agentes objetivo tales como los anticuerpos
dirigidos contra los antigenos de superficie expresados
sobre tipos de células especificas, se Dpueden conjugar
covalentemente a la superficie liposomal de tal forma dque
el 4&cido nuclelco se pueda suministrar a tejidos

especificos y células susceptibles de infeccibn.

Los ensayos de diagnostico como se explico
anteriormente, las proteinas de unién de plasmin GapC
quimérico de la presente 1invencidn se pueden utilizar
Como diagnésticos para detectar la presencia de
anticuerpos reactivos de estreptococos, por ejemplo, S.
dysgalactiae, en una muestra biolbégica con el fin de
determinar la presencia de 1infeccidn de estreptococos.
Por ejemplo, la presencia de anticuerpos reactivos con

proteinas de unién de plasmin GapC quimérico se puede
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detectar utilizando técnicas de electrofbéresis e 1inmuno
diagnostico estandar, que incluyen inmuno ensayos tales
como competicidn, reaccibdbn directa, o ensayos tipo
sandwich. Tale ensayos incluyen, pero no estédn limitados
a, Western blots; ensayos de aglutinacibdn; etiquetados de
enzima e 1nmuno ensayos mediados, tales como ([ELISAS];
ensayos tipo biotina/avidina; radio lnmunoensayos;
[IMMUNOELECTROFORESIS]; [IMMUNOPRECIPITACION,] etc. Las
reacciones generalmente incluyen etiquetas revelantes
tales como etiquetas fluorescentes, gquimoluminescentes,
radicactivas, enzimaticas o moléculas de tintes, u otro
métodos para detectar la formacié4n de un complejo entre
el antigeno y el anticuerpo o 1los anticuerpos que

reaccionan con este.

Los ensayos anteriormente mencionados generalmente
involucran la separacién de anticuerpo no ligado en una
fase liquida de un soporte de base sé6lida al cual los
complejos de antigeno—anticuerpo se unen. Los soportes
s6lidos que se pueden utilizar en la practica de la
invencidn incluyen sustratos tales como nitrocelulosa
(por ejemplo, en membrana o forma de pozo

microtitulador); polivinilcloruro (por ejemplo, laminas o
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pozos microtituladores); latex de polistireno (por
ejemplo, glébulos o platos microtituladores); fluoruro de
pelivinilideno, papel diazotizado; membranas de nylon;
glébulos activados, glébulos con respuesta magnética y

simllares.

Tipicamente, un soporte s6lido reaccloha primero con
un componente de fase sélida (por ejemplo, uno o mas
proteinas de unién de plasmin GapC gquimérico) bajo
condiciones de unibén adecuadas tales que el componente
sea suficientemente inmovilizado para el soporte. Algunas
veces, la inmovilizacidédn del antigeno para el soporte se
puede mejorar al acoplar primero el antigeno a una
proteina con propiedades de unidén mejores. Las proteinas
de acoplamlento adecuadas 1incluyen, pero no estan
limitadas a macromoléculas tales como serum albiminas que
incluyen serum albdimina de bovino (BSA), hemocianina de
linfa (o} kevhole, moléculas de inmunoglobulina,
tiroglobulina, ovalbumina, y otras proteinas bien
conocidas por aquellos expertos en la técnica. Otras
moléculas que se pueden utilizar para unir los antigenos
al soporte incluyen polisacéridos, &acidos polilacticos,

acidos poliglicolicos, amino acidos poliméricos,
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copolimeros de amino &cido, y similares. Tales moléculas
y métodos de acoplamiento de estas moléculas a los
antigenos, son bien conocidos por aquellos expertos en la

técnica. Ver, por ejemplo, Brinkley, M. A,

Bioconjugate Chem. (1992) 3: 2-13; Hashida et al.,
[J; APPL. BIOCHEM.] (1984) 6: [56-63]:; y [ANJANEYULU] vy
Staros, [INTERNATIONAL R QF PEPTIDE AND PROTEIN RES.]

{1987) 30: 117-124.

Después de reacclonar el soporte s6lido con el componente
de fase sdlida, cualquier componente de fase s6lida no
inmovilizados se remueven del soporte al lavar, y el
componente unide al soporte se pone en contacto entonces
con una muestra biolégica de que se sospecha que contenga
porciones del ligando (por ejemplo, anticuerpos hacia los
antigenos inmovilizados) bajo condiciones de unidn
adecuadas. Después de lavar para remover cualquier
ligando no unido, una porcibn ligadora secundaria se
agrega bajo condiciones de unién adecuadas, en donde el
ligador secundario es capaz de selectivamente asociarse

con el ligando unido. La presencia del ligador secundario
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se puede detectar utilizando técnicas bien conocidas en

el arte.

Mas particularmente, se puede utilizar el método de
ELISA, en donde los pozos del plato microtitulador son
recubiertos con una proteina ligadora de plasmin GapC
quimérico. Una muestra bioldgica que contiene o que se
sospecha que contiene moléculas de i1inmunoglobulina de
proteina de unién de plasmin GapC [ANTI-QUIMERICO] se
agrega entonces a los pozos de recubiertos. Después de un
periode de 1ncubacidén suficiente para permitirle al
anticuerpo unirse al antigeno inmovilizado, el o 1los
platos se pueden lavar para remover las porciones no
ligadas y agregar una molécula de unidén secundaria
detectablemente etiquetada. La nmolécula de unidén
secundaria se le permite reaccionar con cualquier
anticuerpos de muestra capturados, del plato lavado y la
presencia de moléculas de unién secundarias detectadas

utiliizando métodos bien conocidos en el arte.

