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A Multifanctional Complex For Targeting Specific Phagocyiosis of a,
Target Agent

Field of the Invention

The present invention relates to a targeting complex comprising a targeting
component and an immuno-stimulatory active component associated together,
optionally via a connecting component, which complex provides an effective
therapeutic prevention and treatment of various pathogenic disorders.

Background of the Invention

Vaccines are the most efficient way to prevent dissases caused by pathogens
like viruses and bacteria. A vaccins protects the animal by stimulating specific
cells and antibodies of the immune system. In active veccination, humens or
animals are axposed to an attenuated, inactivated or toxin form of the disease
agent. In response, antibodios and memory cells are produced that confer
protection for short or long terme, respectively. In sbhsence of an active vaccine,
an unprotected animal may becoms infected and needs to be treated by various
medicaments, e.g. antibiotica in ths case of bacteria. One of the solutions is
pessive vaccination, In this approach, antibodies against a specific pathogen,
produced in one animal, are administered to another animal which is infocted
by the same pathogen Ons example is maternal immunity. For example, E,
coli K99, infects young calves and causes diarrhee. Infocted calves may be
protected by maternal antibodies directed against the bacteria, which are
supplied via the colostrum. Hens passively transfer antibodies to their
offsprings, the developing chicks, through egg yolk or through the blood
[Hanson et al., Bcience and Madicine 4:12-21 (1997)), while transfer of
antibodies in mammal ig via the colostrum.

Numerous publications [Brunser, et al, 1692; Campbell and Petersen, Irnmune
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Milk. Journal of Immune Milk 1:3-28 {1984); Davidson, ¢t. o}, The lancet
2:708-T12 (1086); Khina, . al, Madical Microbiology snd Immunology 174:177-
18G (1085); Fayer, W. ¢l. al., 1989, Ualay, et. al, 1990; Mietens and Keinharst,
1879; Ormrod and Miller, 19001, 1993, Owens and Nickerson, 1688, Bharpe, et.
al, 1994; Smith, C. M. (1964)] report that multiple inoculations of hens or dairy
cows over a long period of tims with an sntigen (ie, hyperimmunisation)
resulta in the production of “immume” eggs or milk These producis have
antibodies against the specific vaccinating antigens.

Bimilarly to in ufero transfierred immune protection is ocbserved in mammals,
hens passively transfar protection to their progeny by secreting antibodies into
the ogg. ‘Tranafar of chicken antibedies from the hen's serum to the yolk, and
abeorption by the chick, is anslogous to croas-placental transfor of IgG from
tho mammalian mother to its offepring (Kowalesyk, et al., Transport in tho
Chickon Immunoclogy 854:783-762 (1888); Rose, ¢ al, Burcpean Journal of
Immunclogy 4:521-5623 (1874)].

Since immunoglobulins occur naturally in egge, and egg products are a
common source of protein in human diet, immune eggs are a convenient and
economical source of specific antibodies [Hamada, & al, Infection and
Immunity 58:4161-4167 (1891); Polson, e al., Immunnlogical Investigations
14:823-387 (1885)]. The immuns egg therefore appears to serve as a
concentrated source of antibodiea.

It is therefore one of the objecta of the presemt invention to use antihodies
raised in egge (YY), as a targeting componant in the targeting complex of the
inventiom. ‘These targeting compopents (IgY) specifically direct
immunostimulatory reeponse against a particular pathologic agent.

The immunoactive compoment of the targeting complex of the present
invention comprises a phagocytosis inducing agent such as complemsnt,
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bacterisl antibodies ar IgG which induces opsonisation by ite Fr fragmoent.
Both companents, the turgeting component and the immunoactive component
of tho targeting complex of the pressnt invention, may be preferably bound to a
micro/nano carrisr.

Immunostimulatory eoll gurface polypsptides and their roceptors are
important for the clearance and destruction of forsign materials, including
mammalien cells or bacteria. Immunostimulatory cell surince polypeptidss and
their receptars activate the phagoeytogis and ADCC. The process begine with
opeonization of the foreign materials. An opeonin is an ayent, usually an
antibody or complemant compunents, that makos & cell or microbs more
vulnerable to being engulfed by a phagocyte. Opsonization is the process of
coating a cell with opsonin. A phagocyts is a cell that engulfs and devours
another, the process of angulfing and devouring is phagocytosis. Amongst the
important phagoeytes for the purpose of this lnvention are lenkocytcs such as
macrophages and monocytes.

The presexnt invention thus provides for a targetad immunn-stimulatory
complex, for the prevention and treatment of variety of pathologioal disorders
caused by pathogenic agents (bacteria, virus), toxing and other antibiotlc-
resistant pathogens, as well as malignant disorders in & mammalian subject in
need.

In a particular exemplo for targeted immunostimulation, the present invention
further provides targeted complex pharmaceuticel compositions and method
for the prevention and/ar treatment of bovine mastitis. The tergeted complex
comprises the active immuncostimulatory componsnt and a tarpeting
componant, which is an IgY antibody specific for a mastitis pathogen. Both
compononts may be prefevably eitached to a micro/pans carrier bead.
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Boving mastitis involves inflammatory changea of the lactiforous ducts, and
gonoerally rvefors to inflammation of the duct systam or mammary tigsus as a
result of the colonization by, or proliferation of, mlorobes invading the dusts or
teat cistarn. The milk synthesizing function is thus compromised, and the ovar-
permention of the coll walls gecreting the milk vesults in the secretion of
abnormal milk, with an incresse in the number of somatic cells, particulerly
whita blood cells. Additionally, lactating cell dlsorders and atrophy, as well as
the proliferation of connsective tissue and the Hks can also lead to reduced or
abacnt milk production. )

The mumjor mastitis pathogens include BStaphylococcus, Sireptococcus,
Actinomyvces, Eachearichia coli, Pseudomonas, Clostridium and fungi.

The mechaniam of mantitis infection or onset is complex, and involves (in
terms of bacteria) bacterisl infiltration of pathogens, their colonization on the
mammary epithelia, and thelr subsequent proliferation or tigsue invasion.
Prodisposing factors may includs genetics, constitution, clirmate, livestock
facilitisy, environment, the number of feeding animals, foed, milking mathods,
papillary trauma, and the like, but for practioal purposes, the moat important
ia milkking hygiene, including proper handling by milkers.

Practical damage caused by mastitis includes lower amounts of milk, lower
milk quality, milk waste, the absence of milk, reduced number of years of
animsal use, greater treatment coeta, and potential sources for the infection of
healthy cows, all of which represent profound economic losses. Mastltla has
thus been the subject of considarable research in many countries over the past
200 years. Although maost resulis have been put to use in the treatment and
prevantion of tho condition itself, ite incidence has not declined, and has even
inerensed in some areas. Since masiitis involves inflammatory changes of the
mammary glands resulting from minrobial infection, reeponses generally
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include the intra-mammary administration of antiblotice and synthetic anki-
bactarials. Administration of antibiotic preparations aend synthetic
antibactarials ig followed by a period jn which the milk eannot bo used, in
concern for the health of human consumers. Bince the milk produced during
that period is of no commereial value, it represents & major financial loss. In
addition, the dosege and administration of the drugs must, of courve, be
suparvised in the area where the treatment is undertakem, but drugs are
somelimes selected without testing the susceptibility of the pathogens thereto.
astablishmant of an effective treatmant plan.

It ia therefore another object of the present invenmtion to overcoms the
aforementioned problems in providing a gimnlo yet practical and economical
method and targeting complax for preventing and treating mastitis without
leaving any drugs in milk or producing drug-resistant bacterial strains.

Thess and other objects of the invention will bocome apparent as the
description precedes.

Summary of the Invention

In a first aspect, the present invention relsites to & multi-functional targeting
complex that induces a specific immuno-stimulatory reaction to at least one
taxrget agent. The taxgeting complex of the invention comprisea:

(@) atlenast one target recognition component, comprizsing a moleculs which
spedﬁm]lyhindﬁhnﬁdamtmtqmﬁmcﬁmﬂhmtuﬁddum
(b) an sctive component comprising an immunoe-stimnlatory agent; and
{¢) optionally, a connacting component that associates at least ons of said
targeting component and at lsast one of said active component. The essociation
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of sgid targeting componsnt and said eriive component, optionally by said
connecting component, should be performad in the appropriate conformation In
order to the retain the indepsndent biological functiong of both the active and
the targeting componanta.

In ons embodiment, the tergeting complex of the invention induces a apacific
immuno-stimulatory reection selseted from the group oconsisting of
phagocytosis, antibody-dependent cell-mediated aytotoxicity (ADCC),
complemont activetion, and stimulation of specific T cells and B cella. This
spedific immupo-stimulatory reaction is targsted by the complex of the
invention to at least one target pathologic agent,

In a specifically preferred embodimont, the targeting complex of the invention
induces a upecific phagocytusis by leukocytes such as any one of macruphages
and monocytes, targsted to at Joast ono target agent.

Aocording to another embodiment, the tergeting complex of the invention is
targoted against a taxget pathologic agent selscted from the group consisting of
bacteria, viruges, fungi, malignani cells, toxins, venoms, haptens and
undegived proteine. More preferably, tho target petbologic agant may be
bastaria selacted from the group conslsting of mastitis pathogenic bacteria,
enteropathogenic bacteria and pathogenic furonculosiz bacteria. In & most
gpecifically preferred embodiment, the targeting complex of the invention is
targeted to at lsast one mastitis pathogenis bactaria salsoted from the group
conaisting of Actinomyces, E. coli, Pssudomonas, Clostridium, Siaphylococcus
aureus, Streptocoocus aguloctias, Streptococrus dysgalactia, Corynebacterium
pogenss, Enterococeus faecalls, Corynebacterium bdovis, Nocardia ariroides (or
farcinica) and Sireptococcus uberis.

Alternatively, the target recognition component of the tergeting complex may

0
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be targetnd against Aeromonos gpp., particularly, Asromonas salmonicida,
which causes an ulcorative diseass in fish.

In yet enother particular embodimcnt, the target recognition component
comprised within the {argeting complax of the invention, comprises any ope of
an antibody or any functional fragments thereof, igands and receptors specific
bo said pathologic agent or to any functional fragment of eaid agent. In a
specifically prefarred embodiment, the target recognition component comprisea
an antibody or eny functional fregments thereof. Such antibody is specific to
said pathologic agent or to any functional fragment of said agent, and may be
for example any ons of IgG, IgY and IgM, preferably, an IgY.

Accarding to a specific embodiment, the targeting complex of the invention
comprisce as the active component an immuno-stimulatory agent. More
particularly, this immunostimulatory agemt induces phagocytosis. The
phagocytoels inducing agent comprised within the targeting complox of the
invention as an ectivo componsnt, may be selected from the group consisting of
opaonins, which are any ono of, but not limited to, IgG and C8bh, protein
molecules having carbohydrato residues that interact with the mannose-fucose
receptor of phugovytes, lignnd protein molecules recognized by receptors on
scavengor macrophages, ligends for integrine expressed by phagocytes;
glycoproteins and fucosyl traneferase.

According to s spocifically prefarred embodiment, tho phagocytosia indncing
agent in IgG.

According to anther preferred embodiment, the optional connecting component
comprised within the targeting complex of the invention, may be any one of
salid suppart, a chemics! linkar, an amino acid residue, a peptido, aligopeptide

{
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or polypeptide linker, a saccharide, oligosaccharide or polysaccharide linker
and a lipid linker.

In yet another embodiment, the complex of the invantion comprises a targeting
component and an immuncactive component, both attached without any
connacting componont. According to such embodimaent, the targeting
component may be an IgY antibody direoted against said target agant, and the
immuncactive component is an IgG anti IgY antibody. Binding of both
componont retains the appropriate conformation (having tho Fc of the IgG
molecule froa).

In a petticular embodiment, the invention relates to a multi-functional
targeting complex that induces specific phagocytosie of at least one target
mastitis pathogenic bactarla in bovine infocted by said bacteris. This specific
complax compriges:

a at least qne target recognition component comprising a molesule which
specifically binds to the mastitin pathogenic bacteria or to any functional
fragment of said bacteris;

b. at least one active component comprising a phagocytosis-indusing agent;
and

c. optionslly, a connecting commponent that associates st lsast one of ssid
targeting component and at lenst one of said active componsnt. Both active and
targeling components are assoclated, optionally by the connscting component,
in an appropriate confbrmation that retains the independent biological
functiona of buth compopants.

This targeting complex according to s apecific embodiment compriscs az a
target recognition component, an IgY antibody specific for mastitis pathogende
bacierla. More gpecifically, the targeting complex of tho invemtion mey
comprise at lcast ope IgY antibody specific for at lsast one of the mastitls

N
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pethogenic bacteria selected from the group consisting of Actinomycss, E. coli,
Peeudomonas, Clostridium, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Sireptococeus dysgalactiae, Corynebacterium pyogenes, Enterococcus faecalis,
Corynabacterium bovis, Nocardia astervides (or farciniea) and Streptococcus
uberia.

According to a spacifically proferred embodiment, the targeting complox of the
invention comprises as a pbagocylosis-inducing agent, an IgG molecule, Most
preferably, said IgG molecule is generated in bovine.

This particular targeting complex may optionally further compriee as a
connecting component, any one of, but not limited to, a solid support, a
chemical linker, a peptide, oligopeptide or polypeptide linker, a saccharide,
oligosaccharide or polysaccharide linksr and lipid linker.

The invention further provides for a multi-functional tarpsiing complex for
inducing specific phagocytosis of at least one target pathogenic bactaria
cauming ulcerative disease in fish infected by said bacteria. According to this
embodiment, such ppecific complex comprisos: (a) at least ome target
recognition component comprising a molecule that specificglly binds to
Asromonas spp. pathogenic bacteria which canses ulcarative disease in fish, or
to any funstional fragment of said bacteria; (b). an active compopent
comprising phagocytosia indusing agent; and (c) optionally, a conuscting
component that aseociates at leest one of said tergeting component and at
least one of smid mctive component, wherein the independent biological
fonetions of said targeting component and eaid active componant are retained.

As a furthar aspect, the invention relates to a composition for the treatment of
a pathologic disordar in a subject. The composition of the invention comprises
a8 active ingredient a multi-functionsl targoting complex thet induces o

/3
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specific immumo-stimulatory reaction to at lsast one target pathologic agent,

The complax comprised within the composition of the invention compeises:

(s} at least one target recognition compoment comprising a molecule which

specifically hinds to said pathologic agent or to any functional fragmest of said

agent; (b) at lenst one sotive component comprising an immuno-stimulatory

agent; and (¢) optlonally, a connecting component that associates aaid at least

one targeting component and said at least one active component,

The composition of the invention may optionelly further oomprise
pharmaceutically andfor vetorinarily meceptable diluent, excipient and/or
additive.

According to one embodiment, the composition of the invention is intended for
the treatment of a pathologics] disorder thal may be any one of immunc-
related disarders, viral, fungal or bucterial infections and malignant disorders,
in a subject in need of such treatment.

Buch gubject may be according to a prefarrod embodiment, any ane of human,
domestic mammal, domestic bird, domeslic aquaculture and emntic
aquaculture.

In one preferred ombodiment, the composition of the invention is intended for
the treatment of domestic mammals, most preferably, bovinss, and
particularly dairy cows.

In a particular embodiment, the pathologic disordsr to be treated with the
composition of the invention may be a bacterial infection. More preforably, the
bacterial infection may be bovine mastitls.

/4
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Therefore, the invention further providea a compoaition for the treatment of
mastitia in bovines. Such specific composition according to ons embodiment
comprises 88 active ingredient a multi-functional targoting complex, that
induces specific phagocytosis to et least one target mastitis pathoganic bacteria
in a bovine infected by said bacteria. Maore spucifically, tha complex comprisad
within this specific composgition for mastitis, comprises: (a) at least one target
recoguition component compriging a molecule which apecifically binds to eaid
mastitis pathogenic bactoria or any funetional fragment of said bacterie; (b) an
active coroponent comprising phagocytosis inducing agent; and

(c) optionally, a conmecking component that associates at least one of said
targeting component and said active component.

According to a gpecifically preferrad embodiment the composition of the
invention comprises as an active ingredient, a complex comprising an avidin-
coated polystyrene bead as a comnecting eomponent, a biotinylated IgY
antibody specifis for mastitis pathogrnic bacteria, as the targeting component,
and an anti avidin IgG molocule, which is, most proforably, generated in
bovine.

In another embodiment, the composition of the invention is intendod for the
treatment of domestic fish and pet/aquarium/exctic fish, which suffera of
ulcerative disease caused by bacterial infection of Aeromonas spp. According to
this embodiment, the invention therefore providas for a composition for the
treatment of ulcorative disease in fish, comprising a8 active ingredient a multi-
funoctional targeting complex, that induces specific phagocytosis of at least one
target Aeromonas spp. pathogenic bacleria in fish infacted by said bacteria.
Such particular complex comprises: (») at least one target recognition
component comprising a molecule which specifically binds to said Aeromonas
app. pathogenic bacteria or any functional fragment of said bactcria, prefarably
an IgY entibody specific for Aeromonas spp.; (b) an aetive component

Ag
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comprising phagocytosis inducing agent. which may preferably be an IgG

moleculs prepared in fish; and () optionally, a connecting componuni that

associates at least ome of said targeting component and at lsagt ona of paid

active component, wherein the independent biological functions of said

targeting component and said active cornponent are retained.

The present invention further relates to a compaosition for inducing s specific
phagocytosis targeted to at least one target pathologic agent or compound
related to a pathological disorder in a subject suffering frorn seid disorder.
Amrdhgtommbodimm,thiummpodﬁmcﬁmpﬂsuumuﬁw
ingredient, the multi-functional targoting ecomplox of tho invention, and
optionally further comprises phormacsutically and/or voterinarily acecptable
diluent, excipiont and/or additive.

According to a specific embodiment the invention relates to a composition for
inducing a specific pbagocylosis of at least one target mastitis bacterial
pathogen in a bovine suffering from mastitis. This composition comprises as an
active ingredient, the specific complox accarding to the invention and
optionally further comprises pharmacsutically and/or veterinarily acceptable
diluent, excipient and/or additive.