Asi, en una modalidad particular, la presencia de

ligandos de antigenc de unién de plasmin GapC anti-
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quimérico de unién provenientes de una muestra biolégica
pueden ser ficilmente detectados utilizando un ligador
secundario que comprende un anticuerpo dirigido contra
los ligandos del anticuerpo. Un numero de moléculas de
inmunoglobulina [(IG)] de anti-bovino son conocidas en el
arte las cuales pueden ser facilmente conjugadas a una
etiqueta de enzima detectable, tal como peroxidasa de
rdbano, fosfatasa o ureasa alcalina, utilizando métodos
conocidos por adquellos expertos en la técnica. Un
sustrato de enzima apropiado se utiliza entonces para
generar una sefial detectable. En otras modalidades
relacionadas, las técnicas ELISA tipo competitivo se
pueden practicar utilizando métodos conocidos por

aquellos expertos enb el arte.

Los ensayos también pueden ser conducidos en
sclucidn, de tal forma que las proteinas de unidén de
plasmin GapC quimérico y los anticuerpos especificos para
aquellas proteinas formen complejos bajo condiciones de
precipitacién. En una modalidad particular, las proteinas
de unién de plasmin GapC quimérico se pueden unir a una
particula de fase s6lida (por ejemplo, un glébulo de

agarosa o similar) utilizando técnicas de acoplamiento
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conocidos en el arte, tales como mediante acoplamiento
quimico directo o indirecto. La particula recubierta de
antigeno es entonces puesta en contacto bajo condiciones
de unién adecuadas con una muestra biolbégica que se
sospecha que contlene anticuerpos de las proteinas de
unidén del plasmin GapC quimérico. La reticulacién entre
anticuerpos de unién causa la formacién de agregados de
complejo de particula—-antigeno-anticuerpo que se pueden
precipitar y separar de la muestra utilizando lavado y/o
centrifugacidédn. La mezcla de reaccidn se puede analizar
para determinar la presencia o ausencia de complejos
anticuerpo-antigeno utilizando un ndmero de métodos
estidndar, tal como aquellos métodos de i1nmuno diagnostico

descritos anteriormente.

Aun en una modalidad adicional, se puede
proporcionar una matriz de i1nmunocafinidad, en donde 1la
poblacién policlonal de anticuerpos de una muestra
bioldégica que se sospecha que contiene moléculas de unidn
de plasmin GapC antiquimérico es inmovilizada en un
sustrato. A este respecto, una purificacidédn de afinidad
inicial de la muestra se puede llevar a cabo utilizando

antigenos 1inmovilizados, la preparacién de 1la muestra
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resultante contendri asi solo porciones de anti-
estreptococos evitando propiedades de unién no
especificas potenciales en el soporte de afinidad. Un
nimero de métodos de inmunoglobulinas inmovilizantes
{bien en contacto o en fragmentos especificos) a alta
produccién y buena retencién de actividad de unidén de
antigeno son conocidos en la técnica. No estando
limitados por ningin método particular, la proteina A
anmovilizada o la proteina G se pueden utilizar para

inmovilizar inmunoglobulinas.

De acuerdo con esto, una vez que las moléculas de
inmunoglobulina se han inmovilizado para proporcionar una
matriza de inmunoafinidad, las proteinas de unién de
plasmin GapC quimérico etiquetadas son puestas en
contacto con los anticuerpos de unién bajo condiciones de
unién adecuadas. Después de que cualquier antigeno no
especificamente unido se ha lavado del soporte de
inmunoafinidad, la presencia del antigeno de unidn se
puede determinar mediante ensayo de etiqueta utilizando

los métodos conocidos en el arte.
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Adicionalmente, los anticuerpos levantados a
proteina de unién de plasmin GapC quimérico, en lugar de
proteinas de unién de plasmin GapC quimérico mismas, se
pueden utilizar en los ensayos anteriormente descritos
con el fin de detectar la presencia de anticuerpos a las

proteinas en una muestra dada.

Estos ensayos se desarrollan esencialmente como se
describié anteriormente y son bien conocidos por aquellos

expertos en la técnica.

Los reactivos de ensayos descritos anteriormente,
incluyen proteinas de unién de plasmin GapC quimérico, o
anticuerpos a este, se pueden proporcionar en kits, con
instrucciones adecuadas y otros reactivos necesarios, con
el fin de conducir 1inmunoensayos como Se describib
anteriormente. E1l kit también puede contener, dependiendo
del inmunocensayo particular utilizado etiquetas adecuadas
y otros reactivos empacados y materiales (es decir
Bmortigquadores de lavado y similares). LosS i1nmunoensayos
estandar, tales como aquellos descritos anteriormente, se

pueden conducir utilizando estos kits.
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Depésitos de las cepas (tiles en la préctica de la
invenciédn. Un depdsito de cultivos biolbégicamente puros
de las sigquientes cepas se hizo con la coleccibén de
cultivos tipo Americano, 10801 Universidad Boulevard,
Manassas, Virginia, bajo las provisiones del tratado de
Budapest. El nimero de acceso 1ndicado se asigno después
de un ensayo de viabilidad exitoso, y de que se pagaron
las tasas. Los depbsitos designados se mantendrain
mediante un periodo de treinta (30) afios desde la fecha
de depébsito, o durante cinco (5) afos después de 1la
dltima solicitud de depdsito, de la que sea mas mayor. Si
un cultaivo se hace no viable o se destruye
inadvertidamente, o, en el caso de cepas que contienen
plasmidos, pierden su plasmido, este serd reemplazado con
un cultivo o cultivos viables de la misma descripcidn

taxondtmica.

S1 existe discrepancia entre la secuencia presentada
en la presente solicitud y la secuencia del gen de

interés en los plasmidos depositados debido a errores de

2a3
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secuenclacidédn de rutina, la secuencia en el plasmido de

7
depésito se controlara.

Fecha de depésito de plasmido de cepa bacterial™ATCC

XLI Blue MRF pPolyGap. [L] May 31, 2000 PTA-1981 XLI
Blue MRF pPolyGap. 2 May 31, 2000 PTA-1974 XLI Blue MRF
pPolyGap. 3 May 31, 2000 PTA-1979 XLI Blue MRF pPolyGap.
4 May 31, 2000 PTA-1980 [XLI BLUE MRF] polygap4 May 31,
2000 PTA-1978. Abajo estédn ejemplos de modalidades
especificas para llevar a cabo la presente invencién. Los
ejemplos se ofrecen con propbsitos solamente
ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la

presente 1nvencién de ninguna manera.

EJEMPLO 1 C. experimental. preparacidn de ADN
cromosémico un S. dysgalactiae clinico aislado de un caso
de mastitis de bovino (ATCC No. de acceso ATCC43078) se
obtuvo de la coleccibdn de cultivos tipo Americano (10801

University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209), y se

*:a\?
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utilizo como fuente de ADN. El organismc fue crecido como
de rutina sobre platos de agar con sangre de aoveja TSA
(Microbiolégicos PML, Mississauga, Ontario) a 37° C
durante 18 horas, o en un calde de cultivo Todd-Hewitt
{Oxoid Ltd., Hampshire, England) suplementado con 0.3% de

extracto de levadura (THB-YE) a 37° C, 5% [CO2.]

El ADN cromosémico sSe preparo de [8.] dysgalactiae
crecido en 100 ml de THB-YE suplementado con 20 Mm. de
glicina durante aproximadamente 6 horas, hasta que se
alcanzaron a 600 de 0.8 a 1.0. La células fueron
cosechadas y resuspendidas en 50 Mm. de EDTA, 50 Mm. de
[TRIS-HCI], 0.5% de Tween-20 (Sigma, St. Louis, MO) vy
suplementados con RNasa A (200 mg/ml), proteinasa K (20
mg/ml), lisozima (100 mg/ml) y mutanolisina {100
[MG/ML)]. (Todas las enzimas compradas a SIGMA, St.
Louls, MO). Luegc la lisis bacterial durante 30 minutos a
37° C con agitador vigoroso, hidrocloridrato de guanidina
Y ([(TREEN-2&COMMAT;)! pH 5.5, se mezclaron con el lisado
para dar una concentracién final de 0.8 M y 5%,
respectivamente. Esta mezcla se incubo a [50° C] durante
30 minutos. El1 ADN cromosébmico se purificé entonces

utilizando un Qiagen [GENOMIC-TIP] 100g (Qiagen, Santa

24s”
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Clarita, California) y se precipito utilizando 0.7
volimenes de i1isopropanol. El gldbulo resultante se lavo
en etanol al [70%] y se re suspendi$d en 0.5 ml 10 Mm.

[TRIS-HCI,] pH [B.] 8.

EL ADN cromosdémico de [8.] [AGALACTIAE, S. UBERIS Y,
8. PARAUBERIS] se ai1slé esencialmente como se describid
anteriormente, de cepas designadas ATCC 27541,9927, y
13386, respectaivamente. El1 ADN cromosomico de [S8.]
(INIAE] también se aisldé como se hizo anteriormente de
una cepa designada 9117 obtenida del Hospital Mount

Sinai, Universidad de Toronto, Canada.

La amplificacidén del elJemplo 2 y la clonacidbn de:
genes APC da 8. DYSGALACTIAE, 8. UBERIS, S. PARAJBERIS],

[8.] agalactie y [8.] [INIAE.]

Las secuencias de polinucleotidos que codifican GapC
provenientes de S. dysgalactiae, [8.] |uberas, S.
parauberis, [8.] agalactiae y S. [IIZIAE] se aislaron

inicialmente del ADN cromosémico para amplificaciédn PCR.

246
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Los iniciadores utilizados para amplificar PCR los genes
[(GAPC] de todas las especles fueron GAPCL (SEQ I NO* 1) vy
gapCl r (SEQ ID NO: 2), mostrados en la tabla 1. En la
tabla, el subrayado denota nuclebétidos agregados a las
secuenclas originales (es decir, nucleédtidos agregados al
extremo 5 de la secuencia de hebra con sentido original y
al tercer extremo de la secuencia de hebra contra sentido
original, respectivamente, de la regidédn codificadora gapC
que esta siendo amplificada), y la negrita 1indica la
localizacién de sitios de reconocimiento de restricciédn

de endonucleasa.