Another specific embodiment relates to a composition for inducing a specific
phegocytosiz of at least one target Asromonas spp. bacterial puthogen in a fsh
suffering from uleerative disease, which composition compriges ar an active
ingredient & multi-functional targeting complex acoording to the invention, and
optionally further comprises pharmaceutioally and/or veterinarily acceptable
diluent, excipient and/or additive

As a third aspect, the present invention relates to a method for the treatment
of a pathologicel disorder in a subject. The method of the invention comprises

lé
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administering {0 the subject a therapsutically affective amount of a targeting
complex or a pharmacautical compoaition compriging the sams. This complex
comprises: (a) at least one targst recognition component comprising a molacule
which specifically binds to said pathologic agent or to apy functiona) fragment
of esaid agont; (b) at least one active component comprising an immuno-
stimulatory agent; and (¢) optionally, a conneeting component that associates
at least one of said targeting componemt and at least onme of said active
componant,
The association of ssmid targeting component and said active component,
optionally by said connecting compnnent, should bo performed in the
appropriato conformation in order to the retain the indepemdent hiological
functions of both the active and the targeting components.

In vne embediment, the method of the invention utilizes any one of the
compositions according to the invention. More preferably, thesa compositions
comprise as an effective ingredient any ons of the targeting complaxas of the

In yot another embodiment, the method of the invention is intended for the
treatment of a pathological disorder which may be any one of immune-related
disorders, viral, fangnl or bacterial infoctions and malignant disorders. In a
specifially preflerrod embodiment, the pathological disarder may be a barterial
infecti

In a particularly preferred embodiment, the invention relates to a method for
the treatment of mautitis in cattle. This specific method comprises
administering to thy animal in need a therapeutically effecdve amount of the
targeting complox capebls of inducing epecific phagocytosis targeted to at laast
one target mastitis psthogenic bacteria in said infected snimal, or of &
pharmaceutical compogition comprising the same.

17
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In yet another particularly preferred embodiment, ths method of the invention
utilizes a particular composition of the invention. Aocording to this
embodiment, this composition comprises as an active ingrediant, a complex
comprising an avidin coated polystyrano beoad as a connecting component, a
biotinylatod IgY antibody specific for mastitis pathogenic bacteria, as the
targeting component, end an anti-avidin IgG melecule, which is, most
prefernbly, goncrated in bovine. This particular composition may optionally
further comprise pharmacoutically and/or veterinarily acreptable diluent,
excipient and/or additive.

The present invention further provides for a method for the treatment of
ulcerative disoase in fish compriming administering to said fish in need a
therapcutically effective amount of a targeting complex capahble of inducing
apecific phagocytosis targeted to at least one target Asromonas app. pathogenic
bacteria in gaid infected fish according to the invention, or of a pharmaceutical
composition comprising the same.

The present invention further relates to the use of a multi-functlonal targeting
complex of the invantion, in the preparation of a pharmaceutical composition
for tho treatment of a pathological disorder in a subject in need.

This pathological disorder may be according to a specific embodiment any one
of immune-related disorders, viral, fungal or bacterial infections and
malignant dirorders. Proferably, the pathologic disorder is a bactarial
snfecti

In anothar specifically prefarred embodiment, the invention relates to the use
of a specific multi-functional tergeting complex, in the preparstion of a
pharmaceutical composition for the treatment of mastitis in cattle. This

(&
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particular complex comprises an avidin-coated polystyrens bead as &
connecting component, a biotnylated IgY antlbody specific for mastitls
pathogenic bacteria, as the targeting component, and an anti-avidin IgG
molecule, which is most preferably, gemarated in cattle.

Still further, the inveption relates to the use the multi-functional targeting
complex of the invention, in the preparation of a pharmaceutical composition
for the {reatmant of nlcerative disease in fish.

Brief Description of the Figures

Pigare 1. Antihody activity of crude egg yolk anti-E. Coli IgY solubla extract
(1:1000) with time post-immunization determined by ELISA (O.D at 450 nm).
Abbreviations: D. Po. Imm. (days post immunizatian), OD (optical density).

Figure 2. Antibody activity of crude egg yolk anti-Staphylococcus qureus IgY
soluble extract (1:100) with time post-immunization determined by ELISA
(0.D st 450 nm). Abbreviations: D. Po. Imm. (days post immunization), OD
(optical density).

Figure 3. Antibody activity of crude egg yolk anti-Sireptococeus uberis IgY
solubls extract (1:1000) with timu post-immunization determined by ELISA
(O at 460 nm). Abbreviations: D. Po. Iinm. (dayw post immunpization), OD
(optical denaity).

Figure £. The affect of antl-E. Coli IgY on the growth patiern of bovine E.
Coli, Abbreviations: incu. T. min. (incubation time in minutes), cont. (control),
o (antl), n. spec. (non-speuific), IgY (immunoglobulines ¥).

17
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Figure b. The affact of anti-E. Coli IgY on the growth of bovins E. Coli.
Abhbreviations: ine. T. min. (incubetion time in minutes), cont. {contrul), @
(anti), n. spec. (non-apecific), IgY (immmoglobulince ¥).
Figure 6. The targeting complex action:
Two major components are bound to the surface of the solid support (miaro
beads = mic. b.): (I) a targeting component (tar. comp.) compriging an antihody
(IgY, receptors, IgG) specifically recognizing the target (pathogen or other
target molecules) (e.g. Hormones, tumoar spacific antigens, virsl proteins) and
i) an active component having immuno-stimulsting propertios, which induces
phagocytosis (IgG, complement). The targeting componsent binds to a specific
target whereas the active component induces a nom-gpecific host immune
responso (0.g. phagooytes). This targeted stimulation of phagocytosis enables
specific clearance of an undosired target from the treated mammalian subjoct.

Figare 7. 8CC in milk of cows treated (left quarters) or unireated (right
quarters) with two consecutive injections of the compiax of the invention
targoied to 8. dysgalactia.. Abbraviations: SCC(somatic cell counts), Trea.
(treatad), N-Tres. (non-treated), D. Po. treat. (days post treatment),

Figure 8. The levol of the 8. dysgalactic specific complex in milk of three cows
during 72 hours post injection. . Abbreviations: Co. nn. {cow number), T. Po.
Infec. Hrs. (time post infection in hours).

Figure 9. The level of S. dysgnlactia specific complex in milk of thres cows
during firat € hours affer intra-mammary injection (Meana + SD). The time
point five hours, indicates pre-milking status and six hours indicates post-
milking status,
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Detalled Description of the Invention

A number of methods of the art of molecular biclogy aro not detailad herein, as
they are well known to the person of skill in the art. Such methods incinde
expreesion of cDNAs, anelysis of recomhinani proteine or peptides,
transformation of cells, transfoction of mammalian cells, and the like.
Textbooks describing such methods are e.g., Sambrook et al, Malscular
Cloning A Laboratory Menual, Cold Spring Harbor Labarsbtory; ISBN:
0870683096, 1989, Current Protocols in Molecular Biology ,by F. M. Ausubel,
ISBN: 047160388X, John Wiloy & Bons, Inc. 1988, and Short Protocols in
Molecular Biology, by F. M. Ausubel e al. (eds.) 8™ od. John Wilsy & Sons;
ISBN: 0471137812, 1995. These publications are incorparated harcin in their
entirety by reference. Furthermare, & numbor of immunalogical techniques are
not in each instance described herein in detail, as they are well known to the
person of ekill in the art. See 8.g., Current Protocols in Immunology, Caoligan et
al, (eds), John Wiley & Sons. Inc., New York, NY.

As a first aspect, the presant invention relatos to a multi-functional targeting
complex that induces a epocific immuno-stimulatory reaction to at least ane
target agent, prefersbly a pathologic agent. Tha targeting complex of tho
invention comprises: (a) at Isast one target recogunition component comprising
2 malecule which specifically hinds to said agent or to any functional fragment
of emid agent; (b) st least ome immunoactive component comprising an
immuno-stimulatary agent; and (c) optionally, a connecting component that
associates said at loast one targeting componont and said at least one active
component, wherein the agsodiation of the targeting component and tha active
component, optionally via sald connecting cornponent, is such that appropriate
conformation is pressrved which so that the independent biological fanctions of
both the active and the targeting components are preserved.

|
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In ono embodiment, the targeting complex of the invention induces a specific
immuno-stimulatory reaction selected from the group consiating of
phagocytogis, antibody-dependent cell-medinted cytotoxicity (ADCC),
complement activation, and stimulation of specific T cells and B cells. This
specific immuno-stimulatory reaction is targeted by the complex of the
invention to at least ana taxget pathologic agent.

As notod ebove, different components of the host immune system may be
specifically induced by the targeting complex of ths invention. In ane
component, phagocytes scavenge target pathologic agent, such as bacterial
cells, malignant cells, undeaired proteing or virus infected cells. In particular,
antibody-dependent coll-madiated cytotoxicity (ADCC) has an important role
in the destruction of many target cells, including tumor cells, by mamophages.
Opeonization of target cells with immunoglobulin G (JgQ) for cxample,
cnhances the ramoval of these materials from a host. The role of macrophages
in the destruction of Larget calls by ADCC in tha presonce of spesific antibodies
has been well established. While the salectivity of macrophage targeting is
based on antibody specificity, the lytic attack on the target cells is triggered by
Fec ruceptar-modiated ADCC.

Angther componont of the immune system is the activation of tho complement:
aystem. The two pathways of complement activation (the classical and the
alternative pathways) are both directed st a cemtral atep in complement
activation, the cleavage of C38. A single tarminal pathway is the formation of a
membrans attack complex (MAC). The classical pathway is normally ectivated
by antigon-antibody complexes, whare certein aniibodies are complement
fixing (capable of binding to complement to cause activation of the classical
pathway). Activation of the classical pathway can be initiated with hinding of
Clg, the fivst factor of complement caspade, to the Fe region of
immunoglobulin. Them, a cascade of proteclytic events resuits in the activation
of C5 convertase, which clsaves C5 into Cbb and C5a. The Cbb then binda C8.

2Z
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C7, C8, to form a C5b-8 complex. Binding of C9 moleculse to C5b-8 forms CBh-
® (the MAC), which penstratcs into lipid bilayers and forme tranamembranc
channels that permit bidirectional flow of ions and macromsleculss. By thie
mechanism, complement caueva lysis of the target pathalogis agent (such as
cells, for oxample).

The targeting complex of the invention stimulates an immune rvespomse
towards the target pathologic egent, since the activation of phagoeytcs,
egpecially macrophages, acts fo regulate both T and B lymphocytes.
Macrophages engulf the target pathologic agent bound to tha complex of the
invention and present the antigenic determinsuta of the target agent to T cells,
stimulating an immune response (Th1, and Th2 rcsponse), which results in
uctivation of B cells and production of antibodies against seld target agent
(Thl reaponse).

In 8. specifically prefarred embodiment, the targeting complez of the invention
induces a specific phagooytosis by any leukooyte such as any one of
masrophages and monocyles, targeted to at lcast one target agent. A phagocyte
is a cell that engulfs end devours enother; the process of engulfing and
davouriny is phagvoytosis. Among the importent phagocytes fox this inveption
are macrophages and monocytss. Monocytes are a type of large white blood
calls that travel in the blood but which can leave the bloodstream and enter
tissue to differentiate into macropheges. Macrophages digest debris and
foreign oells. Monocytes are guncmally characterized by the cell surfaco
exprassion of CD14.

Aceording to another ombodiment, tho targeting complex of the invention is
tergeted against & target pathologic agent such ms bacteria, viruses, fungi,
malignant cells, toxine, venoms, haptens and undesired proteine. As pon-
limiting examples for bacterial targets the complex of the invention may be
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targeted to bactoria such as, but not limited to, Pseudomonas, Staphylococcus,
Saimonslla, enterotoxigenic E. coli, Salmonella typhimurium, Aeromonas spp.,
Anthrax and also to bacterial polysaccharide and most preferably to bacterial
LPS (lipopolysaccarida). Viral targets may be for example, canine distemper
virus, hepatitis in human, particularly, Hepatitis-B surface aentigen, mouth
and foot disease in cows, Newoastle diseass virus in chicken and potato virus.
Venoms may inclnde rattlsanake snd ecorplon venom. The complex of the
invention may eleo be targeted to different proteine such as trenaferrin,
human plasmatic and platelst von Willebrand facior, to small bio-active
peptides such as beta-Casokinin-10 or to haptens such as 1,25-dihydroxy-
vitarain-I} and also to cnvironmental pollutants.

Morc preferahly, the target pathalogle agant mey be bacteria selected from the
group consisting of mastitis pathogemic bacteria, enteropathogenic bacteria
snd pathoganic furonculosis bacteria (Asromonas salmonicida in fSsh).

In & most specifically prefarred embodiment, the targeting complex of the
invention ia targeted to at lsast one mastitis pathogenic hacteria solocted fram
the group comgisting of .Actinomyces, E coli, Pesudomonas, Clostridium,
Siaphylococcus gureus, Sireplococcus agalaciiae, Streplococcus dysgolactice,
Corynebaclerium pyogenes, Enisrococcus faecalis, Corynebacterium bovis,
Nocardia asteroldss (or farcinica) end Sireptococcus uberis.

In yet anothey specifically preferred embodiment, the targeting complex of the
invention is targeted to at least one pathogemic bacteria, Aeromonas spp.,
which causcs an ulcerative disease in fich, particularly exotic fish.

In yet enother particular embodiment, the target recognition component
comyprised within the targeting complex of the invention, comprisea any ons of
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antibody or any functional fragments theracf, ligand and receptor apecific to
said pathologic agens or to any functional fragment of said agent.

In a specifically preferred embodiment, the target recognition component
comprises an antibody or any functional fragments thereof. Such antibody is
capable of specificelly recognizing said pathologic agent or any functiomal
fragment of said agent, and may be, far exampls, IgQ, IgY or IgM. Prefarably,
the recognition componant comprises an IgY¥ antibody or any functional
fragment thereof, specific to said pathologic agent or to any functional
fragment of said agent.

The term "antibody” is meant to include both intact molecules and fragments
thareof, such as, for example, Fab and F{ab%, which are capable of hinding
antigen. Fab and F(ab")s fragmenta lack the Pe fragment of intact antibody,
clear more rapidly from the circulation, and may have less non-specific tissue
binding than an inteet entihody [Wahl e al., J. Nucl. Med. 24:318-325, (1988)].
It will be apprecinted that Fab and FMab) and other fragments of the
entibodiea, and particularly ScFv are useful in ths prement invention may be
used as the tsryeting componsnt of the complex, by the same methods
disclosed herain for intact antibody molecules. Such fragmonts are typically
produced by proteolytic cleavage, using ensymes such as papain (to produce
Pub fragments) or pepein (to produce F(ab)a fragments) or by molecular
procedures.

An antibody is said to be "capable of specifically recognixing” or “wpurific for” or
“gpocific 10" a certain target coll (bactarial cell or malignant or virus infected
eukaryotio cell) if it 15 capable of specifically reacting with an antigen which is
in this particular example an extracellular marker molecule expressed by maid
cell, to thereby bind the meleculs to the antibody.
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An "antigen" is a moleculs ox a portion of a moleculs capable of being bouund by
an antibody, and which is additionally capable of inducing en animal to
produce antibody capebls of binding to an epitope of that antigan. An antigsn
may have ans, or more than one spitope. The term "epitopa” is meant to refer
to that portion of any moleculs capable of boing bound by an antibody that can
also be recognized by that antibody. Bpitopes or "antigenic determinanis"
ususally consist of chemically active surface groupings of molecules such as
amino acids or sugar side chains, and have specific three-dimensaional
structural characteristics as well ag apecific charge characteristics.

It is to be appreciated that functional fragments of the target, is eny fragment
that can bo recognized by the targoting component of ths complex of the
invention. In a profarred embodiment when the Largeting component is an
antibody, the said fragment may be an epitopo recognired by said targoting
component.

According to a specific embodiment, the targeting complex of the invention
comprises as the active component an immuno-stimulatary active component,
More particularly, this immuno-stimmlatory agent inducos phagocytosis.
Therefors, binding of the target componant to the pathologie target agent, and
activation of phagocytosis by said activating componsnt, results in the selective
phagocyte-mediated ablation of the undesivable targst.

The phagocytodis-inducing agant comprised within the targeting complex of
the inveption as an immunocactive component, nay be according to a specific
ambodiment, a polypeptide, naturally expressed on a cell surface, which is
capable of stimulating an immune respones against the cell in a host.
Polypeptides appropriate for use es immoncetimulatory cell surface
polypaptides include, but are not hirited to, the following:

a. opeonins such as IgG and C31y
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b. proteins with carbohydrate residues that interact with tho mannose-fucoss
receptor of phagucytes;
¢. profeins capable of recognition by receptors on scavenger macrophages;
d. Higands for integring located on phagocytes;
e. glycoprotaing, such as integrins and selactins; and
f fucomyl transfersse, which generates & Gal-Gal epitope recognized by
macrophages.

Aocording to a spedific embodiment, immunoglobulin G (IgQ) is the prefurred
immunostimulatory active companent for use in this invention. An IgG protein
contains (1) a Fab region {including the VH, VL and CH; domains); (2) a hinge
region, and (8) an Fc region (including the CHj end CH; domains). The Fab
region is the region of an antibody protein which includes the antigen-binding
portions. The “hinge” region ls a flexible axea on the immunogisbulin
polypeptide lhat contains many residues of the amino acld proline and is
where the Fc fragment joing one of the two Fab fragments. The Fe region is the
constant region on an immunoglobulin polypeptide; 15 located on the
immunogicbulin heavy chaina: and is not involved in binding antigens. The ¥e
region can bind to an Ft receptor on phagocytes. The aminv-proximal end of
the CHa domain, especlally amino acide 234 to 237, i important for binding of
the Fc region to the Fc recsptor. Fo receptors, such as Fo Rl, are integral
membyrane proteins located on phagoeytic white blood cells, such as
macrophages. The hinge rogion is important for regulating Fe-Fe receptor
interactions, providing flexibility to the polypeptide and functioning as a
spacar.

The immunoglobulin used for immunostimulatory component can be obtained
from any vertebrate, such as human oz mouse. Preferably, tha polynuclectide
encodes an immunogiobulin having a substantial number of sequences that are

23
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of the same origin as the host. For exampls, if a human is treated with a
camplex of the invantion, preferably the immunoglobulin ig of human arigin.

Therefore, it ie to be appreciated that proferably, the IgG ia gencrated in the
same spacies as the pubject affected by said pathologic agent.

I1gG Fc associated to eclid support (or any other optional connecting
component) in the reverse orientation, retains the biological function of IgG Fe
of hinding Fo recaptor to mediats macrophage activation. Thavefore it is ta be
noted that the IgQ Fe, should project away from the connecting companent of
the compler of the invention, in a “reversed orientation”, thus mimicking the
configuration of IgG during opeonization. This IgG which serves as the active
component binding the Fe rweepior to activate phegocytes, such as
macrophages, and may also activate the complement cascade (“complement
fixation™).