El PCR fue llevado a cabo utilizando una polimerasa
de ADN vent (New England Biolabs, Mississauga, ON,
Canada). Una mezcla de reaccidn que contiene 0.2 u. g de
ADN genomico [1PM] de cada uno de los 21iniciadores
precedentes, 100 pm cada unco de [DATP, DTTP, DCTP] ¥y
[DGTP,] 10 Mm. Tras HCL, pHS; ([1.] 5 Mm. MgCl2, 50 Mm.
HCL, 1.5 wunidades de una polimerasa de ADN Taq
[ (PHARMACIA,] Quebec, Canada) se 1incubo para ciclos de
anplificacién de 40 sequndos a 94°C, 40 sequndos a 55°C,
y 1 minuto, 20 sequndos a 72°C, y luego para un ciclo

sencillo de 10 minutos a 72°C.

247
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Los productos de reaccién del PCR resultante fueron
digeridos con [NDEI] y [BAMHI]. En el caso del producto
GapC del [S. DYSGALACTIAE), el fragmento se clono
directamente en los mismos sitios del [PET15B] (Novagen,
Madison, Wisconsin) después de que el plasmido se digarid

con las mlsmas enzimas.

La construccién resultante se denomino [PET15BGAPC].
En el caso de las secuenclias de S. agalactiae, S. uberis,
S. [PARAUBRERIS] y S. [IRAIAE], cada una se clono primero
en un pPCR-Script utilizando un protocolo de clonacidn
descrito en el kit de clonacidén Script Amp-PCR
(Estratagena, La Jolla, California), subsecuentemente
excindido utilizando Ndel y BamHI, y finalmente re-
clonado en los sitiocs correspondientes de pET15b
utilizando protocolos de clonacién convencionales (ver

por ejemplo, Sambrook et al., supra).

Los plasmidos que contienen loas secuencias de S.

agalactiae, S. uberis, (8] [PARAUBERIS Y 8. INIAE] se
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designaron [PMF521C~INV, PMF521A-INV, PMF521D-INV,] Yy

[PMF521 E-INV,] respectivamente.

Tabla 1: Numeros de identificacién de Secuencia y
nuclebdtidos correspondientes y secuenclias de Amino Aacaido
SEQ ID Nombre de la Secuencia de Nuclebtido (5'a 3') NO.
gapCl GG CGG CGG CAT ATG GTA GTIT AAA GTT GGT ATT AAC GG
gapClr GC GGA TCC TTA TTT AGC GAT TTT TGC AAAR GTA CTC
Gap-1 AAA AAA GGA TCC GGT ATG GTA GIT AAA GTT GG Gap-2
ARA AAA CCA TGG TTA CTC GAG TGC TTIC CAG AAC GAT TTC Gap-3
AAA AAA CTC GAG GGT ACT GTA GAA GTT AAA G Gap-4 AAA AAA
CCA TGG TTA ATC GAT TTC AAG AAC GAT TTC AAC ACC GTC Gap-5
AAA AAA ATC GAT GGT ACT GTT GAA GTT AAA GAA G Gap-6 AAA
AAR CCA TGG TTA ACT AGT TGC TTC AAG AAC GAT TTC TAC GCC
Gap-7 AAA AAA ACT AGT TTC TTT GCT AAA AAA GAA GCT GC Gap-
8 AAA AAA CCA TGG CTA TTA TTT AGC GAT TTT TGC ARA ATA CTC
de Estreptococoe dysgalactiae (ver Figura 1) proteina de
estreptococo dysgalactiae GapC, proteina de estreptococo
agalactie gapC (ver Figura 2), proteina de estreptocococo
agalactiae GapC Sh gen de gapC uberis (ver Figura
3) ,proteina GapC de estreptococo uberis, gen GapC de
estreptococo parauberis (ver Figura 4), proteina GapC de

estreptococo parauberis, gen GapC de estreptococo iraiae
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(ver Figura 5),sh estreptococo inlae (ver figura 5) gen
GapC quimérico Gapd4d de proteina gapC (ver Figura 6),
proteina GapC quimérica Gap4 Ejemplo 3 secuenciacién de
genes gapC. Los genes aislados y clonados en los ejemplos
precedentes se secuenciaron utilizando terminadores de
etiqueta fluorescente sobre un secuenciador automatico
ABI 373 ADN (Applied Biosystems, Emeryville, California)
en el ainstituto la planta Biotecnologica [(PBI,]

Saskatoon, Saskatchewan, Canada).

Las secuencias de nuclebdtidos asi determinadas, y
las secuencias de aminoacidos correspondientes deducidas

de este, se muestran en la figura 1 hasta S.

EJEMPLO 4. Construccién de un gen quimérico [GAPC].
Un gen quimérico compuesto de secuencias de S.
dysgalactiae, S. parauberls, y S. [AGALACTIAE] se
construyo en un proceso de tres etapas utilizando pAAS5S6,
un plasmido de expresién 1inducible por tac estandar
derivado del plasmidc pGH432 que contiene la secuencia de

seflal del gen [E. COL O7NPF].
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Las secuencias de gen [GAPC] parcial utilizadas para
construir el gen quimérico sSe prepararon mediante
amplificacién PCR de secuencias de ©polinucleotidos
seleccionadas provenientes de genes gapC genomicos
alislados anteriormente, utilizando los iniciadores [GAP-
1] hasta Gap-8. Las secuencias de 1niciador son descritas

en las tabla 1.

Después del ensamblaje, el gen quimérico, sans las
sefiales de secuencia [07NPF], fue dividido de pAA556 e
insertado en el plasmido pAAS555, un derivado pGH432 que
es un plasmido de expresién inducible por tac esténdar y

contiene la secuencia de sefial del gen del E. coli ompF .

[A.] Construccion del pPolyGap. [L]. En la primera
etapa, las primeras 288 bases del gen S. dysgalactiae
[GAPC] se amplificaron por PCR utilizando los 1iniciadores

[GAP-1] y Gap-2.

La amplificacidn de PCR se llevo a cabo come Sigue:

1.6 [U. G] de ADN molde se combino en una mezcla de

S
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reaccién que contiene 20 pM de cada uno de los
inicladores [GAP-1] (SEQ ID NO: 1) y Gap-2 (SEQ ID NO:
2), 200 [; MI] cada uno de {DATP, DCTP, DGTP] y I[DTTP,]
2.5mM MgS04, amortiguador de PCR (10 Mm. [TRIB-HCL,] pH
8.3,50 Mm. ([KCl)],y 1 polimerasa de ADN unitaria tac

[FARMACIA,] Quebec, Canada).

La mezcla se amplifico para 1 ciclo de 1 minuto a
[95°C,] luego para 29 ciclos de 1 minuto a [95°C)], 1
minuto a 55°C, y [30] segundos a [72°C], y finalmente

para un 1 ciclo de 10 minutos a 4°C.

El producto de amplificacidn e digirid entonces con
[BAMHI] vy Ncol y se 1nserto en los mismos sitios de un
vector [PAAS56]. La construcclén de plasmido resultante,

designada pPolyGap. [L]l, se rlustra en la fiqura [21.]

B. construccién de [PPOLYGAP]. Un producto 2 A PCR
que representa las bases 170-285 del gen [GAPC] del S.
[PARAUBERIS] se obtuvo entonces utilizando los

iniciadores Gap-3 (SEQ ID NO: ([5)] y Gap-4 (SEQ ID NO:

- A
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6). Este producte codifica para una secuencia de
aminodcido 1déntica a la secuencla de aminodcido
correspondiente encontrada en el gen de [8.] uberis
[GAPC] . La amplificaci6bn de PCR se 1llevo acabo
esenclialmente como se hizo anteriormente, con excepcibdn

del uso de 2 pg del ADN molde.

El producto PCR del S. parauberis PCR ¥y
pPolyGaplplasmido fueron ambos digeridos con ([XHOL] vy
Ncol, y el producto PCR se ligo en sitios correpondientes

en el vector.

Estas construcciones llamadas pPolyGap. 2, se

1lustran en la figqura 22.

C. Construccion de [PPOLYGAP]. 3 nucledtidos [166-
208] del gen [GAPC] de S. agalactiae se amplificaron
utilizando iniciadores PCR Gap-5 (SEQ ID NO: 7) y Gap—-6

(SEQ ID NO:; 8) como en el ejemploc 4B anterior.
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El producto PCR obtenido se digirié con [CLAI] vy
fNCOI,] 1luego se Iinserto en 1los mismos sitios del
PPolyGap2 inmediatamente corriente debajo de la secuencia

de S. parauberis. pPolyGap3 se diagrama en la figura 23.

[D.] Construccion de [PPOLYGAP]. 4 La etapa final de
la construccidén del gen quimérico involucra la 1i1nsercidn
de las secuencias [GAPC] [8.] dysqalactiae restantes
(nuclebtidos 295-1011) en la estructura e inmediatamente

corriente debajo de la secuencia de S. agalactiae.

La secuencia del [B.] dysgalactiae fue amplificada
utilizando los 1niciadores Gap-7 (SEQ ID NO: 9) y Gap-8
(SEQ ID NO: 10) como en el ejemplo 4A anterior. El
producto de amplificacién fue entonces digerido con 1la
enzima [GARNHI/NCOI,] como fue el vector pPolyGap. 3, ¥
el fragmento fue entonces ligado en sitios de vector

correspondientes.

La etapa final resulto en el pPolyGap.plasmido. 4

contienen la construccién del gen quimérico gapC completo

254
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que comprende el esqueleto de S. dysgalactiae [GAPC] con
secuencias tunicas de [8. PARAUBERIS ASI COMO TAMBIEN 8.

AGALACTIAE]. Ver figqura 24.

E. clonacién de gen [GAPC] quimérico en [PAAS5]: (la,
construccidén de PolyGap. 4 El gen; [GAPC] construido en
las etapas precedentes se dividié de [PAAS56] mediante la
digestié4n del BamHl y Ncol y se inserto en el plasmido
(PAASS55] digerido con las mismas enzimas. E1 pAASSS5 es
i1déntico al pAAS556 excepto de que el anterior plasmido
contiene la secuencia de sefial LipoF, y suministra la
adiciétn de una cisteina en el extremo amino terminal de
la proteina GapC madura. La cisteina N-terminal se agrego
para asegurar la secrecién eficiente de 1la proteina
quimérica proveniente de la célula y ligar la membrana
por via de la porcibén de lipidos. La secuencia de
codificaciédn de la construccidn del plasmido PolyGap4 se

muestra en la figura 25.

EJEMPLO 5. Expresién y aislamiento de la proteina

GapC quimérica PolyGap4 .se utiliza para tranaformar [E.
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COLI J5] en la presencia de polietileno glicol (Kurien y

Scofield {1995) [BIOTEC} NIQUESLS]: 1023-1026).

~

Las céldlas transformadas que llevan 'bPolyGap%}

<

crecen en una fase logaritmica en un medio LB a [37°C]
con agitacién. La expresidédn de la proteina GapC quimérica
se i1ntroduce entonces al agregar IPTG a la concentracién
final de [1MM] e 1incubar las células a [37°C] por un

periodo adicional de 4 horas.