Fhagocytes rospond to eignals from the Fe receptors by assembling cytosksletal
proteins, signaling cytoskeletal-protcin esssmbly by mctivation of protein
tyrogine kinases, and by “phagocytoging” the cell coated with immunoglobulin.
IgG-F¢ RI interaction activates various biological functions such as
phagocytosis, endocytosia, ADCC, relesse of inflammatory medistors and
superoxide anion production. Macrophages possess organic anion transporter
proteinse that promots the afflux of anionic substances from the macrophags.
Thus, Fc BRI mediates ADCC by macrophages and txiggers both phagocytosis
and smperoxide production. For that reason, the complexew of the invention
whare the F¢ domain of 1gG is assoriated as an active component, interact with
pbhagocyts Fe receptor and cause phagocytes to bind to the complex bound to
the target pathologic agent (through its targeting enmponent), induaing ADCC.
The IgG: and IgGa isotypes, that interect with the high affinity resoptor Fc RI
on macrophages, are preferred for the complozes and methods of the invention.

2&
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Macrophages, dendritic cells and B oalla ave all antigen presenting cells (APC),
which can also prasent antigena to T colls. In this way, APCa are invulved in
other componcnis of the immune response, including the humoral immune
response (antibody production) and cellular immune response. Thus, APCs
which enpulf the complex of the inventlon which stimulates binding and
ontrance of the pathogen vie Fec receptor, present the antigenic determinants of
the targot agent to T cells, stimulates cellular and humoral immune response
apecific for the target sgent. This particular possibility is especially
advantageous in viral infections where no effective thorspy is available.
Therefare, the complex of the invention may be used 28 & apecific therapy in

According to anther preferred ambodiment, the optional connecting component
comprived within tho targeting complex of the invention, may be any one of a
solid support such as polystyrene beads,.. Sepharcss beads, agarcse beads,
cellulose beads, a chemical linkar, a peptide, oligopeptido or polypeptide linker,
a seocharide, oligosaccharide or polysaccharide linker, poly-amine and Yipid
linkar and any protein or particularly scaffold protein.

As indicated above, both active and targeting componants may be associated by
a chemical linkor to the optional conmecting component. Altermatively, the
ohemmical linker itsalf may function as the connecting component. Cross-linking
proteing is well known in the art, see e.g., Chemlsiry of Protein Canjugation
and Croes-linking, Shan 5. Wong, CRC Press, 1991. Proteins may be cross-
linked by their functional groups. Usually, the SH or NH2 groupe of proteins
are used for that purpose. Chemical groups that react with SH groups include
e.g., dithio groups, including pyridyldithio groups, haloacetamido groups,
including iodoacetamido groupe, maleimido groups, including elkylmaleimido
groups, and tha ke groups known to the nkilled person. Amino groups may be
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coupled using optionslly sulfonated N-hydroxysuccimimide estar groups,

imidoester groups, including methyl pimclimidate and methyl suberimidate

groups, or carbadiimide groupa. Also free carboxyl groups of & protain may be

used for cross-linking, e.g. wwing an amino group such as an alkylamine group,

and providing a dehydrating agent in the reaction.

The cross-linker used far proper essociation of both complex components may
be homobifunctional or hetsrobifunctional. Examples for homobifunctional
crogg-linkers ineclude disnoainimidyl suberate (DES), disuccinimidyl glutarate
{DSG@) and dimethyl suberimidate (DMS). Examples for heterobifunctional
crogs-linkars include m-maleimideobanzoyl-N-hydroxysuccinimids ester (MBS)
ond N-gamma-malaimidobutyryloxy-euesinimide ester (GMBS). In yet another
embodiment of the invention, a cross-linker is capable of reacting
unspecifically with proteins, for instance by photoactivation. Examples for
photureactive groups are e.g., the azidobenzoyl, azido-nitrobenzoyl, azido-
hydroxybenzoyl or azido-coumarin groups. Examples of photoreactive cross-
linkara include p-nitrophenyl-2-diazo-3, 8, 3-triftucropropionate (PNP-DTP)
and azidobenzoyl hydraexzide.

A carbohydrate-reactive cross-linker may be also used. Carbohydrate reactive
groups include e.g., the aldehyde group, the glyoxal group, or the sullone
group. Cross-linkers reactive with tarbohydratss include e.g., the above
azidobenzoyl hydrazide, 4-[m-malsimidomsethyl]-cyclobaxane-1-carboxyl-
hydrazide (Ma2CsH), or 4-(4-N-maleimidophenyl)-butyric acid hydrazide
(MPBH). If any of the complex components (active, targeting and optionally
connecting component) dosa not comprise cystsine residues, a photoreactive
cross-linker or an amino-reactive croas-linksr may be used, such as the
activabed N-hydroxy suctinimide derivative of the above MsCeH or MPBH, e.g.,
4-(4- (succinimido-N-oxo)}-phenyl)-butyric acid hydmszide. Alternatively, when
it 18 desired to uee the above cavbohydrate and sulthydryl-reactive croas-
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linkars, & second cross-linker may be used, which may be linked to the
sulihydryl-reective moisty of the first cross-linker. The proteln ‘may then be
coupled viz the second functionality of the second cross-linker, which
advantageously is a group reactive with amino groups, such as an activatad N-

The above noted oross-linkers aro commercially available, e.g., from PIERCE,
an listed at p. 0-80 to 0-104 of the 1984 Life Sciences Praduct Catalog and
Handhook of PIRRCE, Rockford, IL 81105 UBA, ar from othur suppliers in the
field of organic chemistry, such as e.g., Sigma, St. Louis, USA.

US 8,306,801 describes tho conjugation of immunalogieally active proteins, e.g.
antibodiss, to a wlid phase vin a rather elaborate set of throo distinct
molecules: first, a tross-Hnker which binds to amino, carboxyl or thiol groups
on the surfaco of the solid phese and provides a group capable of reacting with
thioln (e.g. maleimide); second, a cross-linker that binds to NHj groups of tho
protein to be conjugated and aleo provides a group capabls of reacting with
thiols (6.g. maleimidc), and third, a dithicl reagent oapable of joining the aolid-
phase bound thiol-reactive group with ths protein-bound thiol-reactive group.
This set of cross-linkers may also be used in the present invention, for the
purpose of cruss-linking of the tarpeting component (e.g., Ig¥) and the active
component (IyQ) together, or associsting both componenis to a comnecting
component (auch aa a salid support, beads, ete. ).

In anotber embodiment of the invention, tho active component or ths targeting
component may be cross-linkad directly to the connecting componant that may
be for example a solid support comprising carbohydrates. This may be
accomplished o.g., by uging a bifunctionsl cross-linker capable of rescting with
carbohydrates on the one hand, and with proteins on the other. For instance,
thomﬁnhrnﬁdobmmlhymmﬂ)mhmhdhthamﬁwq
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the targeting component, using the photoactivatable azide group of the cross-
linkar to nonspecifically bind to seid component In a sccond etep, this
“activated” component may then bs reacted with the solid support, whereby
the carbohydrato-reactive hydrazids group of the oross-linker binds to ghucose
units in the carbohydrate. This non.covalent bond may then be allowed to
form, depending upon the roaction conditions, such as concentration of walt,
presence of caunstic solutions, reaction time, apnd the liks, to form the desired
complex.

Associatipn of both componenta may be carried out for example using a peptide
linker ag the connevting componant, The peptide linker i a peptide of suitably
amino acld sequance which is expected not to interfere with the sscondary and
tertiary structure of both components. Tho linker peptide may be connected to
the active or the targeting componsent by a cross-Yinker, as deacribed above for
Hnking proteing. The nscessary functional groups for arvss-linking may be
provided In the linker poptide by the choice of amino acids. For instance, lysine
oT arginine is chosan whon it is deaired to use amino groups for cross-linking.
cysteine residues are chosen when it is desired to use wulfhydryl groups for
cross-Hnking. lutamic arld or aspartic acid may be chosen when it is deeired
to nse carboxylic acld groups for cross-linking. Groupe that are not desired to
be reactad may be protectad by a suitable protection group as known in the art
for amino, carboxyl, or sulihydryl groups.

The linker may prefcrably comprise between 10 and 150 amino acids in length.
Further preferably, the linker comprises small, uncharged amino acids, such
as glycine, alanine, valine, serine, or threonine. The linker preferably contains
glycine and serine residuss. The ratio between the glycine and serine residues
is preferably about 8:1 to 4:1, An exampls for a 17 amino acid Glycine/Sexine
linker ia GGGGSAGAGRAGGGESAA.

3
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Alternatively, both componenis may be linked via a peptids, by using
recombinant DNA technology.

In one preferrcd embodiment, associstion of both active and target compenent
through 2 solid support, may be preformed by the avidin-biokin system, a»
dsacribed in a layge number of publications. The avidin moleculs is a proteio
originaily isolated from chicken egg protain. This protein may be expressed ss
a fusion protein with one of the complex components, or preferably may be
cross-linked to the connecting component (solid suppurt, such as beads). The
other component may then be cross.linked to biotin, which is a small vitamin
moleculs. Methods for ¢rose-linking biokin ta proteins are well known to the
person of skill in tho art, and bave been widely published in many articlea and
text boaks. In yet-anothar aption, the connecting component meay be an avidin
moleculs or any fragment thereof In such case, the targeting componsnt
should be blotinylated and the immunoactive component would be an anti
avidin IgQ antibody. It is to be appreciated that other high affinity gystams
may bo used for associating the complox of the invention. Such systems includs
a8 non-limiting example the GST-glutathione systom and CHD-callulosc.

In another preferred embodiment, the complex of the invention comprises only
target component and immunoactive componant. Both componeants are directly
attached without any connecting component. According to this particular
embodiment, the target component may be an antibody targeted aguinst the
target agent, for example an IgY antibody, and the active component would be
an IyG anti IgY sntibody. Binding of both components retaine the appropriate
conformation (having the Fe of the Ig( molecule fres).

It is to be appreciated that any targeting complex of the invention bay be
comprised of different targeting componenis targeted to differant fragmente of
a target pathogen or to diffarent pathogena.
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In a partioular embodiment, tha invention relates to a multi-functional
targeting complex that induces specific phagocytoais of at least one target
mastitia pathogenic bacteria in cattle infected by said bacterie. This apecific
complex comprises: (a) at least ons target recognition component comprising a
molecule which specifieally binds to the mastitis pathogenie bacteria or to any
functional fragment of said bacteria; (b} at least one immunoactive componant
comprising phagocytosis inducing ageni; and (c) optionally, a connacting
component that assoclates said at least one targeting component and seid at
least one active component. Both ective and targeting components are
associated, optionally by the coonscting componont, in an appropriate
conformatlon which preservas the independent biclogical functions of both
eomponents,

This targeting complox according to a specific embodiment comprises as a
target recognition component, an IgY antibody specific for maatitis pathogenic
bactgria. More upecifically, the targeting complex of ths inventlon may
comprise at Jeast one IgY antibody specific for at least ome of the mastitia
pathogenic bactaria such as, but not lLimited to, Actinomyces, K. coli,
Pseudomonas, Clostridium, Staphylococcus sureus, Strepiococcus agulactiae,
Sireptococcus dyagolactiae, - Corynsbacierium pyogenes, Enterococcus fascalls,
Corynebacterium bovis, Nocardia asieroides (or farcinica) end Streptococcus
uberis, mycoplaama, viruses and endotaxins.

Optionally, said complex may comprise different IgY auntibodies, each targeted
{0 a difforent mastitia pathogenic bacteria.

Accarding to a specificelly preferred embodiment, the taxgeting complex of tha
invention comprises as a phagocylosis-inducing agent an IgG molecule
preforably gonerated in a bovine antmal.
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In another specific embodiment, the invention relatea to a mulii-functional
targeting complex for inducing specific phagocytoais of at least one target
pathogenic bacteria cansing ulcerative disense in flsh infected by said bactaria,
said complex comprises: (1) et least cme target recognition component
compriging & molecule which specifically binds to Aeromonas spp. pathogenio
bacteria which causce ulcerative disease in fish, or to any functiozal lragment
of said bacteria; (b) an active component comprising phagocytosia inducing
agent; and (c) optionally, a conneoting eomponent that sssoclates at least one
of said targeting component and at lsast one of said active componant, wherein
the independent biologionl functions of said targeting component and said
active component are retainad.

The particular targeting complaxes of the invention may optionally furtber
comprise s a connocting componsnt, uny one of, but not Hmited to, a solid
support, a chemical linker, polypeptide linker, protein, polysaccharide Sinker
and lipid Hokar.

Such solid support may he for axample a polystyrens micro-aphore bead, and
more particularly, ao avidin-coated polyetyreno bead. In this particular cass,
the target rocognition component may be a biotinylated IgY antibody apecific
for mastitis pathogenic bacleria. Firther, this particular targeting cmnpiox
may preferably comprise as the phagecytosis-inducing agent, an antl-avidin
IgG molecule, which is most preferably, yenerated in a bovine animal.

In a further aspect, the invention rclates to a composition for the treatment of
a pathologic disordar in a subject. The composition of the invention comprises
ag active ingredient a multi-functional targeting complex in scoordance with
the invention.
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The composition of the invention mey optonally further compriss
pharmacentionlly and/or wveterinarily acceptable diluant, exripient and/or
additivo.

According to onc emabodiment, the eomposition of the invention is intended for
the treatment of a pathological disorder that may be any one of immune-
ralated diaorders, viral, fungal or bacterial infections and malignant disorders,
in a suhject in noed of soch treatment.

The pathological disorder to be treated may be a vira] infeetion caused by
different viruses such as influenza virus, human immunodeficiency virus,
Epetein-Barr virus, cytomegalovirua, vaccinia virus, hepatitia virus, mouth
and foot disease, Newcastle disease virus and herpes virus, or a malignant
dizwass such ns molanoma, carcinoma, lympboma and sarcoma.

The subject to be treated may be according to a prefarred embodiment, any one
of human, dumestic and non-domestic mammal, domestic bird, aquaculture,
prefersbly, fish end exotic aguarium fish, It shon]ld be appreciated that the
treated subject may be alen uny roptile or 200 animal. Mors preferably, the
composition of the invention is intended for domestic mammals. By
“mammalian subject” ia meant any mammal for which the proposad therapy is
deaired, including human, equins, canine, feline subjects, and most preferably,
cattls, particulavly bovino animals such as cows, goats and sheep. In yet
another specific embodimont, the complex and composition of the invention is
intanded for the treatment of domestic fish and exotic fich such as for example,
carp and Kol figh.

In a particular embodiment, the pathologic disorder to be troated with the
compogition of the invention may be a bactarial infection. More greferably, the
bacterial infection may be bovine mastitis.
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Therefore, the invention further provides a composition for the treatmant of
mastitis in bovine animals. Such specific composition acoording to ano
embodiment comprices as active ingrediant a multi-functional targeting
complex that induces specific phagocytosis to at least one target mastitis
pathogenic bacterie in bovine infected by said bacteria. More specifically, the
complex compriged within this epecific compogition for mastitis, comprises:

{a) at least one target xecognition component comprising a molecule which
specifically binds to said maastitis pathogenic bactaria or eny functional
fragmont of said bactaria; (b} an active component comprising phagocytosis-
inducing agent; and {c) optionslly, & connecting component that associates at
least ome of smid targeting component and at least one of said active
component. It is to be noted that by association of both components, optionally
by the connecting component, the indespendent biological functions of ths
tarpeting compopent and tho astive componant are preserved.

According to a specifically prefmrred embodiment the composition of the
invention comprises as an active ingredient, a complex gompriring an avidin-
coated polystyrens bead ms a cannecting compoment, a hiotinylated IgY
antibody specific for mastitiv pathogenic bacteria, ag the targeting component,
and an anti-avidin IgG molecule, which is most preferably, gonsrated in a
bovine animal.

The inventiom furthor provides for a compusition for the treatment of
ulcerative disesse in fish. Such specific composition comprises as active
ingredient a mulii-functional targeting complex, that induces specific
phagocytosis to at least one target Aeromonas app. pathogonic bacteria in fish
infected by seid bacteris, said complex comprises: (a) at least one target
recognition component comprising a moleculs which specifically binds to said
Aeromongs spp. petbogenic bacteria or any functional fragment of said
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bacteria, prefersbly, such component may be IgY antibody which specifically
recognizes antigenic deteymimants an said bacteris; (b) an agtive component
comprising phagocytosis inducing egent, preferably, an immuncglobtline
molecule generated in fish; and (c) optionally, a connenting component that
associates at least one of said targeting component and at least one of said
active component, wherein the indepandant hiological fumctions of said
targeting component and said active componsnt are reiainod.

The present invention further relates to a composition for inducing a specific
phagocytogis sargeted to at least ane target pathologic agemt ralated to a
pathohgicaldhmdminnmbjectsu!ﬁaﬁngﬁumuiddimﬂqr.Amdinshm
embodiment, this composgition comprises as an active ingredient, the multi-
functional targeting complex of the mvention, and optionally farther comprises
pharmaceutically andfor veterinarily acceptable dilusnt, excipient and/or
additive.

According to a specific embodiment the invention relatas to a composition for
inducing a specific phagocytosis of at least one target mastitis bacterial
pathogen in a female bovine animal suffering from mastitis. This composition
comprises as an asctive ingredient, a complex comprising an avidin-coated
polystyrens bead ss a connecting component, a biotinylated IgY antibody
gpecific for mastitia pathogenic becteris, as the targeting component, and an
anti-avidin IgG moleculs, which is most prefersbly, generated in bovine and
optionally further comprises pharmaceutically and/or vetarinarily acceptable
dilvent, excipient and/or an active or supporting additive.

In yet another particular embodiment, the invention furthor provides for a
composition for inducing a specific phagocytosis of at least ome target
Asromonas spp, bacteria] pathogen in a fish suffering from ulcerative disease.
Such specific composition comprises ag an active ingredient a multi-functiomal
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targeting complex according to the invention, and opticnally further comprises
phermaceutically and/or vetsrinarily sccepteble dilueni, excipient and/or
additive.

In a third aspect, the present inventim relates to a mathod for the treatment
of a pathaological disorder in a subject. The method of the invention comprises
administering to the subject a thorapeuntically effective amount of & targeting
complax according to the invention or of a pharmaceutical compositiom
comprising the same,

As used herein, “effective amount” means an amonnt necessary to achisve a
solected Tesuit. For example, an effective amount of the composition of the
invention usefnl for inducing tergeted immuno-stimulatory offect, and
praferably, phagucytosia towards the target pathologlc agent.