La proteina GapC quimérica se extrae entonces de la
superficie celular medlante solubilizacion diferencaial.
Las células se recolectan mediante centrifugaciébn vy
resuspensién en un volumen de amortiguador de
resuspensidn (0.85% de solucidédn de NaClque contiene 0.6%
sarcosil) 1i1gual a [1/ILOTH] el volumen del cultivo
original. La suspensifén se incuba a temperatura ambiente
durante 30 minutos con agitado suave. Las células se
recolectan mediante centrifugaciédn y el supernadante que
contiene la proteina GapC quimérica se pasa a través de
un filtro de membrana de 0.2 um ,Las alicuotas del

supernadante besteril se analizan mediante SDS-PAGE vy
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Western blots utilizando un anticuerpo policlonal anti-

GapC de conejo.

EJEMPLO 6. inmunizaciédn de animales con vacunas de
p{Pteina de GapC qui%érlco se formularon de tal forma que
ellos contenian [100, UG/ML] de proteina GapC quimérico
purificada en el adyuvante basado en aceite VSA3 (VIDO,
[SASBKATOON,] Saskatchewan, Canada). El1 VSA3 es una
combinacién de [EMULSIGEN PLUS] (MVP Laboratoraies,
Ralston, Nebraska) y bromuro de dimetildioctadecil amonio

[ (KODAK,] Rochester, New York).

Se obtuvierocn vacas Holstein no lactantes sain

historia de infeccién con S. dysgalactiae.

Dos semanas antes de 1la vacunacibédn, todos los
animales se trataron con 300 mg de Cefarina por cuarto
[ (CEPHA-DRY,] Ayerst Laboratories, Montreal, Canada), con
el fin de resolver cualquier infeccidn pre existente de

la urea antes de la etapa de vacunacién.

2>?
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Los qrupos de animales experimentales se i1nmunizan
subcutineamente con dos dosis de vacunas que contienen la
proteina GapC © un placebo con un aintervalo de tres
semanas entre i1nmunizaciones. Diez dias a dos semanas
después de la segunda ainmunizacién, los animales se
exponen a unidades de formacién de 500-1,000 colonias de
S. dysgalactiae suministradas en tres cuartos con una
cdnula de 1nfusién en la ubre. El1 cuatro cuarto de cada

animal sirve como un control no infeccioso.

Todos los animales se examinan diarlanente para
s1gnos clinicos de enfermedad y las muestras de todos los
cuartos de ubre se recolectan cada DIA. Las muestras se
observan para gon51stenc1a y titulo de antlcuerpo,Jconteo
de células somiticas, se determinan los nlmeros de

bacterias.

EJEMPLO 7. Determinacidén de los anticuerpos
especificos GapC Ant en suero de bovino se miden
utilizando el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
(ELISA). Brevemente, los platos de microtitulo (NUNC,

Naperville, Illinoas) se recubren al agregar 0.1

L]

(Caulioohrs,

258
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microorganismo por pozo de proteina quimérica purificada
en un amortiguador de carbonato de sodio de 50mM, pH 8.6,
incubado durante toda la noche a [4° C]. El liquido se
remueve y los pozos se bloquean con 3% de serum alblimina
de bovino durante 1 hora a [37° C]. Las diluclones
seriales de suero de bovino (de 1: 4 a 1l: 64,000) se
agregan a los pozos que Se incuban durante 2 horas a
temperatura ambiente. Los pozos se aspiran, se lavan y se
incuban con [100,] [MI] 1IgG antibovino de cabra
fosfataso-conjugada alcalina (Kirkgaard & Perry
Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland) durante 1 hora
a temperatura ambiente. Los pozeos son lavados de nuevo, y
[100,] ([MI] de fosfato-p—nitrofenol (Sigma, St.Louis,
Missouri) se agregan como un sustrato para detectar 1la
actividad de fosfatasa alcalina. La absorbancia a 405

ul

nanometros se registra luego de 1 hr de i1incubacibébn con el

sustrato a temperatura ambiente. qedom

EJEMPLO [8]. Bacteria de colonizacién bacterial
enumerada al regar dilucicnes seriales [(108APOS; A
18APOS;)] directamente sobre platos de agar con sangre de

oveja TSA seguidos por incubacidn durante toda la noche a
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[37°C,] 5% [CO2]. La colonizacidn se define como >500

cfu/ml del organismo retado recuperado.

Para confirmar que la bacteria recuperada de la

T ———

secrec:.Wche__es- S. dysgalactiae, colonias
seleccionadas recuperadas de cada animal son ensayadas
utilizando un ensayo API [STREP-20] [(BICMERIEUX] SA,
Hazelwood, Missourl) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ensayo 1dent_.1_._fi:a especles de
estreptococos de acuerdo con un perfil analitico

compilado sobre la base de la actividad enzimdtica y la

fermentacién de azdcar, utilizando un indice de perfil

analitico o una ildentificacién de soporte lé6gico. ' MS‘ ‘

La relacibtn entre el titulo anti-GapC y 1la

colonizaciédn de bacterias también se determino.

EJEMPLO 9. Determinacién de la respuesta
inflamatoria. La respuesta inflamatoria se mide como una

funcién del conteo de célula somadtica de gléndula mamaria

es decir, lanfocitos, neutrofilos, y monocitos).Los
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conteos de células somiticas se miden utilizando técnicas
esténdar recomendadas por la Agriculture and AgriFood
Canada [(IDF50B] (1985): Milk and Milk Products--Methods
of Sampling i1n a Coulter counter). Las muestras se leen
durante las [48] horas de recoleccidén y fijacién, en los

dias 1 hasta 7 pos reto.

Los niGmeros de células somdticas presentes en la

glandula se determinan en cada(D{§ pos reto. )

Aunque las modalidades preferidas de la invencidn
objetivo se han descrito en algin detalle, se entiende
que varliaciones obvias se pueden hacer sin apartarse del
espiritu y el alcance de la invencidétn como se define en

las reivindicaciones finales.

26/l
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REIVINDICACIONES
“0‘
C
/‘/\
1. Un polipéptido de fusibén de epitopo miltiple que

(

comprende la estructura general de formula [(I)]:

(A) x—-—

(B)y--(C)z (I) en donde (I} es una secuencia de amlino

dcido lineal; Bﬁmprende una secuencia aminocadcido gque

contiene” al menos cinco aminoacidos cuyos amin
e ——————— -

corresponden/a un determinante antigé@a p

D | oS-

roteina -

GapC; A y C comprenden cada uno una Secuencla de amino

dcido que es (1) diferente de B, {(1i) diferente uno del

otro, y (i1i1) una secuencia de amino &cido que c

/‘—_—_‘-\ e m—

ontiene

—— T —— GlQN
al mengs—’c‘inco amino Aacidos, cuya secuencia—de amino '\Z U')

— —

a4cido \cb‘rrespon'de a un determinante antigénico

de 1la

proteina GapC en donde dicho determinante antigénico no

es adyacente a B en naturaleza; Y es un entero

de 1 o

mas; vy X vy 2 son cada unc independientemente enteros en

donde x + 2 es 1 o mas.

2. El1l polipéptido de fusidn de epitopo miltiple de

la reivindicacié4n 1, que comprende ademés una se

de sefial

cuenclia
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3. El polipéptido de fusién de epitopo miltiple de
la reivindicaciédn 1, que comprende ademids una secuencla

de transmembrana.

4. El polipéptido de fusidén de epitopo miltiple de
la reivindicacidn 1, en donde A, B, y/o C estdn ligados
mediante una © mas secuenclas espacliadoras, en donde
dichos espaciadores (1) son secuenclas de amino &cidos
que van\Sf 1 a 1,000 amino Acidos, inclusive; (11} pueden

es o @ m:e's-a’T’;
ser 1quales o difere r B, 0 C; y (111) pueden ser

iguales o diferentes uno del otro.

5. El polipéptido de fusibn de epitopo miltiple de

la reivindicacién 1, en donde A, B, y C cada wuno

-
comprende epltopos provenlentes de una o mas ;;;Egigﬁ“de\
~

bacterias. . e e

6. E1 polipéptido de fusidén de epitopo miltiple de
la reivindicacién 5, en donde A, B, y C cada uno

conprende—e opos_de una o mas especies bacterianas del

. [/
género estreptococo 'er,dy)

263
~N\

’j;ucut}qf

7

-

~
- 0
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7. E1 polipéptido de fusién de epitopo miltiple de
la reivindicacién 6 en donde A, B, y C comprenden cada
uno epitopos de una o mas especles de Dbacterias
seleccionadas del grupo que consiste de estreptococo
dysgalactiae, estreptococo agalactiae, estreptococo

uberis, estreptococo parauberis, y [STREPTOCOCCUS INIAE. ]

8. El1 polipéptido de fusibén de epitopo miltiple de
la reivindicacidn 7, en donde A, B, y C comprenden cada
uno secuencias de amino Acidos seleccionadas del grupo
que consiste de (a) secuencias de amino acidos mostradas

T N
en oxlmadamente las posiciones de amino &cidos 61 a

[81,] imrlumive, de las figuras 1 hasta 5, © cualquiera

de las secuencias de amino 4acido que tienenral mirf/os‘

aproximadamente 80% de i1dentidad con esta; (b) las

secuenclas de amino acidos mostradas en las posiciones de

amino 4a€idos aproximadas 102 a 112, inclusive, de las
:__dPIOX 2_27c 8

figuras 1 hasta 5, o cualquiera de las secuencias de

amino &acido que tienen al menos aproximadamente B0% de

1dentidad con esta; (c) las secuencias de amino acido

mostradas en las posiciones aproximadas 165 a2 172,

zed

Cays D51
D G
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inclusive, de las figquras 1 hasta 5, o cualquiera de las

secuenclas de amino acido que tiene al menos
aproximadamente [80%] de identidad con esta; (d) 1las
secuencias de amino &cido mostradas cerca a las
posiciones de amino acido [248] a 271, inclusive, de las
figuras hasta 5, o cualqulier secuencia de amino &acido que
tiene al menos aproximadamente 80% de identidad con este; Cf
y (e) las secuencias de amino acido mostradas en 'lelciﬂ
aproximadamente las posiciones de aminodcido 286 a 305, )/'/-9 !

inclusive, de las figuras 1 hasta 5, o cualquier

———
“'-t.%
\

secuencila de amino dcido que tiene al menos

aproximadamente 80% de i1dentidad con este.