Tha complex of the invention may he adminiatered directly to the subject to be
ireated, or it may bo desimble to administer to the subject compoaitions
compriging said targeting complex and it may be desirable to add acceptable
cariery, adjuvants or diluents to the composition prior to its administwation.
Therapautio formulations may be administered in any conventional dosage
formulation. Formulations typically comprise at least one active ingredient, as
defined sbove, together with ono or more acceptable carriers thereof

Easch carricr ehould be both pharmaceutically and physiclogically acceptable in
the sense of being compatible with the other ingredients and not injurlous to
the subject. Formulations include thoss suitable for oral, rectal, nasal, or
parenteral  (including  subcutansous, intremuesglar, intravenous,
intramammary and intradermal) administration. The formulations may
conveniently be presented in umit dosage form and may be prepared by any
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msthods well known in the art of pharmacy. The nature, availability and
sources, and the administration of all such compounds including tha effackive
amounts necessary to produce degirable effecty in & subject ave well known in
the art and need not be fuurther described herein,

The compositions of the invention may further contain a pharmacsutically
accaptable carrier, additive, diluent or excipient. Suitable carriers include, o.g-,
saline phosphate buffsred saline, snd saline with 5% HSA or PPF. Other
suitable carriers are well known to those of skill in the art and are not a
limitation. on the present invention. Bimilerly, ono of gkill in the art may
readily salect other desired components for inclugion in a pharmaceutical
compoaition of the iovention, and such components are not a limitation of the
present invention.

The pharmacoutical compogitions of the invention genarully further comprioe a
buffering agont, an egent which adjusts the osmolarity thereof, and optionally,
ode or more pharmaceutically acceptabls carriers. oxcipients and/or additives
ey known in the art. Supplementary active ingredicnts can also be
incorporated into tho compositions. The varrier cen bo solvent or dispersion
medium containing, for example, water, athannl, polyol (for example, glycerv).
propylans glyoul, and liquid polyethylsne glyoul, and the kkc), suitable
mixtures thereof, and vegetable oils. The proper fuidity can be maintained, for
example, by tho use of a coating, such as Iacithin, by the maintenance of the
required particle size in the cass of dispersion and by the use of surfuctanta.

The composition of the invention may be mixed with nutritive feed material or
water suppliss for the animal It is contemplated howover that the effective
composition can either be mixed with the nutritive feed matarial or water or
fed to the animal ssparataly. The effoctive composition must be provided in an
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amount effoctive to stimulate targeted immuno-stimulatory reaction and
prefarably, phagoaytosls towards the pathologic agent.

More preferubly, the complex or compoaitions of the invention may Lle
administered by a route gelectad from orel, intravenous, parenisral,
transdermal, subcutaneous, intravaginal, intranssal, mucosal, sublingual,
topical and rectal edministration and any combinations thereof For the
treatment of mastitis, topical intramammary administration is preferred For
the treatmont of ulcerative disease, particularly, furculosis in fish, topical or
intraperitoneal administration are preferred. It should be noted that preferred
topical treatment of fish may be psrformed by dipping the fish in water
cantaining the specific complex of the invention.

The pharmaceutical forma suiteble for injection use molude sterile aqueous
solutions or dispersions and sterile powders for the extemporanecus
preparation of sterile injectable salutiona or dispersions. In all eages the form
must be sterile and must be fluid to the axtent that sasy syringeahility exists,
It must be stable under the conditiona of manufasture and storege and must be
preserved against the contaminating action of microorpenisms, such as

Tho prevention of the action of microorganisms can be brought about by
various antibacterial and antifangal agents, for aexample, parebens,
chlorobutanol, phanol, sorbic acid, thimerosal, and the like, In many cases, it
will be preferable to include isotonic agenta, for example, sugars or sodium
chloride. Prolongsd absorption of the injectable compogitions can ba brought
about by the use in th® compogitions of agunis delaying absarption, for
sxampls, aluminum monostearate and gelatin.
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Sterile injectable solutions are prepared by inecrporating the active compounds
in the required amount in the appropriate solvent with various of the othar
ingredients smumerated above, a8 required, followed by filtered sterilization.
Generally, dispersims are prepared by incorpovating the various sterilized
active ingradients into a sterile vehicle which containg the basin digpersion
medium and the required other ingrediants from those enumerated sbove.

In the case of sterile powders for the preparation of the sterlle injectable
eolutions, the preforred method of prepuration are vacuum-drying and freexe
drying techniques which yield a powder of the activo ingredient plus any
additional desired ingredient from a previously sterile-filtered solution thereof.

In one embodiment, the methnd of the invention utilizes any one of tho
compositions according to the invention. More preferably, these compositions
comprising as an effective ingredient any one of tho tergeting complexes of the
invention,

In yet another embodiment, the method of the invention is intended for ths
treatment of a pathological discrder which may be any one of immune-relatad
diaorders, virsl, fungal or bacterial infections and malignant disorders.

In a specifically preferred. embodiment, the pathological disordar may be a
bactarial infoetion.

In a particularly preforred embodiment, the invention relates o a method for
the treatment of mastitis in bovine. This spedcific msthod comprises
adminjstaring to said bovine in need a therspeutically effective amount of a
targeting complux capable of induclng specific phugocytosis targeted to at losst
one iarget mastitis pathogenic bactaria in said infected bovine, or of a
pharmaceutical composition comprising the samse, said complex compriges:
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(a) at least one target recognition compoment comprising a molecule which
specifically binds to said pathologic agent or to any functional fragment of said
agent; (b) an active component comprising an immmuno-stimulatory agent; and
(c) optionally, a connecting component that assoclates at least one of said
targeting component and at Isast one of said active component. The association
of said targeting component and said active component, optionslly by seid
connacting component, should retain the independont biological functions of
both the active and thoe targeting componenta.

The invention further provides a meathod for stimulating specific phagocyta
activity. A targeting complex containing the IgG is mads to contact a
phagocyte, such as a macrophage or other APC. The contact stimulates an
increasod phagocytic activity by the phagocyte. The phagocyte may engulf the
complox bound to tho target egent and enmbles rapid clearsmce of said
pathologic agent from the host.

In yet another particularly preferred embodiment, the method of the invention
utiizes a particnlar compesition of the invention. According to this
embodiment, this compogition comprises as an active ingredient, a complez
comprising an evidin-coated polystyrens bead as a copnacting componant, a
biotinylated IgY antibody specific for mastitis pathogenic bacteria, as the
targeting compoment, and an anti avidin IpG molecule, which is most
preferably, generated in bovine. This particular compogition may optionally
further comprise pharmeaceutically and/ar wvetarinarily acceptable diluent,
excipiant and/or additive.

8tlll furthaer, the invention relates to a method for the treatment of ulcerative
disease in. fish comprising administering to said fish in need a therapeutically
effective amount of a targeting complex capable of inducing specific
phagocytosis targeted to at lsast ono target Aeromoncs spp. pathogenic
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bacteria in paid infacted fish aocording to the invention, or of a pharmacewutical
compaosition compriging the sama.

The presant invention further relates to the use of a multi-functional targeting
complex of tha invention, in the preparation of a pharmaceutical composition
for the treatment of a pathological disorder in a subject in need.

This pathological disorder may be according fo a specific emhodiment any ons
of immuna-related disorders, viral, fungal or bactarial infections and
malignant disorders. Prefarably, the pathologioc disorder is a bacterial
srdct

In another specifically preferred embodiment, the invention relates to the use
of a specific multi-functional targeting complex, in the preparation of a
pharmaceutical composition for the treatment of mastitis in bovine. This
particular complex comprising an avidin-coated polystyrene bead az a
conpecling component, r hiotinylated IgY antibody specific for mastitie
pathogenic bactaria, as the targeting component, and an emti avidin IgG
moleculs, which is most preforably, ganerated in bovine.

In yot anothar embodiment, the invention relates to the use of ancither
particular mulfi-functional targoting complex, in the preparation of a
pharmacautical composition for the treatment of mastitis in bovine. SBuch
complex comprises a targeting component and an immuncactive componant,
both are directly attachsd without any connecting component. Acoording to
such embodiment, the taryeting component may be an IgY antihody directed
apaingt mastitis pathogenic bactaria, and the immunoactive component is an
IgG anti IgY entibody. Binding of both components retaina the appropriate
conformation (having the Fc of tho IgG molecule fires).
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Unless defined otherwise, all technical and eclentific terms used herein have

the same meaning as commonly understood by one of grdinary skill in the art

to which this invention belongs. All patents and publications cited in this

specification are incorporated by reference.

Discloscd and described, it is to be undarstood that this invention is not limited
to the particular examples, process steps, and materials disclosed herein as
such proceass steps and materisls may vary somewhat. It 6 also to be
understood that the terminology used berein is used for the purpose of
deacribing particular embodiments only and not intended to be limiting since
the scope of the present invention will be limited only by tho appended claims
and equivalenis thareof. '

Throughout this specification and the claims which follow, unleas ths context
requires otherwise, the word “compriss”, and variations such as “comprises”
and “comprising”, will be understood to imply the inclusion of a stated integer
ar atep or group of integers or steps but not the exclusion of any other integer
or gtep or group of integers or stepa.

It must bo noted that, as used in this specification and the appended elaims,
the singular forms “a”, “an” and “the" ineclude phural referents unless the
content clsarly distates otherwise.

The following examples ere representative of techniques employed by the
inventors in carrying out aspects of the present invention. It should be
appreciated that while these techmiques are ewemplary of preferred
embodiments fior the prastice of the invention, those of skill in the art, in light
of the presant disclosure, will recognize that numerous modifications can be
made without departing from the apirit and intended scope of the invention.
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Examples

Experimenial procedures

Bacteria

Spocific mastitis pathoguns {Staphylococous aurcus, Streptococcus agalactiae,
Stroptococeus dyegalactine, Streptococcus uberis, and E. coli) were either
purchased from ATOC (Hy Lab, Rehovot, TL) or takoen from stocka of the Israeli
Vatarinary Authorities (Beit Dagan, I}, according to the following accession
numbers; Staphylocoecus aurens, 2449/1; E. coli, Ein Hashofet 169. ATCC:

Streptoonceus agalactiae ATCC 27956, Sireplococcus dyagaloctiae ATCC 27957,
Streplocnceus uberis ATCC 27968,

_ Antigen preparation

Bacteria as well as purifiad proteins were used as entigens for the production
of specific IgY. Bacteria were cultured in a specific medium as indicated helow,
and were prepared for vaccination. as follows;

Frecze dried bacteria (Staphyloroccus auruss, Sireptococcus agalactice,
dysgalactiae and uberis) werc thawed [1 m} Nutrient broth (NB) (Difw,
Detroit, MD], inoculated on blood agar and incobated at 37¢ C for 24 h to
confinm vitality and purity. -4 eolonies were salacted and inscylated in 250 ml
87'C Columbia broth (CB) (Difeo, Detrait, MI) (12-24 h at 37°C) supplementad
with 0.19% D-glucoge, yeasl extract, and 0.5% NaCl in a 1 liter Ehrlenmuyer
and incubated at 37°C far 10 h. Streptococcus were inoculated in 250 ml NB at
87°C. The barteria were separated by centrifugation (1000 x g, 16 min) and the
pellat was washed (x 8) and resuspendsd in non-pyrogenic PBS (pH 7.6; 0.01M)
to approximate 1.2¢10% cells, as indicated by McFarland equivalence turbidity
standard 4 (1.2 x 10 cull/m]) (romal, 12076 Santa Fe, Lenoxs, Ka). To confirm
purity, blood agar plates ware inoculated and insubated. The pellet was
subjected to mechanical agitation with glass beads by cell homogenizer (Braun
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Melsungen AG, Germany). After removal of the glass beads and intmet
bacteria, the homogenate wes filtered through 0.2 pm-pore-size membranes,
protein concentrations were delermined with the Protein Assay kit (Bio-Rad,
UK) and stored at -20°C. To confirm starility, blood agar nlates were
innculated and ineubated under appropriate conditions.

In an additional method, bacteria wore moculated and allowed to grow aa
described above. After incubstion, bacteria ware harvested by centrifugation at
10,000 x g for 20 minutes and then suspended in 30 mM PBS (pH 7.0).
Bacteria were then divided into three groups for the following processes: (1)
inactivation with formaldehyds (0.05%), (2) insctivation by heat (100°C for 10
minutes), snd (3) scmication. A mixture of the treated fractions was used for
vaocination,

Preparation of E. coli anligen

E. coli were cultured in 260 mi NB (Difto, Detroit, MT)}, in a 1 liter
Bhrlenmeyer and incubated at 37° C for 24 h. The bacteria pellet was aomicated
with glase beada as doacribed above.

Production of IgY

Thres to six, 35-50 wk-old commarcial White Leghorn hens per group ware
immunizad by en intramuseilar injection at two sites of breast muscle of 0.05-
05-0.8mg of antigen with Freund’s incomplste adjuvant, in a totol volume of
0.8-1.0 m] per chicken. The adjuvant comprised half of the injected volume. A
boosler injection was given Intramuscularly 2-3 wk thereafter with tho same
dose emulsified with Freunds incomplets adjuvant. Blood samples were
collected from wing vein on every week after the initle] injection. Eges were
collected daily and stored below 20*C until analyzed,
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Isolation of IgY from egg yolk
IgY were isclated from by the following stepe:

1.
2.

7.

Separation of the yolk from the white;

Water dilution of yolks (10 m! yolk to 100 m] water), pH = 6.8 and stirring
with an electric mixor In temperature less than 20 C for 4-8 hrs;
Delipidation - by filtration of the saluble water fraction under vacuum
through a filter paper (1374 Bunfilter, Schlaicher & Schuell GmbH,
Germany).

Precipitation of the suluble filtered irotoins by ammonium sulfate (60 %;
wiv)

Centrifugation (10000g, 20 min) und re-suspending the precipitate in
ammoanium sulfate (60% w/v) medium at 4°C.

Isolation of the IgY by gol fltrativn, using T-gel (Pierce, USA), anion-
exchange (DEAE-Sephacel) and pel filtration (Ultragel AcA 22)
techniques.

The crude (5) or the purified (8) IgY wore diluted in a serial 1:10 dilution
order with PBS bafore use.

1Y Specificity
Since most commereinl birds are routinely vaccinated against NDV (New
Qastle Diseass), anti-NDV antibodies were used to test the efficiency of IgY

ELISA for intact bacteric

Quantitetive ELISA for measurement of specific anti-bactevia IgY
concentrations and Standard IgY: Wells in o plate ware coated overnight with
100 (1 of polylysine (10ug/mi), then 2004l of specific bacteria in broth (0.3 OD)

18
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were added. Twenty four hra later, 100 ul of gluataraldehyds (0.07%) were
added for 156 min and washed with PBS. Wells wers blocked with 100 ul of 2%
milk powder and 100mM glycine. Crude samples of IgY were serialy diluted in
PBA (Akita and Nakai, 1992) and 100 ul of serial 1:10 dilution in duplicates
were applied to the wells. Plates were ncubated at 37°C for 2 h and washed
with PBS-T (Phosphate Buffar Saline- TWEEN20 ™ and then incubated with
100 pl of rabbit anii-chicken Ig¥ conjugated with horseradish peroxidase
{1:10000 in PBY). After incubation at 37°C for 1 b, plates werc washed three
times with PBS-T (Phosphate Buffer Salinge — TWEEN 20), fillowed by
addition of 100 pl «f (reshly prepared substrate solution, 2-2-axino-his (3-
ethylbensthiazoline-8-pulfonic aud) in 0.05 M phospbate citrated buffer (pH
§.0). The optical density at 450 am wes then recorded.

IgY and bacteria growth patiern- Agglutination test

In order to examino the extent of out-membrane antigen recogunition by Ig¥
and its inhibitory effect on bactorial growth, various bacterial pathogens [107
CFU/ml (colony forming units) E-media broth] were cultured in a tripticaso soy
bhroth (TSB) in the presenca of specific- and non-specific control IgY. IgY
concentration ranged between 250-500 pg/ml wore incubated at 37°C for 1 to 8
h The bacteria growth curve was celoulated using optical dsnuity
meagsurement at 580 nm.

Antigen-Anitbody Binding and Pathogen Growth Pailern

The effactiveness of IgY to bind, nevtralize or reduce the praliferation of
various mastitis pathogenic bacteria was examined in an additional method.
Mastitis pathogen (107 CFU/ml E-medin broth) wea ocultured in TSB with
speaifio- and non-specific control IgY (260-500 pg/ml) and allowed to insulate at
0-4°C for 80 min. Then cultures ware diluted to serial dilutions with a sterils
TSB apd 10ul (in triplicates) of the diluted medium, were inoculated on the

7
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appropriate plate and were incubated at 37°C for 24 hrs. The colonies of each
treatment were counted and their size was measured.

Micro/nanuo carrier preparation

Commercial carboxylatod microbeads are aclivated by using 1-Ethyl-3-(8-
dimethylaminopropyl) carbodiimido hydrochloride (EDC) in the presence of
Avidin. The EDC activate the carboxyls group and allowed efficiant coupling of
amine group in avidin with carboxyl group. This results in formation of aroide
bonds ecupling avidin molecules to each micro-bead.

Agtachmeni of tha targating component fo the activated beads

At the firat stage, IgY antibody (specific anti K. eoli IgY for example) is
biotinylated using Bulfo-NHS-biokin reagent using common hictinylation
method. The resulting bistinylated anti B. coli IgY is then mixod with Avidin.
microbends at various ratio for 1 hr et room temp.This step ia followed by
addition of Bovine anti Avidin antihody which allowed to reacted with the
microbead-Avidin-Biotinylatad-IgY. In lbig enntext, antibody was raised in calf
immunizod with Avidin,

Deoeiopment of an in-vilro aseay for phagocytoeis
The present procedure was adapted from the TECHNICAL DATA SHEET 480
{2001) of PalySciences Inc (PA, USA).

Polystyrans microparticies (1, 2 and 3 um) have buen used for phagocytosis
studies. To elicit this response, the particles were firet coated with avidin, then
a epecific bovine Ig@ anti-avidin and the specific Ig¥Y produced against mastitis
pathogens were bound, as described above. Micyobeads (1 um, 1 x 10% per
group), were costed with various ratios of IgG:1gY (0.6 to 0.7 pg/ml, 80 min 87
C). After opsomization, one miltion microbead coated compments wore
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incubated with ox without 10t B, coli bacteria and were sxposed to cow blood
phagocytes (granulocytes, monocyten, and macrophages). Cells wera
coptinpusly mixed for 60 min at 37°C during which phagncytosis oceurs. The
reaction was then stopped by the addition of ice cold FBS, centrifuged 1000 x g
for 6 min and samplos of 10 pl diluted in a 1:10 order were applied on e tryptic
soy agar plabe foor determination of CFU. Then the colls were washed to remove
any free purticles in the medium and re-susponded in cold daionived HzO and
analyrad for the number of bacteria, This procedurs snables the detarmination
of phagocytic aclivily by messuring the number of becteria left in madium
aftar incubation with known numbers of bacteria with the described complex.

Phagocytosis useay with muiti-functional targeting complax (microbsad coaled
components)

(1) 200 ul of anticvegulated whole blood were addod to a polypropylens
tube.

(2) 10 pl of microbead coated componenls (108 particles/ml) were added to
tho tube and incubated with gentle shaking for 80 te 60 min at 37°C.

(8) At the end of the incubation phagoeytosia is terminated by adding 2 ml
of ice cold PBS and mixing.

{4 The cell pellet is re-suspended in 8 ml of sterile wator and gantly mixad
for 20 to 30 saconds. 1 ml of 8.6% NaCl ir added to make the suepension
isotonic and the calls are pellated by centrifuging at 500 x g for 6 min.

(5) The cells were resuspanded in 500 pl of eold PBS, und samples were kept at
4°C, and analyzed as soon aa posuibls,

SCC (Somatic cell counta)

The SCC was datermined with & Coulter call counter (CC), Z1 model, Coulter
Eloctromics Linrited, Luten, UK).
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N-acetyl- -D-glucosaminidase (NAGase)
The concentration of NAGase in milk was fluorametrically determined
according to the ADIMILK NAGase teet, (ADC Applied Diagnostica
Corporation, Helginki, Finland) with a computerized microplate setting. A
value of 100 units corresponds to a release of about B pmal ol product per liter
per minute at 25°C.

ELISA procedure for measuring IgY in milk

Quantitative ELJISA for measurcment of specific anti-becteria TgY
concontrations in milk- Wells of ELISA plate were coated overnight with 100 ul
of Rabbit-anti-IgY-Fe, then were blocked far L hr in 37°C with 200ul of 2% milk
buffer. Volume of 100ul the tested solution or commercial IgY (uzed for
standard curves) was added to the ELISA plates and incubated for 1hr in 37
*C, fullowed by five washea with PBS plus Tween 20 (0.1%). Plates wers than
incubated with 100 ul of rabbit anti-chicken Ig¥ conjugated with horseradish
peroxidase (1:1000 in PBS). After incubation at 37°C for 1 h, plates were
washed five times with PBS-T (Phosphaty Buffar Salino -~ TWEEN 20),
followed by addition of 300 pl of freebly prepared substrate aotution, 3-2-azino-
bis (8-ethylbenzthiazoline-8-sulfonic acid) in 0.05 M phosphate ciirated buffar
(pH 5.0).

S
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Example 1

Preparction of targeting component targeind againet bovine mastitls
bueterial pathogens

Immune response aguinst bovine mastitis E. Coli

IgY antibodies specific for bovine magtitis K. Coli were prepared as dutailed in
experimantal procedures. The effectiveness of specific anti-pathogen IgY in
prevention or treatmeant of bovine mastitis, was next examined.

The activity of antibody (OD of the crude aodium sulfate egg yolk precipitate
dilubed by 1:1000) against mastitie intact B. Coli was determined by ELISA
using the egg yolk preparation from laying hena as showo in Rig. 1. The pre-
immune antibody activity was below 0.2 O1), increassd rapidly 3 weaks later
and reached a plateau therealtar,

Immuna response against bovine mastitis Staphylocoecus aureus

The activity of entibody {(diluted by 1:100) agminst wmestitis intucl
Staphylococcnis aureus, that was prepured according to experimental
procedures, was determined by ELISA as deacribed above.

As dhown in Fig. 2, antibody activity increased markedly one-week post
immunization, then decreased about half way down and reachad a platesu
thereafter. However the titer was lower than that found against E. coli.

Immune rasponse againsi bovine mastitis Streptococcus uberis

The activity of anhbody (diluted by 1:1000) egminst mastitis intact
Streptococous uberis was determined by ELISA as described abovo. Antibody
aclivity increascd markedly two-week post immunization and reached a
plateau thersafter, as shown by Fig. 3.
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Example 2

Agglutination of mastitin pathogen growth using IgY aspecific
antibodies

Agglutination asxay of mantiiis E. Coli

In order to evaluate the wxtent of cut-membrane antigen recognition by IgY
and its inhibitory efflect on barterial growth, various becterial pathogens (107
CFU/m) E-media broth) were cultured in u (ripticase soy broth (TSB) in the
presence of specific- and non-specific control IgY, end wero incubated far 1 t0 8
h at 87°C. The IgY concentration ranged between 250-500 pgfml The growth
ourve of the bacteria was celculated hy optical densgity measuraments of viable
bacteria in culture at 580 nwm.

As shown by Figure 4, B Coli (107 CFU/ml) cultuxws in TSB wero incubated in
the presence of 438 py/ml of anti-E. coli IgY (open triangles), 486ugiml of non
specific IgY (asterisk) and control (black diamonds) IyY at 87°C and the optical
density of the culture was measured at OD 690 nm tlrough 8 h post
incubation. Results indicataed that incubation of eultures in the prescnce of the
specific IgY darived against K. Coli, led to about 20% growth inhibition. Non-
apecifie Ig¥ had minor affect on growth patiern.

Tn order to optimize conditions for bactorial growth inhibition, by the targoting
componsnt of the invention, culturea were incubated in the presence of
increaging concantrations of specific anti E. coli IgY. .As shown by Fig. 5, B.
coli culturs (1 x 10" CFU/ml) in TSP was incubated with 6560ug/ml of 0.5U
(units) filkrated anti-E. coli-IgY (open triangles), with 850ug/ml of nun specifiu
1Y (asterisks) and control (black diamonds) 1gY at 37°C end the optical
dennity of the culture was mseasured at OD 590 nm through 8 h post
incubation.

4.
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Regults indicated that the specific 1gY completely inhibited the growth of B.
coli. The non-specific comtrol IgY had only a minor effuct on becteria
agglutination and growth. Thess results indicate that the developed IgY anti
E. coli serves as a useful tool for provention of mastitia caused by E. coli.

Antigen-Antibody Binding and Pathogen (rowth Patiern

The effectivensss of IgY to bind, neutralive or reduce the proliferation of E. coli
was further examined. Btarter culture of mastitis E. coli (107 CFU/ml E-media
broth) was culturod at 4-8°C for 80 min with: (a) contral TSB medium + PBS;
{b) control TSB medium + pre-immune novu-specific 1gY; (c) control TED
medium + specific I§Y harvested after 8 weeks and (d) control TSB medium +
specific IgY harvested 10 weeks after first boost.

The results summarized in Table 1 demonstrate that growih of the negative
control E. c¢nli vielded about & X 107 CFU/m] E-media bruth, and control with
non-ypecific Ig¥ about 6 X 107 CFU. Treatments (:) and (d), which were pre-
cultured with the specific anti-B. coli IgY, resulted in about 50% growth
inhibition of the control. Theso results indicate that the developed IgY well
recognizes mastitis E. coli, and enables its binding and inhibition of ita growth
pattern.

SS”
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Table 1. Growth and development of E. eoli (CFU/10ul wedia broth) pre-
cultured (0-4°C) with or without gpecific anti E. coli IgY and inoculated onto an
agar plate.

Treatmenta CFU/10ul madia broth, as % of
control

(a) contxol TSB medium + PBS 100

() coniral TSB mediuvm + pre- | 100
immune non-specific IgY

{¢) control TSB medium +)]12

specific IgY harvested 8 weaks
afbter first baost

(d) contrcl TSB medium +)9
specific IgY harvested 10 weeks
aftur firet boost

Effectivity of IgY from different immunization batcher, on binding and
neutralization of E. culi, as well as the and antibody levels ware examined in a
further experiment. Btarter mastitis E. coli (107 CFU/ml E-madia broth) wus
cultured at 4-8°C for 30 min with: (a) control TSB medium + FPBS; (b)
treatment () + pre-immune non-specific IgY: (c) treatment {a) -+ specific Ig¥
harvestod 2 weeks post-immunization; (d) treatmant (a) + specific IgY
hurvested 4 weeke post-immunizetion; (e) treatment () + epecific IgY
harvestod b weeks post-immunization; (f) treatment (¢) with double amount of
specific IgY harvestad § weeks post-immunization; and (g) treatment (a) +
apecitie 1gY harvested 7 weaks post-immune. As gshown by Tabls 2, IgY was
found to bo capable of hinding and inhibiting E. coli growth similarly at
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ffarent butchee of egg collections, and increasing IgY levels further inhibited
bacturial growth (e ve. f).

Table 2. Growth and dsvalopment of E. coli (CFU/10ul media broth) pre-
cultured (4-8°C) with or without specific antl E. coli IgY and inoculated in an
ugar plate.

Treatments CIFU/10al medis broth, as % of
{ control

(a) control TSB medium + PBS; {100

() (@ + pre-immune nom-}100
specific IgY;

{c) (&) + specific TgY harvested 2§ 18
weeks post-immunization;

{d) (a) + IgY harvested 4 wesks |14
post-immunization;

(e) (a) + IgY harvestod § weeka {18
post-immunigation;

(£) (o) with double the amount of } 16
specifie IgY;

(8) (e) + IgY harvested 7 weeksj 18
post-immunization;
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Examplc 8
Attachment of the targeting component o o micro/nano carrier bead

The different targeting components prepared as deacribed in Example 1,
specifically for different mastitis bacterial pathogens, were next attached to
microbeads. Comnercial carboxylated mirrobeads are activated by using 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) in the
presance of Avidin. T'he EDC couples the carboxyls to primary amine reziducs
in Avidin resulting in formation of amids bonds uod in coupling of Avidin
moleculea to the activated microbeads.

1gY antibody (specific anti mastitis pathogenic bacteria TgY, anti E. oli) is
biotinylated using Sulfo-NHS-biotin resgont using common biotinylalion
mothod.

Biotinylated enti E. coli IgY¥ is mixed with Avidin-microbeads at various vatios
for 1 hr at room temp,

In arder to attach the active componant to the complex of the invention, bovine
anti Avidin antibody, raised in calf immunized with Avidin, was reacted with
the microboad-Avidin-Biotinylated-JgY. The binding in dus to the affinity of
the bovine antibody to Avidin. Binding of the anti Avidin antibody to the
Avidin covered beads, is performed throuyh the Fab fragment of the antibody,
and therefore this part of the molecule is projecting towards the bead, whila
the Fe fragment projects away from the buad surface, as required for efficient
apeunization.
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Hxample 4

Phagocytosis asszy usging lthe mulli-functional targeting complex of the

invention {microbead conled components)

The ability of the targeting complex of the invention to induce direct

phagncytosis againgt a pathogenic target wus next exauined. In o first study,

apprux. 6.6 X 10% E ooli mastitis bacteria were incubated with fresh (2-8 hrs)

cow blood phagocytes and with microbeads coated wilh various ratios of IgY

(anti different mastitis bacteria, as & targeting component) and IgG (as the

Inmunoactive component) components for 60 min at 37 C,

Moat bacteria were vogulfed during tho 60 min of incubation period, hnwever
tha number of bactaria thai escapcd phagocytosia was relaied to ratio of
IgY:IgG. The highast phagocytosie rate was obeerved with the ratio of 0.9:0.1
for IgY to IgQ respectivuly.

Reaults of Table 3 confirm the facilitated engulfing of bacturia by macrophage.

Table 3 Inductiom of phagocyiusis by the eomplex of the invention

IgYig
G

10 0.9/0.10.7/0.30.5050/1 0/0

Number of bacterial)as [0 1145 |290 l290 las5
escaped
thwhsis

in parcant 8s% 0% {33% r&ﬂi 87% [100%

Phagucytosis rate ls'm 100%Jm a8% [38% (0%
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In a further study approx. 3 X 108 E. coli mastitia hacteria were incubated with,
frosh blood phagocytes and with microbeads coated with verious ratios of
1gY:1gG componants for 60 min at 87°C.

Approximately 70% of bactaria were sngulfed during the 60 min aof incubation
period, howaver the number of bucteriu that escaped phagocytosis was egain
related to ratio of IgY:IgQ3. The highest phagocytosis rate was observed with
the inrreased ratio of IgY in the microbead.

Tha effect of tha phagoncytes on the viability of the bacteria in the preaence of
the complex of the invention was also examined.

For testing the viable bacteria. cells were confrifuged (1000 X g), washed and
then plated on appropriate plates in increasing dilutions. Viable colonics wore
countad. As shown by Table 4, only few bacterla survived phagnrytosis
(between 1800 to 18000) in the yresence of the fargeting complex of the
invention, whareas 1.6 X 104 bacterial colls were counted in culture that was
not expoaed to the targeting complex of the invention.

0
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Table 4
1 2 3 d B
IgY:IgG ratio o | 0.9.1 | 0.7/0.3 ao no
microbead|phagooyte
control control
umber of 0435 ; 21026 | 34800 275600 1450000
acteria leftafter
fNumhu' of 0.7% 1.6% 2.4% 19% 100%
hactoria escaped
phagocytosis
Phagocytosia rate; 95.8% | 98.5% | 97.6% 81% 0%
(va. no. 5)
Phagocytosis due | 97% 2% 87% 0%
to microbead (ve.
no. 4)
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Examples §

In viva ireatment of mastitis caused by infection of streptococcal
Dysgulactiae using the targeting complex of the invention

As indicated in the background, Streptococcal dysgalactice, gram-positive
bacteria, are ons of the mastitia causing bacteria, Thess bactaria can exist in
the udder between 20 to 30 days and may ceuse clinical or subclinical maatitis,
leading to ecomomical losses due tu decressed milk produnetion, lost milk
quality preminme dus to increased SCC (yomatic cell count), and changos in
milk composition. Many mastitie pathogens (Strep. agalactiae and Siaph.
aureus) have been recently evacuated from Iarael herds, howovor an increase
in the occurrence of other non.-agaiactiae species was noled.

Therefors, the inventors have next oxamined the eflectivenass of the targeting
complex of the invention in in-vivo treatment of Strep. dysgulactias infactions.
Thees in viva studies wero porformed in the Veterinary Institute in Beit-Dagan
Iarael. Two quarters of four Holatoin medium-yielding-milking cows (25 L/d)
were imtramammarily injected with Sirep. dysgalactia (1760 C¥U of
STRI'VL1860 in a volume of 5 ml por quarter). Cows were clinically evaluated,
throc days prior to and after the inpeulstion, for mastitis using the foilowing
parameters: flakes or clota in the millk; hot, swollen guarter or udder; fevux;
rapid pulso; and lose of appetite. In addition to clinical evaluation, the Afilarm
v 2.08 aystemn was used for measuring milk production, activity and milk
conductivity, and milk samples taken were analyzed for bacteria, quantitalive
HCC and NAQase activity. As shown by Table 6, all measured parametérs
indicated that the infected tested cows auffered from mastitis,

Porty-eight bours after tha infection with bacteria, positive bactarial cultures
(Strep. dysgalactia) were Iound in all injected quarters (Table 5). An inereased
level of S8CC and NAGass activity were alwo noted (except for cow 266 [B/R]
that showed only mild increass).

6z
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Table 6. Bacteriology, Somatic Cell Counts (8CC) and NAGase activity in milk
of cows, 48 hours post inlramemmary injection with Sirep. dyagalactia (1750
CFU of STRPVL1B80 in & valume of 6 ml per quarter).

NAGase |SCC Bacteriology |Sampling |Quarter [Caow
activity {x1000) time
() 8. dysgalactia
(hours)
2 12064:-36 - -1 B/L 265
366 BOD0 < + 24
128 8000 < + 48
8 170¢41 - -1 BR
28 256 - 24
14 B6oo + 48
28111 147+100 - 5 | »L 1989
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113 4368 24
8% 287 43
257 210472 1 ¥R
b6o0 6000 < 24
351 5000 < 48
&8 120+32 -1 B/L 2119
23 313 U
22 124 48
67 129438 -1 BR
b77 o000 < 24
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233 6000 < + 48
187 210455 - -1 B/L 2226
82 TS + 24
326 5000 < + 48
13+8 142447 - -1 BB
64 162 + p 2
297 1499 + 18

F - Fore; B - back; L - left; R - right; +/~ (positive/negative)
Strepiococcns dysgalactle

Seventy-four hours after Strep. dysgalactiae inoculation, the left quarter of
aach of the four tested cows was treated with the targeting complex of the
invention having a target recognition component comprising an Ig¥ antibody
apecific for Strep. dyagalactias [half of the quartera were trented by injection of
20 (cows 1980, 2226) or 50 (cows 265, 2116) million unita/quartar each in 5 ml
of pyrogen-frea saline]. Two intra-mammary injections were performed in the

(49
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treated quarter of each of the four teated cows (one imjection aftar morning
milking and a second injection 24 hrs later). The right quarters wers untreated
and served as control. Milk samples were mopitored during the experimantal
period (three weeks),

In thres out of fowr non-treated quarter of the testad cows, 8. dysgaloctia
bacteria were found in milk samples throughout 20 days of cxporiment,
indicating that infectiun proceeded imto ita chromie phase. SCC lovel and
NAGaso activity were very high in the three quarters, however in cow 285 the
level of these parameters returned to thuir initial level with no bacteria in milk
(Table 6).

Aa ghown by Table 6 and Fig. 7, regurdiess the dose given, injection of the anti
B. dysgalactic specific complex of the invention to half of the trested quarters,
caused a significant decyease in the number of bacteria in three out of four
cows (Tablo &), whils in controls the quarters wers infocted throughout 20 days
ol study.

The results of this study clearly indicate that the anti 8 dysgalaciia specific
complux of the invention efficiently reduced the number of bacteria in milk of
infited cows. Furthermors, SCC and NAGase activity were decreased
significantly after 24 tv 48 houes in at least 8 out of 4 cows (Tablo 6 and Fig. 7).
It can he seen that one week after treatment was given, the treated quarters
were completaly recoverad from mastitie, whareas contral quarters were highly
infactad (Tabls 6).

&6
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Table 6. Bactericlogy, SCC and NAGase activity in milk of fonr infacted cows,
after two-consecutive intramammary injection of 20 and 50 million unita of the
8. dysgalactin specific complex of the invention per quarier).