9. El1l polipéptido de fusién de epitopo miltiple de
la reivindicaciédn 8, que comprende la secuencla de amino pHﬂAGKD

A o

acido descrita en la figura 6 (SEQ ID NO: 22). ] ééfgfi”'
& 7
Qd‘\mp

10. La secuencia de polinucleotidos que codifican
una secuencia de polipéptido de fusién de epitopo
miltiple de cualquiera de las reivindicaciornes /ﬂLQ, o

cunplimientos de esta.
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11. Un vector recombinante dque comprende: {a) un
poli nucleétido aislado de la reivindicacidn 10; y (b} al
menos un elemento de control ligado operablemente a dicho
pellr nuclebtido aislado, por medio del cual dicha
secuencia de codificacién se puede transcribair vy

transladar a una célula huésped.

12. Una célula huésped que comprende un vector de

reconmbinaciétn de la reivindicacién 11.

13. Un método para producir un polipéptido de fusidn (q[},ﬂ
de epitopo miltiple, dicho método comprende cultlvar(Yd’./
células de la reivindicacién 12 bajo condiciones de f}/zﬂ'ﬂj

produccié4n de dicho polipéptido.

14. composicidén de vacuna que comprende un vehiculo
farmaceuticamente aceptable y un polipéptido de fusién de
epitopo miltiple de acuerdo con cualquiliera de las

reivindicaciones 1-9.
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15. La composicién de vacuna de la reivindicacién

14, que comprende ademids un adyuvante.

16. Un método de produccidn de una composicidn de
vacuna que comprende las etapas de (1) suministrar un
polipéptido de fusiébn de epitopo miltiple de acuerdo con
las reivindicaciones 1-9; Y (2) combinar dicho

polipéptido con un vehiculo farmaceuticamente aceptable.

17a/Antlcuerpos dirigides contra el polaipéptido de
fusién de epitopo miltiple de acuerdo con cualgquiera de

las reivindicaciones 1-9.

18. Los anticuerpos de la reivindicacidén 17, en

donde dichos anticuerpos son policlonales.

19. Los anticuerpos de la reivindicacién 17, en

donde dichos anticuerpes son monoclonales.

26

\
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20. Un kit ensayo de 1inmuno diagnostico para

detectar 1la 1nfeccidn de estreptococo, dicho kit de

ensayo comprende un polipéptido de fusién de epaitopo f\J:I’

miltiple de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, e instrucciones para conducir el

ensayo de inmuno diagnostico.

21. de un polipéptido de fusibn de epitopo
miltiple de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones
1-9 para la elaboraciédn de una composiciédn de vacuna dtil
para el tratamiento o para evitar la infeccidn bacteriana

en un sujeto vertebrado.

227/;;>uso de la reilvindicaciédn 21, en donde dicha
\_/

infeccié4n bacteriana es una 1nfeccién de estreptococo.

23. Elﬁggg;ge la reivindicacidén 21, en donde dicha

infecci6n bacteriana causa mastitis.

24. E1l uso/de un poli nuclebdtido de acuerdo a la

reivindicacidn-'10 para la elaboracién de un medicamento
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itil para el tratamientc o para evitar una 1infeccidn

bacteriana en un sujeto vertebrado.

25. El de la reivindicacidn 24, en donde dicha

infeccié6n bactériana es una i1nfeccidén de estreptococo.

26. E1f\ de la reivindicacibdn 24, en donde dicha

infeccid6n bacteriana es una causa mastitas.

@n método para tratar o evitar una infeccién

—_—
bacteriana en un sujeto vertebrado que comprende

administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente
efectiva de una composicién de wvacuna de acuerdo con

cualquiera de las reivindicacionesl 4 o 15.

28 El método de la reivindicacidn 27, en donde

dicha infecci6n bacteriana es una infecciédn de

estreptococo.

2659\
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r
29. El1 método de la reivindicacidn 27, en donde

dicha i1nfecciftn bacteriana causa mastitis.

q}. El método para tratar o evitar una 1infeccidn

r T—
bacteriana en un sujeto vertebrado que comprende

administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente
efectiva de un poll nuclebdtido de acuerdo a 1la

reivindicacidn 10.

N

61-./ El método_de_1la h_z_'giEEéJ_.cacz.én 30, en donde

dicha 1n£gggigg___bacter1agg__ es una 1nfeccién de

estreptococo.

/
//1:;TT\E1 método de la reivindicacién 30, en donde

dicha infeccién causa.

Q .
/

33./ Un fétodo para detectar anticuerpos de
estreptococos en una muestra biolbdgica, que comprende:
(a) hacer reaccionar dicha muestra bioldgica con un
polipéptido de fusién de epitopo miltiple bajo

condiciones que le permitan a dichos anticuerpos de
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estreptococo, cuando estén presentes en la muestra
biolégica, unirsen a dicha secuencia para formar un
complej]o [ANTICUERPO/ANTIGENO];: vy (b) detectar 1la
presencia o ausencila de dicho complejo y detectar de esta
forma la presencia o ausencia de anticuerpos de

estreptocdcos en dicha muestra.

£ " -
Un método para detectar 1los anticuerpos de

estreptococos en una muestra biolégica que comprende: {a)
hacer reaccionar dicha muestra blolbgic;-~‘;5n un
polipéptido de fusién de epitopo miiltiple de acuerdo a
cualquiera de las reivindicaciones 1-9, bajo condiciones
que le permiten a dichos anticuerpos de estreptococo,
cuando estén presentes en la muestra bioldgica, unirsen a
dicha secuenclia para formar un complejo
[ANTICUERPO/ANTIGENO]; y (b) detectar la presencia o
ausenclia de dicho complejo, y detectar de est; forma 1la

presenclia ¢ ausenclia de los anticuerpos de estreptococos

en dicha muestra.

ZH