NAGase {SCC |Bactoriclogy |Sampling [Y-Camplex |Quarter|Cow
activity time Unita x108

(x109) | 5. dysgalactia

(days) L

289 5000 < |+ 0 50,000 B/L 265
810 5000 < |+ 1 50,000
876 5000 < |+ 2 0
08 6000 < |+ ) 0
109 5000 < |+ 20 v}
14 590 |+ 0 0 BR
16 500 |+ 1 0
17 302 |+ 2 0
9 185 |- 9 0
7 210 |- 20 0
102 520 |+ 0 20,000 F/L 1989
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186 |6000 < |+ 20,000

34 620 + 0

449 (820 |- 0

25 |92 - 0

308 ;6000 < |+ 0 ¥R

248 |6000< |t o

489 |5000< [+ 0

467 |6000< |+ 0

267 |5000< |+ 0 '

70 16500 |+ 60,000 B/L 2118
98 [6000< |- 50,000

274 |6000 < |- 0

a o2 - 0

11 170 - 1]

279 |5000<{+ Q B/R
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168 5000 < 1 0

854 (5000 < 2 0

776 [B000 < 8 Q

278 |BOOO < 20 0

825 |[6000< 0 20,000 2526
89 |1500 1 20,000

60 (717 2 o

26 580 9 0

21 310 20 0

297 |1498 0 0

81 5000 < 1 0

111 5000 < 2 0

157 6000 < 9 0

476 |60D0 < 20 0

F - Fore; B - back; L - left; B - right; +/- (positive/nsgative} Sireplococcus

dyagalaciia

£7
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Toxicily iest of the anti S. dysgalactice specific IgY complex of the invention
Toxirity of anti 8. dysgalactice specific IgY complex was next studied, uning
commercial healthy Holstein dairy cows that were injected with different
amounts of the complex of the invention, Four lactating cows were selectad
after visusal checking for inflamed quartars, and monitoring their bacteriology
profils in milk (free of bacteria, NAGass < 80; SCC < 160,000).

Three to ten million units of the anti 8. dysgalactiae spocific IgY complex in 5
m] pyrogon-frec sterile suline molution were intro-mammary injected into the
legted quarter uaing a starile plastic ayringe.

Clinical examination was then pexformad in the treated cows (flakes or clots in
the milk; alight swelling of infecisd guarter; hot, swollon quarter or udder;
fever; rapid pulse; and loss of appelile) ae well as chemical measurements in
milk sampled during 3 days post injection.

No clinical symptoms or any behavioral changes were observed in cows with
the treated quartere

As shown by Table 7, milk analysis indicated that imjection of the anti S.
dysgalactiae spacific IgY complex of the invention at a lovel of 3x108 units per
quarter did not dramatically affect the level of ths 5CC. The BCC inrreased
alightly after 24 hours but returned to the normal leval 24 hours later. Bimilar
meaults were obtained when NAGase activity at level of 8 or 10 million units of
anti 8. dysgalactiae specific IgY complex. Thuse findings indicate that the
complex of the invention has only minor effect on the mammaery tiasue and
milk in response to injection.
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Table 7. NAGass activity and somatis cell counts (S8CC, avorage + 8D) during
T2 hours after intra-mammaery injection of Y-Comples in four cows at levels of
8 or 10 millions units per quarter

Complex (8CC { x1000) NAGase activity (Units)
(Units)
[Time post injection (hre)] [Time post injection (hrs)]

(] 24 48

3

{4 24 48 (12

gx106 |70:96 |[36&i51l |8&t06 |T0XP6 (Lil 8x10 18+:82 |00

10«10 |ND ND NM NM 87+68 73460 2316 |NM

__NM - Not Measurad; ND - Non. detectabla

Residue of the anti 8. dyagalactiae specific Ig¥ complex in milk

To further examine the safety of using the specific S. dysgalactioce complex of
the invontion, milk samples obtained from trvated cows, were monitored for
the existence of traces of this complex. Milk samples taken at 0, 10 min, 5, 24,
48 and 72 howrs after injection of the complex, were subjoctod to Bpecific
KLISA as deseribed in experimental procedures, for determining the levels of
the IgY. Az shown hy MNig. 8, the levcl of IgY in milk {frec and bound bo
microsphere beads) decrcased sherply after injection. Tem minuteas afiter
injection, omly between about 0.5 to 0.6 ug IgY per ml milk was detacted. These
levels decrenscd rapidly, and no JgY was detected 24 hours after injection. It
should be poted that the minimal detectad level was 6.26 ng/ml,



WO 03176471 PCTLON0196
&8
Similarly, analysis of samples taken up to B hr post injection clearly indicated
that the convceniration of IgY decreased by 80% 5 hours aftor injection and
after one milking (Fig. 8).

Example 6

In vivo treaiment of mastitis caused by infection of E. coll using the
targeling complex of the invention

The inventoras next examined the effectiveness of the targuting complex of the
invention in in-vive treatment of another magtitis causing bacteria, E. coli.
Thess in vico studies wers also performed in the Veterinery Institute in Baeit-
Dagan Iarael.

Four non-pregnant Israeli-Holstuin cowa in their 1s-4t mid-laciation period
were included in two consecutive trials, two cowa each. The cows were chosen,
for the experiment according to their udder condition ag confirmed by three
consecutive bacterinlogical and somatic cell count (BCC) examinations of
quarter milk samples. The cows were free of udder infection and had SCC
lowor than 120x10? cells/ml. 'The cows were milked three times daily and had
milk yialds of 25-85 kg/day. Food was offered in mangera lonated in free-stall
barns.

The E. coli ptrain (P4) wus grown in Nutrient Broth (Difco, Detroit, MI) for 24
h at 87°C and harvested by centrifuging at 8000 x g [or 16 min at 4°C. The
pellet was resuspended in nan-pyrogenic PBY (pH 7.8; 0.01M) and washed, and
the bacterial concentration detarmined by serial dilution on blood-agnar plates.
The originel pellet wua stored on ice for 16 h. Bach cow was challenged by
injoction of 5 ml of the suspension, cunteining 800 colony-forming units (CFU),
into two quarters (frontal or rear) through the streak canal inic the gland
cigbarn.
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Duplicate quarter milk samples were obtained according to the International
Dairy Fedaration (ADF) (1885) procedures and submitted to the laharabory
within 1 h. Bacteriological analysis wes performod mccording to accepted
standards. A 0.01-ml aliquols of sach milk samplo wera spread over blood-agar
platas (Bacto-Agar; Difeo Laboratory) containing 5% sheep red blood cells. All
plates wero incnbated at 87¢C und examinsd for growth at 18 and A2 h. Gram
negativo calonies were identified with the APX 20 E or API NE kit (bioMerienx
B8.A., 69280 Marcy-I'Etoile, Francs).

Prior to this ussay the testod cows wure testad for bactericlogical status,
NAQGase activity and SCC, on three consecutive daya. Cowa were brought to
the stalls 1 to 2 h after milking and their leals were washed with warm water,
dried, disinfected with individual non-woven towelettes moistened with
chlorhexidine, cetrimido end ethanol (Medi-Wipes, AL Band, Massuot Ttzhak,
Israc). The first thoee milk squirts were discarded and samples (60
ml/quarter) were then taker into a sterile tube for hacteriology, 8CC, and
NAGgse activity. Eech cow was intrammamrlly imoculated with 500
cfu/quarter in tow quartere, frontal or roar immedintaly to morning milking. In
tho 48-b post-challenye period, cown ware closely monitored for symptoms of
illness (rectal tampuratuve, heart and respiratory rate, alimentary tract
activity (rumen contractivn) and udder tomperature, pain, edvma and udder
gize. At 6, 30 and 54 (only in frial 1) hour post-challenge quarters were
sampled, cows wers milked and the laft challenged quarter of each cow was
breated. Cows were not milked ut the following milking (night) and meturns to
milking echeme aftar (morning). Quarters were continued to be sampled every
24-48 hour up to 15 days pust challange. Cows were intrammeam:xily treated
with 40x10% unite of Complex (anki E. coil), given with suspension in e 5 ml
nun-pyrogenic PBS.

13
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As ghown by Fig. 10A, E coli basteria were found in milk samples throughout
16 days of experiment, indicating that infection proceeded into its chronic
phegs. However, in milk samples obtgined from tho treatod quarters, clear
decrease in bacterial infection wae ehown. Significant protection of tho E. coli
specific cormplox was also observed when BCC leval and NAGase activity were
examined (Figs. 10B and 10C, respeotively).

Theso results clearly indicste that the anti K. coli specific complex of tha
invention officiently reduced the mumbor of basteria and 8CC in milk of
infacted cowa and efficiantly recovered infected quarters und protects cows
from mastitia.

Ezample 7

In vivo treatment of Carps suffering of ulcaration coused by infection
of Aeromonas salmonicida. using the targeting complex of ihe
invention

The effective wsa of different taryuling complexes of the inveniirn in the
treatment of mammalion diseases, o.g., mastitis in cattle, led the presupt
inventors to axamino the possibility of treating nop-mammalian amimalas,
particularly, {ish, using the complex of the invention. Thus, the inventors huve
developed a apecific complex targeted againat Aeromonas ealmonicida which
eausges furunculosis in Koai pot fish.

Azromonas sulmunicidn is a Gram-negative bacterial pathogen thet is the
causal agent of furunculosis in salmonid fishes, a debilitatmg and lethal
disease cncountwred in aquaculture. Current wvaccines offer limited
effoctivencss and epizootics aro common in farmed fish. Developmant of
broadly effective comtrol measures requires a move complete understanding of
the intcractions betwean pathogen and host factors that comtributo to the
disease ptate.

24
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The following experiments were performed uwing carps infected with
Agromonas salmonicida s a modsl system. Four Lanks (0.5 m® each) supplied
with fresh water throughout tha experiment {flowthrough system), were used
for this experiment. Each tank contains thirty healthy carps (30 gr aach) and
Bve ulceratod fish (Koi) that were kept together for twenty-sight days
{cohabitmtion). The ulcerated Koi wers than removed, and ten to fourteem days
salmonicida specific complex of the invention which comprises as a targeting
component a apecific Ig¥Y antibody direeled against Aeromonas sabmonicida.
Fach of the thirty fish in two of the four tanks that were used as the test
treatad groups is injected twicc intraperitoneally (10 Lo 14 end at day 17 to 19)
with 0.5 ml of sclution containing the complex of the invention diluted 1.5 [3
mg Ig¥/kg body weight (BW) or 460 million of complax units per kg/BW] in
saline. Fish of the two control tanks are treated with seline and are monitored
gimilarly to the test two tanks, for the devaelopment of clinical signe nseociated
with ulcerative dissese of carp.

AL tho and of the study dsscribed above, fgh of the control groups were
divided into two groups. Complox (480 million U/kg BW) of the invention
comprises a8 & targeling component a specific IgY untibody directed against
Aeromonas, was added to the watar of tho treated group while ths other group
was untreated.
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Claims

1.

A mulii-functional targeting complex for inducing a specific immunc-
stimulatory reaclion against at leaat one target pathogemic agent, said
complex comprises:

a. at lsast one target mecognition componomt comprising a moleculs
which specifically binds t0 said target sgemt or eny functional
fragment of said agent;

b. an immunoactive compunent comprising an immuno-gtimulatory
agent; and

¢. optionally, a connecting component thet agsociatos said at least one
targeting componcnt and eaid at least one immunonctive compeonent,
wherain the indepondent biclogical functions of said targoting
componant and aaid active component are retained.

The tatpeting complox according to claim 1, wherain said immuno-
gtimulatory reuction iu selactod from the group consisting of phagocytosis,
antibody-dependent cell-modiated cytotoxicity (ADCC), eomplemont
activation, and stimulation of specific T cells and B cells.

The targeting complex according to claim 2, whersin ssid immuno-
stimulatory resction is phagocytogis by lsukocyte.

The targeting complex according to claim 1, wherein usaid target
pathologic agent is selected from the group congisting nf bacteria, viruses,
fungi, malignant cells, toxine, venoms, haptens, environmaental pallutants
and undesired proteirs.

The targeting complex according to claim 4, wherein said targst
pathologic agent is bacteria selected from the group consisting of mastitis
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puthogenic bacteria, enteropathogenic bacteria, pathogenic furonculosis
bectaria and ulcarative diseass causing bacteria.

The targeting complex according to claim 5, wharein said bacteria is at
least one mastitis pathogenio bactaria salacted from ihe group conaisting
of Actinomyces, E. coli, Pseudomonas, Closiridinm, Siaplylococous
gureus, Sirspiococcus  agolactiae, Sireplocvecus  dysgolaclias,
Corynebacterium pyogenss, Entarococcus faecalis, Corynebacterium bovis,
Nocardia asteroides and Strepiococcus uberis.

The targeting complex according to claim 5, wherein said ulevrative
diseasc causing bacteria iz Aecromonas spp. which canses ulwerative
dinrease in fish,

The targeting complex gccording to claim 1, wherein said target
recognition component compriese any ons of antibody or any functional
fragments thereof, ligand and ruceptor apecific for said pathologic agent or
any functional fragment of said agent.

The targeting complex according to claim 8, whorein said target
recognition componant compriaes an antibudy or any functional fragments
thereof spedific fr anid pathelogic ageant or any functional fragment of
sgid agent, ssid antibody being sslected from the group consisting of 1gQ,
IgY and IgM.

The targeting complex according to cleim 9, wherein said recognition
component comprises an IgY entibody or any functional fragment thereof
specific for said pathologic agent or any functionel fregmont of said agent.

3%
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11.

13.

14,

15.

74
The targeting complex ncoording to claim I, wherein the immunocactive
component comprises an immumo-stimulatory agent which induces
phagocytosis.

The targeting complex according to claim 11, wherein said phagocytosis
inducing agent is selected from the group consisting of opsoning which are
any ons of IgG and C3b, protain molecules having caxhohydrate residues
that interact with the mannose-fucose ressptor of phagocytes, ligand
protein moloculag recoguized by ruceptors on scavonger macrophages,
ligande for integring expressed by phagacytes, glycoproteins and fucosyl
tranulerane.

The targeling complex according to claim 12, wherein said pbagocytosis
inducing agent iz IgG.

The targeting romplex according to claim 1, wherein the connecting
component is any one of a solid support, s chemical Linkor, polypepiide
linker, polysascharide linker and lipid linker.

A multi-functional targeting complex for inducing specific phagocytoals of
at least ona taryet meatitis pathogenic bacteria in bovine infacted by said
bacteria, said complex comprises:

a. ot least one taryet recogmition component compriging a monlecule
which specifically binds to ssid mastitis pathogenic bacteria or any
functiomal fragment of aaid bacteria;
an active componant compriging phegocytosis induring agent; and

o. optionally, a connwcting componant that associates at least ons of
said targeting component gnd at least one of said active component,
wherein the indepsndent biological funckions of said targeting
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component and said active component are retained.

16. The tarpeting complex according to claim 15, wherein said target

17.

18.

19.

20.

recognitinn comaponant is an TgY antibody epecific for at least ime mastitis
pathogenic bacteria.

The targeting complex according to claim 16, wharein seid mastitis
pathogenic bacteria is ab least one bacteria solocted from Lhe group
congisting of Actinomycss, E. cull, Peeudomonas, Clostridium,
Staphyloosccus aureus, Strsplvcoccus agoluctiae, Sirepiococcus
dysgalactias, Corynebaclerium  pyogenes, [Enterocoecur faecalis,
Corynebacterium bovis, Nocardio astervides and Streplococcus uberis,

The targeting complex sccording to alaim 17, wharsin said phagocytosis
indueing agont is an IgG molecule gencrated in boviues.

%emmﬁumpluamﬁmmddmlﬁ,whuﬁnthecm
component is any ons of a solid support, a chemical linkor, polypeptide
linkor, polysaccharide linker and lipid inker.

A multi-functional targelting complex for induciog apecific phagocytosis of
at least one terget pathogunic bacleria causing ulcerative disoase in fish
infected by said bacteria, said complex comprises:

a. at lanst one target recognition compoment comprising a moleculs
which gpecifically binds to .Aeromonas salmonicide. pathogenic
bacteria which ¢auses ulesrative disoasae in fish, or to any functionsl
fragment of seid bacteria;

b. an ackivo componant comprising phagocytosis inducing agent; und
c. optionally, & counecting componunt that associatea at least one of
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said targeling componont and at least one of aaid active component,
wherein the independont biclogical functions of amid targeking
component and said active component are retained.

21. A composition fur the ireatment of a pathologie disorder in a subject,
comprising as an active ingredient a multi-functional targeting complex
that induces in said enbject a specific immuno-stimulaiory reaction to
(agminat) at lenst ons target pathalogic agent, said complex comprising:

n. at least one target recognition component comprising a molsvule
which specifically binds to seid pathologic agent or any functional
fragmemt of eaid agent;

b. an activo componsnt comprising an immunc-stimuletory agent; and

c. optionally, a connocting component that assoclatos said at least one
targeting componont and said at least one active component, wherein
the independent biological functions of said targeting component ard
said active component are retained.

22. The compowition according to claim 21, wherein said composition
optionally further comprises pharmuceutically and/or wveterinarily
acceptable diluent, excipient and/or additive.

23. Tha composition acoording to claim 22, wherein said pathological disorder
18 any one of immune-related disorders, virsl, fungal or bactarisl
infections and malignant disorders.

24, The composition according to clatm 28, wherein esid complex is according
to any one of claims 2 to 19.
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Tha composition according to any omne of claims 19 to 22, wharein said
pubject affected by the pathogemic agent is any one of humen, domestic
meammal, domsestic hird, domestic fish, pet and exotic figh.

The composition according to claim 25, wharein aaid domestic mammal is
bovine.

The cnmposaition according to cleim 28, wharein said pathologic disurder is
& bactarial infection.

The corpogition according to claim 27, wherein said bactsrial infection ia
masgtitia,

A, composition for the treatmemt of mastitis in bovine, comprising as
ective ingredient s multi-functions]l tergeting eomplex, that induces
specific phagocytosis to at least ons target maetitis pathoganio bactaria in
bovina infacted by said bacteria, said complex comprises:

a. at leanl one target recognition compunent comprising a moleculs
which spacifically binds to said mastitia pethogenie bactaria or any
functional fragment of said bacteria;

b. an active componant comprizing phagocytosis inducing agent; and

¢. optionally, m connecting componsnt thet associates al least one of
said targeting component and at least one of paid active component,
wherein the indspendent biological functions of said targeting
component and eaid active component are retained.

The composition according to claim 20, wherein said complex is according
to any ons of claims 17 to 19.
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31. The composition according to claim 26, wherein said subjoct Is any one
of domeetic fish, pet and exotic fich.

32. The composition according fo claim 31, wherein said bacterial infockion is
Agromonas spp. infection which causes ulcorative dissase in suid figh.

83. A composition for the treatment of ulcorative disease in fish, comprising
g8 activo ingredient a multi-functional targeiing compler, that induces
specific phagocytogias to at lsasl one target Asromonas spp. pathogenic
buacteria in fish infected by anid bacteria, said complex comprises:

a. at least one torget rvcugnition component comprising a moleculo
which apecifically binds to said .Aerononas spp. pathogenic baclteria
or any functional fragment of waid bacteria;

b. an active component comprising phagorytosis inducing agent; and

¢. optionally, a connecting componant that associates at least ome of
suid targeting component and at lesst ane of said active coraponent,
wherein the indepcndent biological functions of seid targeting
component and said active comporent are retained.

84. A composition for inducing a specific phagocytosis targoted to at least ons
target pathogenic agant related fo a pathological dirorder in a subject
suffering from paid disorder, which compogition comprises as an active
ingredient a multi-functionel targeting complex according to any one of
claims 1 to 20, and optionally further compriges pharmeceutically end/or
veterinarily acceptable diluent, excipient and/or additive.

8%. A composition for inducing a gpecific phagocytosis of at least one target
mastitis bacterial pathogan in a bovina suffering from mastitis, which

82
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37.

as.

i
composition. comprises as an active ingrediant a multi-functional
targeting complex according to any one of claims 17 to 189, and
optionally further comprises pharmsceutically and/or vetarinarily
acceptable diluent, exciplent and/or edditive.

A compogition for inducing e specific phagocytosis of ut lsast one target
Aeromongs spp. bacterial pathogen in a fish suffering from uvleerative
disease, which composition comprises as an uctive ingredient a multi-
functional targeting complex according to claim 20, and opticnally
further comprises pharmaceutically and/or veterinarily acceptabla
diluent, excipicnt and/or additive.

A method for tho treatment of » pathological condition in a subject
compriging sdmorinigbering to the subject a therapeutically effactive
amounil of a targeting complex or a ypharmaceutical compoaition
comprising the sama, aaid complex comnprisen:

& at least ons target recognmitivn component comprising a molscule
which. spucifically binds to said pathologic agent or any funciional
fragment of said agent;

b. an active component compriging an immuno-stimulstory agent; and

e. oplionally, a connecting componant that associates said at least one
targeting eomponont and sajd ut lsast one active component, wherein
the independent biclogical functions of seid targeting companent and
said active component are retained

The method accarding to ceim 37, wherein gaid composition is ax defined
in any one of claims 21 1o 28, 25 to 28 and 31 to 38.
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89. The method according to claim 87, wherein said complex is as defined by

41,

43.

any one of claims 1 to 198.

The method according Lo claim 37, wherein said subject affected by the
pathogenic agent is any one of humen, domestic mammal, domeatic bird,
domestic figh, pet and exotic fish.

The method according to dlaim 40, wherein said pathological disorder is
uny ane of immune-related disprders, viral, fungal or bacterial infectiona
und malignent disorders.

The method sccording to claim 41, wherein said pathological disorder in u
bactarial infuction.

A method for the treatment of mastitis in bovine comprising
administering to said bovine in need a therspeutically effactive amount of
A targeting complax capable of inducing specilic phagocytosis targeted to
at least one target mastitis pathogenic bacteria in said infected bovine, or
of a pharmaceutical composition comprizing the swms, eaid complex
compriseg:

a. at lesst one twrget recogmition component comprising a moleculs
which specifically binds said mastitia pathogenic bacteria oy any
functional fragment of aaid bacteria;

b, an active componant comprising phagocytosis inducing egent; and

¢ optionally, a connecting component that assoaintus said at least one
targeting component and asid at least one active compunent,

wharein the Independent biological functions of said targuting component

und said active componant are retained.

84
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44 »

46,

47,

49,

81
The method according to claim 43, wherein paid complex is as defined in
any ana of claims 17 to 16,

A methnd for the treatment of ulcerative diseame in fish comprising
administering to aaid fish in need a therapeutically affactive amount of
a targeting complax cupable of inducing specific phagocytosis targeted to
ut leust onw turgel Asromonas sabinonicida pathogenic bacterin in said
infected fish sccording to claim 20, or of a pharmaceutical composition

Use of a multi-functionn] tergeting complex according to any one of claime
1 to 19, in the preparation of a pharmaceutical compoeition for the
treatment of a pathological discrder io a subject in neud.

Use according to claim 48, wherein said pathological digorder is any one of
immune-related dieorders, viral, fungal or bacterial infections and
malignant disorders.

Use according to claim 47, whorein esid pathalogic disorder is a bacterial
infacti

Use of a multi-functional targeting complex, according to any ane of
elaims 17 to 19, in the preparation of a pharmaceutical composition for
the Lreatment of mastitis in bovine.

Uae of a multi-functional targeting complex, accarding to claim 20, in
the preperation of a pharmaceutical compogition for the treatment of
ulcerativo disease in ligh

g8
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UN COMPLEJO MULTIFUNCIONAL PARA IDENTIFICAR FAGOCITOSIS
ESPECIFICA DE UN AGENTE OBJETIVO .

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a un complejo identificador que comprende un
componente identificador y un componente activo inmunoestimulador asociados
juntos opcionalmente via un componente de conexién, cuyo complejo proporciona

una prevencién y tratamiento terapéutico eficaz de varios trastomos patogénicos.

Antecedentes de la invencién

Las vacunas son la forma mas eficiente de prevenir enfermedades causat_ias por
patdégenos como virus y bacterias. Una vacuna protege al animal, mediante la
estimulacion de células especificas y anticuerpos del sistema inmunolégico. En la
vacunacion activa, los humanos o animales, son expuestos a una forma atenuada,
inactivada o toxina del agente de la enfermedad. En respuesta, se producen los
anticuerpos y células de memoria que confieren protecciéon por términos cortos o
largos, respectivaments. En ausencia de una vacuna activa, un animal no
protegido puede ser infectado y requerird ser ftratado mediante varios
medicamentos, p. €j., antibitticos en el caso de bacterias. Una de las soluciones
es la vacunacién pasiva. En este planteamiento, los anticuerpos contra un
patégeno especifico producidos en un animal, se administran a otro animal .que se
infecté por el mismo patégeno. Un ejemplo es la materno inmunicidad. Por
ejemplo, E coll. K88, infecta becerros jovenes y causa diarrea, los becerros
infectados pueden ser protegidos por los anticuerpos matemos dirigidos contra la
bacteria, los cuales son suministrados via el calostro. Las gallinas, transfieren de

forma pasiva anticuerpos a sus crias, polluelos en desarrolio, a través de la yema
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del huevo o a través de la sangre [Hanson y otros, Science and Medicine (Ciencia
y Medicina) 4: 12-21 (1977)] y mientras que la transferencia de anticuerpos en

mamiferos es via el calostro.

Numerosas publicaciones, [Brunser y otros, 1992; Campebell y Petersen, Inmune
Milk (Leche inmune), Journal of Immune Milk 1:3-28 (1964); Davidson, y otros, The
Lancet 2:709-712 (1988), Ebina, y otros, Medical Microbiology and Immunology
(Miccrobiologia e Inmunologia Médica) 174:177-185 (1885); Fayer, W, y otros,
1989, Golay, 1990 y otros; Mietens y Keinhorst, 1879; Ormrod y Miller, 1991, 1893,
Owens y Nickerson, 1988, Sharpe, y otros , 1994; Smith, C. M. (1964)), reportan
que inoculaciones miltiples a gallinas o vacas lecheras durante un periodo de
tiempo largo con un antigeno (esto es, hiperinmunizacion) resulta en la produccién

de huevos o leche "inmunes”. Estos productos poseen anticuerpos contra los

antigenos de vacunacion especifica.

De manera similar, se ha observado en mamiferos, la proteccién inmune
transferida in dtero. Las gallinas transfieren proteccion de manera pasiva a su
prole mediante la secrecién de anticuerpos dentro del huevo. La transferencia de
los anticuerpos al pollo a partir del suero de la gallina hasta la yema y la absorcién
por el pollo, es analoga a la transferencia a través de la placenta de la IgG a partir
de la madre mamifero a su cria [Kowalczyk, y otros, Transport in the Chicken
Immunology (Transporte en la Inmunologia del Pollo) 54. 755-762 (1985); Rose, y
otros, European Journal of Immunology 4: 521-523 (1874)].

Dado que las inmunoglobulinas suceden de manera natural en los huevos y los

productos de huevo son fuente comcn de protelna en la dieta humana, los huevos
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inmunes son una fuente conveniente y econdmica de anticuerpos especificos
[Hamada, y otros, Infection and Immunity ({Infeccién e Inmunidad) 59: 4161-4167
(1991); Polson, y ofros, Immunological Investigations (Investigaciones
Inmunoldgicas) 14; 323-327 (1985)]. Por tanto, el huevo inmune parece servir

como una fuente concentrada de anticuerpos.

En consecuencia, uno de los objetivos de la presente invencion, utilizar
anticuerpos cultivados en huevos (IgY), como un componente identificador en el
complejo identificador de la invencién. Estos componentes identiﬁcadore; (IgY),
especialmente dirigen respuesta inmunoestimuladora contra un agente patogénico

particular.

El componente inmunoactivo del complejo identificador de la presente invencién,
comprende un agente que induce la fagocitosis tal como complemento,
anticuerpos a bacterias o IgG, los cuales inducen opsonizacibn mediante su
fragmento Fc. Ambos componentes, el componente identificador y el componente
inmunoactivo del complejo identificador de la presente invencién, pueden estar

preferiblemente unidos a un micro/nano portador.

Los polipéptidos de superficie celular inmunoestimuladores y sus receptores son
importantes para la eliminacién y destruccién de materiales extrafios, que incluyen
células mamiferas o0 bacterias. Los polipéptidos de superficie celular
inmunoestimuladores y sus receptores activan la fagocitosis y la ADCC. E!
proceso comienza con la opsonizacion de los materiales extrafios. Una opsonina
es un agente, normaimente un anticuerpo o componentes del complemento, que

hacen que la célula o que el microbio sea méas vulnerable a ser tragado por el
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fagocito. La opsonizacion es el proceso de recubrir una célula con opsonina. Un
fagocito es una célula que traga y devora ofras, el proceso de tragar y devorar es
la fagocitosis. Entre los fagotitos importantes para el propédsito de esta invencién

estan los leucocitos tal como macréfagos y monocitos.

La presente invencion, de esta manera, proporciona un complejo
inmunoestimulador identificado, para la prevencion y tratamiento de una variedad
de trastomos patoldgicos causados por agentes patogénicos (bacterias, virus),
toxinas y otros patégenos resistentes a antibiéticos, como también trastomos

malignos en un sujeto mamifero que lo requiera.

En un ejemplo particular para inmunoestimulacién identificada, la presente
invencién, proporciona a demas composiciones farmacéuticas de complejo
identificado y el método para la prevencién y/o tratamiento de mastitis bovina. El
complejo identificado comprende el componente inmunoestimulador activo y un
componente identificador, el cual es un anticuerpo IgY especifico para un
patégeno de mastitis. Ambos componentes pueden estar preferiblemente adjuntos

a unas perias de micro/nano portador.

La mastitis bovina involucra cambios inflamatorios de los conductos lactiferos y
generalmente se refiere a la inflamacion del sistema de conductos o tejidos
mamarios, como el resultado de la colonizacién o proliferacién de microbios que
invaden los conductos o depdsito de mama, por tanto se ve comprometida Ia
funcién sintetizadora de leche y la sobre permeabilidad de las paredes celulares
que secretan la leche, que resulta en la secrecion de leche anormal, con un

incremento en el nimero de células somaticas, particularmente células blancas
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sanguineas. Trastomos en células de lactacién y la atrofia, como la proliferacién
de los tejidos conectivos y similares, también, adicionalmente, pueden conducir a

la reduccién o ausencia de la produccién de leche.

Los patdgenos principales de la mastitis, incluyen Estafilococo, Estreptococo,

Actinomyces, Escherichia coli, Pseudomonas, Clostridium y Fungus.

El mecanismo de la infeccién de mastitis o el comienzo es complejo, e involucra
(en términos de bacteria) la infiltracién bacteriana de patégenos, su colonizacién
en el epitelio mamario y su proliferacién subsiguiente o invasion del tejido. Los
factores de predisposiciéon, pueden incluir genéticos, constitucién, climaticos,
instalaciones de ganado, medio ambiente, el numero de animales alimentados,
alimento, métodos de ordefio, trauma papilar y similares, pero para propésitos
practicos, el mas importante es la higiene de! ordefio, que incluye el ﬁanejo

adecuado por los ordefiadores.

El dafio de practica causado por la mastitis, incluye bajas cantidades de leche,
baja calidad de la leche, desperdicio de leche, ausencia de leche, nimero
reducido de afios del animal utilizado, grandes costos de tratamiento y fuentes
potenciales para la infeccion de vacas sanas, todo lo anterior, representan
pérdidas econémicas profundas. Por esto, la mastitis ha sido objeto de
considerable investigacion en muchos paises durante los pasados 200 afios. No
obstante, la mayoria de los resultados han sido puestos en uso para el trata.mienho
y prevencion de la condicion en si misma, pero su incidencia no se ha disminuido
e incluso se ha incrementado en algunas areas. Dado que la mastitis involucra

cambios de inflamacién de las glandulas mamarias que resulta de la infeccién
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microbiana, las respuestas generalmente incluyen, la administracién intra-mamaria
de antibiSticos y antibacterianos sintéticos. La administraciéon de preparéciones
antibidticas y antibacterianas sintéticos es continuada por un periodo en el cual no
se puede utilizar la leche, en cuanto a la salud de los consumidores humanos
respecta. Dado que la leche producikia durante ese periodo, no es de valor
comercial representa una pérdida financiera mayor. Ademas, la dosis de
administracién de los fdrmacos, debe ser, de hecho, supervisada en el 4rea donde
es tomado el tratamiento, pero los famacos son en algunas ocasiones
seleccionados sin probar la susceptibilidad de los patégenos a éstos. Muchos
patogenos, de esta manera, han adquirido resistencias multiples, que a menudo

previenen el establecimiento de un plan de tratamiento efectivo.

Por tanto, este es otro objetivo de la presente invencién, superar los problemas
antes mencionados, al proporcionar un método practico alin simple, econdémico y
complejo identificador para la prevencién y tratamiento de la mastitis sin dejar
ninguno de los fdrmacos en la leche o produccidn de cepas bacterianas farmaco-

resistentes.

Estos y otros objetivos de la invencién se haran evidentes como la descripcién

precedente.

Resumen de la Invencién
En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un complejo identificador
multifuncional que induce una reaccidbn inmunoestimuladora especifica en al

menos un agente objetivo. El complejo identificador de la invencién comprende:
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(a) al menos un componente de reconocimiento del objetivo, que comprende
una molécula, la cual se une especificamente a dicho agente o a cualquier
fragmento funcional de dicho agente;

(b) un componente activo que comprende un agente inmunoestimulador; y

(c) opcionaimente, un componente de conexién que asocia al menos uno de
dicho componente identificador y al menos uno de dichoc componente activo. La
asociacion de dicho componente identificador y dicho componente activo,
opcionalmente por dicho componente de conexién, debe ser realizado en la
conformacién adecuada con el fin de conservar las funciones biologicas

independientes de ambos componentes: el activo y el identificador.

En una realizacién, el complejo identificador de la invencién, induce una reaccién
inmunoestimuladora especifica, seleccionada del grupo que consiste de
fagocitosis, citotoxicidad celular anticuerpodependiente (ADCC, de su sigla en
Inglés), complemento y estimulacién de células B y células T especlficas. Esta
reaccidon inmunoestimuladora especifica es identificada mediante un complejo de

la invencién al menos a un agente patolégico objetivo.

En una realizacién preferida especificamente, el complejo identificador de la
invencién, induce una fagocitosis especifica por leucocitos tal como cualquiera de
los macréfagos y monocitos identificados al menos a un agente objetivo]

De acuerdo con otra realizacién, el complejo identificador de la invencién es
identificado contra un agente patolégico objetivo seleccionado del grupo que
consiste de bacteria, virus, fungus, células malignas, toxinas, venenos, heptenos y
protelnas no deseadas. Mas preferiblemente, el agente patolégico objetivo puede

ser bacteria seleccionada del grupo que consiste de bacteria patogénica de

(o]
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mastitis, bacteria enteropatogénica y bacteria de furonculosis patogénica. En una
realizacibn mas especificamente preferida, el complejo identificador de la
invencion es identificado al menos a una bacteria patogénica de mastitis
seleccionada del grupo que consiste de Actinomyces, E. coli, Pseudomonas,
Clostridium, Estafilococo aureus, Estreptococo agalactiae, Estreptococo
dysgalactia, Corynebacterium pyogenes, Enterococcus faecalis, Corynebacterium
bovis, Nocardia asteroides (o farcinica) y Estreptococo uberis.

Alternativamente, el componente de reconocimiento del objetivoc del complejo
identificador, puede ser identificado contra Aeromonas spp., particularments,

Aeromonas salmonicida, que causa una enfermedad ulcerativa en peces.

Aln, en otra realizacién particular, el componente de reconocimiento del objetivo
comprendido dentro del complejo identificador de la invencién, comprende
cualquiera de un anticuerpo o cualquiera de los fragmentos funcionales del mismo,
ligantes y receptores especificos a dicho agente patologico o a cl..lalquier
fragmento funcional de dicho agente. En una realizacibn especificamente
preferida, el componente de reconocimiento del objetivo comprende un anticuerpo
o cualquiera de los fragmentos funcionales del mismo. Tal anticuerpo es
especifico a dicho agente patolégico o a cualquier fragmento de dicho agente y

puede ser por ejemplo cualquiera de IgG, IgY e IgM, preferiblemente una IgY.

De acuerdo con una realizacion especifica, el complejo identificador de la
invencion comprende como el componente activo un agente inmunoestimulador.
Mas particularmente, este agente inmunoestimulador induce fagocitosis. El agente

que induce la fagocitosis comprendido dentro del complejo identificador de la
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invencién como un componente activo, puede ser seleccionado del grupo que
consiste de opsoninas, las cuales son cualquiera de, pero no se limitan a: IgG y
C3b, moléculas de proteina que poseen residuos de carbohidratos que interactian
con el receptor de manosa-fucosa de los fagocitos, moléculas de protelna de
ligante reconocidas por receptores en macrdfagos secuestradores (scavenger),
ligantes para integrinas expresados por fagocitos; glucoproteinas y fucosil

transferasa.

De acuerdo con una realizacién especificamente preferida, el agente que induce la

fagocitosis es IgG.

De acuerdo con otra realizaciéon preferida, el componente de conexién opcional,
comprendide dentro del complejo identificador de la invencion, puede ser
cualquiera de un soporte sélido, un enlazante quimico, un enlazante un residuo de
aminoéacido, un enlazante peptidico, oligopeptidico 6 polipeptidico, un sacarido,

oligosacérido, polisacarido y un enlazante de lipidico.

Aun, en ofra realizacion, el complejo de la invencién, comprende un componente
identificador y un componente inmunoactivo, ambos unidos sin ningin
componente de conexion. De acuerdo a tal realizacién, el componente
identificador puede ser un anticuerpo IgY dirigido contra dicho agente objetivo y el
componente inmunoactivo es un anticuerpo IgY anti IgG. El enlace de ambos
componentes conserva la conformacién adecuada (que posee el Fc de la mblécula

libre de IgG).
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En una realizacion particular, la invencién se refiere a un complejo identificador
multifuncional que induce fagocitosis especifica de al menos una bacteria
patogénica de mastitis objetivo en bovinos infectados por dicha bacteria. Este
complejo especifico comprende:

a. al menos un componente de reconocimiento del objetivo que comprende
una molécula, la cual se enlaza especificamente a la bacteria patogénica de
mastitis o a cualquier fragmento funcional de dicha bacteria;

b. al menos un componente activo que comprende un agente que induce la
fagocitosis; y

c. opcionaimente, un componente de conexion que asocia al menos uno de
dicho componente identificador y al menos uno de dicho componente activo.
Ambos componentes el activo y el identificador estan asociados, opcionalmente
por el componente de conexién, en una conformacion adecuada que conserva las

funciones bioldgicas independientes de ambos componentes.

Este complejo identificador de acuerdo a una realizacién especifica, comprende
como un componente de reconocimiento del objetivo, un anticuerpo IgY especifico
para la bacteria patogénica de mastitis. Mas especificamente, el complejo
identificador de la invencidon puede comprender al menos un anticuerpo IgY
especifico para al menos una de las bacterias patogénicas de mastitis,
seleccionada del grupo que consiste de Actinomyces, E. coli, Pseudomonas,
Clostridium, Esfiafilococo aureus, Estreptococo agalactiae, strptococcus
dysgalactiae, Corynebacterium pyogenes, Enterococcus faecaljs, Corynebacterium
bovis, Nocardia asteroides (o farcinica) y Estreptococo uberis.

(04
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De acuerdo con una realizacion especificamente preferida, el complejo
identificador de la invencién, comprende como un agente que induce la
fagocitosis, una molécula de IgG. Més preferiblemente, dicha molécula de IgG es

generada en bovinos.

Este complejo identificador particular, ademas puede opcionalmente comprender
como un agente de conexién, cualquiera de, pero no se limita a, un soporte sélido,
un enlazante quimico, un enlazante peptidico oligopeptidico o polipeptidico, un

sacarido, oligosacarido o de polisacarido y enlazante de lipidico.

La invencién ademds proporciona un complejo identificador multifuncional para
inducir la fagocitosis especlfica de al menos una bacteria patogénica objetivo que
causa enfermedad ulcerativa en peces infectados por dicha bacteria. De acuerdo
con esta realizacion, tal complejo especifico comprende: (a) al menos un
componente de reconocimiento del objetivo que comprende una molécula que
especificamente se une a bacteria patogénica de Aeromonas spp., la cual causa
enfermedad ulcerativa en peces, o a cualquier fragmento funcional de dicha
bacteria; (b) un componente activo que comprende agente que induce la
fagocitosis; y (c) opcionalmente, un componente de conexién que asocia al menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno de dicho componente
activo, en donde se conservan las funciones biolbgicas independientes de dicho

componente identificador y dicho componente activo.

Como un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composicion
para el tratamiento de un trastorno patolégico en un sujeto. La composicion de la

invencibn comprende como ingrediente activo un complejo identificador
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multifuncional que induce una reaccién inmunoestimuladora especifica al menos a
un agente patolégico objetivo. El complejo comprendido dentro de la composicién
de la invencién comprende:

(a) al menos un componente de reconocimiento del objetivo que comprende una
molécula, la cual se enlaza especificamente a dicho agente patolbgic-:o o a
cualquier fragmento funcional de dicho agente; (b) al menos un componente activo
que comprende un agente inmunoestimulador; y (c) opcionalmente, un
componente de conexidon que asocia al menos dicho componente identificador y

al menos dicho componente activo.

La composicibn de la invencién, ademéas opcionaimente puede comprender

diluyente, excipiente y/o aditivo farmacéutica y/o veterinariamente aceptables.

De acuerdo con una realizacion, la composicién de la invencién es pretendida para
el tratamiento de un trastormno patolégico que puede ser cualquiera de: trastomos
inmuno-relacionados, virales, infecciones fingicas o bacterianas y trastornos

malignos, en un sujeto que requiera de tal tratamiento.

De acuerdo con una realizacién preferida, tal sujeto puede ser cualquiera de:
humano, mamfifero doméstico, ave doméstica, cultivos acuaticos domésticos y

cultivos acuaticos exéticos.

En una realizacién preferida, la composicién de la invencién es pretendida para el
tratamiento de mamiferos domésticos, mas preferiblemente, bovinos y

particularmente vacas lecheras.
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En una realizacidn particular, el trastomo patolégico a ser tratado con la
composicibn de la invencién, puede ser una infeccién bacteriand. Mas

preferiblemente, la infeccién bacteriana puede ser mastitis bovina.

En consecuencia, la invencién proporciona ademés una composicién para el
tratamiento de mastitis en bovinos. Tal composicidon especifica de acuerdo con
una realizacién, comprende como ingrediente activo un complejo identificador
multifuncional, que induce fagocitosis especifica al menos a una bacteria
patogénica de mastitis objetivo en un bovino infectado por dicha bacteria. Mas
especificamente, el complejo comprendido dentro de esta composicién especifica
para mastitis, comprende: (a) al menos un componente de reconocimiento del
objetivo que comprende una molécula, la cual se enlaza especlficamente ia dicha
bacteria patogénica de mastitis o a cualquier fragmento funcional de dicha
bacteria; (b) un componente activo que comprende agente que induce la
fagocitosis; y (c) opcionaimente, un componente de conexiébn que asocia al

menos uno de dicho componente identificador y dicho componente activo.

De acuerdo con una realizacion especificamente preferida, la composicién de la
invencion comprende como un ingrediente activo, un complejo que comprende
una perla de poliestireno recubierta con avidina como un componente de
conexién; un anticuerpo IgY bictinilado especifico para bacteria patogér]ica de
mastitis como el componente identificador; y una molécula de IgG anti avidina, la

cual es, méas preferiblemente, generada en bovinos.

En otra realizacién, la composicion de la invencibn es pretendida para el

tratamiento de peces domésticos y peces mascota/acuarios/exdticos, los cuales
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sufren de enfermedad ulcerativa causada por infeccion bacteriana de Aeromonas
spp. Por lo tanto, de acuerdo con esta realizacion, la invencién proporciona una
composicion para el tratamiento de enfermedad ulcerativa en peces, que
comprende como ingrediente activo un complejo identificador multifuncional, que
induce la fagocitosis especifica de al menos una bacteria patogénica objetivo de
Aeromonas spp. en peces infectados por dicha bacteria. Tal complejo particular,
comprende: (a) al menos un componente de reconocimiento del objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especlficamente a dicha bacteria
patogénica de Aeromonas spp. 0 a cualquier fragmento funcional de dicha
bacteria, preferiblemente un anticuerpo IgY especlfico para Aeromonas spp.; (b)
un componente activo que comprende agente que induce la fagocitosis; el cual
preferiblemente puede ser una molécula de IgG preparada en peces; y (c)
opcionalmente, un componente de conexién que asocia al menos uno de dicho
componente identificador y al menos uno de dicho componente activo, en donde
las funciones biolégicas independientes de dicho componente identificador y de
dicho componente activo son conservadas.

La presente invenciébn ademés se refiere a una composiciéon que induce una
fagocitosis especifica identificado en al menos un agente patoldgico objetivo o
compuesto relacionado a un trastomo patoldgico en un sujeto que sufre de dicho
trastorno. De acuerdo con una realizacion, esta composicién comprende como un
ingrediente activo, el complejo identificador multifuncional de la invencién, y
opcionalmente, comprende ademas diluyente, excipiente y/o aditivo farmacéutica

ylo veterinariamente aceptables.

De acuerdo con una realizaciéon especifica, la invencion se refiere a una

composicion para inducir una fagocitosis especifica de al menos un patégeno
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bacterial de mastitis de objetivo en un bovino que sufre de mastitis. Esta
composicién comprende como un ingrediente activo, el compigjo especifico de
acuerdo con la invencién y opcionalmente comprende ademas diluyente,

excipiente y/o aditivo farmacéutica y/o veterinariamente aceptable.

Otra realizacibn especifica, se refiere a una composicién para inducir una
fagocitosis especifica de al menos un patégeno bacteriano de Aemmonés spp.
objetivo, cuya composicibn comprende como un ingrediente activo un complejo
identificador multifuncional de acuerdo con la invencibn y opcionalmentie
comprende ademas diluyente, excipiente y/o aditivo farmacéutica y/o

veterinariamente aceptables.

Como un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a un método para el
tratamiento de un trastomo patolégico en un sujeto. El método de la invencion
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un
complejo de identificador o una composicién farmacéutica que comprende el
mismo. Este complejo comprende: (a) al menos un componente de reconocimiento
del objetivo que comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a
dicho agente patolégico o a cualquier fragmento funcional de dicho agente; (b) al
menos un componente activo que comprende un agente inmunoestimulador; y (c)
opcionalmente, un componente de conexién que asocia al menos uno de dicho

componente de identificador y al menos uno de dicho componente activo.

La asociacién de dicho componente de identificador y dicho componente activo,

opcionalmente por dicho componente de conexién, debe ser realizado en la
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conformacibn adecuada, a fin de conservar las funciones Dbiologicas

independientes de ambos componentes el activo y el identificador.

En una realizacién, el método de la invencion utiliza cualquiera de las
composiciones de acuerdo con la invencion. Mas preferiblemente, aquellas
composiciones que comprende como un ingrediente eficaz cualquiera de los

complejos de identificador de la invencion.

Aln, en otra realizacidon, el método de la invencidn es pretendido para el
tratamiento de un trastomo patolégico, el cual puede ser cualquiera de trastornos
inmuno-relacionados, infecciones virales, flngicas o bacterianas y trastomos
malignos. En una realizacién especificamente preferida, el trastomo patolégico

puede ser una infeccion bacteriana.

En una realizacion particularmente preferida, la invencioén se refiere a un método
para el tratamiento de mastitis en ganado vacuno. Este método especifico
comprende administtar a un animal que lo requiere, una cantidad
terapéuticamente eficaz del complejo identificador capaz de inducir la fagocitosis
especifica identificada al menos a una bacteria patogénica de mastitis objetivo en
dicho animal infectado, 6 de una composicién farmacéutica que comprende el

mismo.

Aln, en otra realizacién particularmente preferida, el método de la invencién utiliza
una composicién particular de la invencién. De acuerdo a esta realizacion, esta
composicion comprende ¢como un ingrediente activo, un complejo que comprende

una perla de poliestireno recubierta con avidina como un componente de
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conexién; un anticuerpo IgY biotinilado especifico para bacteria patogénica de
mastitis, como el agente de identificador, y una molécula de IgG anti-avidina, la
cual es, mds preferiblemente, generada en bovinos. Esta composicién particular
opcionaimente puede comprender ademas diluyente, excipiente yfo aditivo

farmacéutica o veterinariamente aceptables.

La presente invencién ademés proporciona un método para el tratamiento de
enfermedad ulcerativa en peces que comprende administrar a dicho pez que lo
requiere, una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo de identificador
capaz de inducir la fagocitosis especifica identificada al menos a una bacteria
patogénica de Aeromonas spp. objetivo en dicho pez infectado de acuerdo con la

invencion 6 de una composicion farmacéutica que comprende el mismo.

La presenta invencidn se refiere ademas al uso de un complejo identificador
multifuncional de la invencién, en la preparacién de una composicion farmacéutica

para el tratamiento de un trastorno patolégico en un sujeto que lo requiera.

Este trastomo patolégico puede ser de acuerdo con una realizacién especlfica,
cualquiera de: desérdenes inmuno-relacionados, virales, infecciones fangicas o
bacterianas y trastomos malignos. Preferiblemente, el trastomo patolégico es una

infeccién bacteriana.

En otra realizacién especificamente preferida, la invencién se refiere al uso de un
complejo identificador muitifuncional, en la preparacién de una composicién
farmacéutica para el tratamiento de mastitis en ganado vacuno. Este complejo

particular comprende una perla de poliestireno recubierta con avidina como un
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componente de conexién; un anticuerpo IgY biotinilado especifico para bacteria
patogénica de mastitis, como el componente identificador; y una molécula de IgG

anti-avidina, la cual es mas preferiblemente, generada en el ganado vacuno.

Aln mas, la invencion se refiere al uso del complejo identificador multifuncional de
la invencién, en la preparacibn de una composicion farmacéutica para el

tratamiento de enfermedad ulcerativa en peces.

Breve Descripcién de las figuras

Figura 1. Actividad del anticuerpo IgY anti-E.coli en yema de huevo cruda,
extracto soluble (1:1000) con tiempo de post-inmunizacidén determinado por ELISA
(O.D. a 450 nm). Abreviaciones: D. Po. Inm. (dias post inmunizacién), OD
(densidad optica).

Figura 2. Actividad del anticuerpo IgY anti-Estafilococo aureus en yema de huevo
cruda, extracto soluble (1:1000) con tiempo de post-inmunizacién determinado por
ELISA (O.D. a 450 nm). Abreviaciones: D. Po. Inm. (dias post inmunizacién), OD
(densidad éptica).

Figura 3. Actividad del anticuerpo IgY anti-Estreptococo uberis en yema de' huevo
cruda, extracto soluble (1:1000) con tiempo de post-inmunizacién determinado por
ELISA (O.D. a 450 nm). Abreviaciones: D. Po. Inm. (dlas post inmunizacién), OD
(densidad optica).

Figura 4. El efecto de la IgY anti-E. Coli en el patrén de crecimiento de E. Coli
bovino. Abreviaciones: incu. T. min. (incubacién, tiempo en minutos), cont.

(control), a (anti), n, espec. (no especifico), IgY (inmunoglobulinas Y).
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Figura 5. El efecto de la IgY anti-E. Coli en el crecimiento de E. Coli bovino.
Abreviaciones: incu. T. min. (incubacién, tiempo en minutos), cont. (control), a
(anti), n, espec. (no especifico), IgY (inmunoglobulinas Y).

Figura 6. Accién del complejo identificador:

Se encuentran unidos dos componentes principales a la superficie del soporte
sélido (micro perlas= mic. p): (i) un componente identificador (Comp. ident.) que
comprende un anticuerpo (IgY, receptores, IgG) que especificamente reconocen el
objetivo (patdgeno u otras moléculas objetivo), p. ej, Homonas, antigenos
especlficos de tumor, proteinas virales; y (ii) un componente activo que posee
propiedades inmunoestimulantes, el cual induce la fagocitosis (IgG, complemento).
El componente identificador se enlaza a un objetivo especlifico, mientras que el
ingrediente activo induce una respuesta inmune no especifica en el huésped (p.
ej., fagocitos). Esta estimulacién identificada de fagocitosis permite la eliminacion

especifica de un objetivo no deseado del sujeto mamifero tratado.

Figura 7. SCC en leche de vacas tratadas (cuarto izquierdo) o no tratadas (cuarto
derecho) con dos inyecciones consecutivas de! complejo de la invencion
identificado a S. dysgalactia. Abreviaciones: SCC (conteo de células somaticas),

Trat. (tratadas), N-trat. (no tratadas), D. Po. trart. (dias post tratamiento).

Figura 8. El nivel del complejo especifico a S. dysgalactia en leche de tres vacas
durante 72 horas pos inyeccién. Abreviaturas: N. Vacas (nimero de vacas), T. Po.

Infec. Hrs. (tiempo post infeccién en horas)
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Figura 9. El nivel de complejo especifico a S. dysgalactia en leche de tres vacas
durante las primeras 6 horas después de Ila inyeccién intra-mamaria
(PromediotSD). El punto de tiempo de cinco horas, indica estado de pre-ordefio y

el de seis horas indica estado de post-ordefio.

Descripcién Detallada de la Invencién

Dado un nimero de métodos de la técnica de biologla molecular son bien
conocidos para la persona versada en la materia, éstos no se detallan aqui. Tales
métodos incluyen la expresion de cDNAs, analisis de proteinas recombinantes o
péptidos, transformacién de células, transfeccidbn de células de mamlifero y
simila'res. Los libros que describen tales métodos p. ej., son Sambrook y otros.,
Molecular Cloning A laboratory Manual (Manual de Laboratorio: Clonacién
Molecular), Cold Spring Harbor Laboratory; ISBN: 0879693098, 1989; Current
Protocols in Molecular Biology (Ultimos Protocolos en Biologla Molecular), por F.
M. Ausubel, ISBN: 047150338X, John Wiley & Sons, Inc. 1988, y Short Protocols
in Molecular Biology (Protocolos breves en Biologia Molecular), por F. M. Ausubel
y otros, (eds.) 3™ Ed. John Wiley & Sons; ISBN: 0471137812, 1995. Estas
publicaciones se incorporan totalmente aqul como referencia. Adicionaimente, un
nimero de técnicas inmunoldgicas no son en cada caso descritas aqui en detalle,
ya que son bien conocidas por la persona versada en la materia, véase por
ejemplo: Cument Protocols en Immunology (Ultimos Protocolos en Inmunologla),

Coligan y otros . (eds.), John Wiley & Sons. Inc. Nueva York, NY.

Como un primer aspecto, la prasente invencion se refiere a un complejo
identificador multifuncional que induce una reaccidn inmunoestimuladora

especifica al menos a un agente objetivo, preferiblemente un agente patolégico. El
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complejo identificador de la invencién comprende: (a) al menos un componente de
reconocimiento de objetivo que comprende una molécula, la cual se enlaza
especlficamente a dicho agente o a cualquier fragmento funcional de dicho
agents; (b) al menos un componente inmunoactivo que comprende un agente
inmunoestimulador; y (c) opcionaimente, un componente de conexién que asocia
al menos uno de dicho componente identificador y al menos uno de dicho
componente activo, en donde, la asociacion del componente identificador vy el
componente activo, opcionaimente via dicho componente de conexién, es tal que
se preserva la conformacién adecuada a fin de que las funciones biolégicas
independientes de ambos, del ingrediente activo y del identificador sean
conservadas.

En una realizacién, el complejo de identificador de la invencién induce una
reaccién inmunoestimuladora especifica seleccionada del grupo que consiste de
fagocitosis, citotoxicidad celular anticuerpodependiente (ADCC, de su sigla en
Inglés), activacién de complemento y estimulacién de células B y células T
especificas. Esta reaccion inmunoestimuladora especifica es identificada mediante

el complejo de la invencién al menos a un agente patoldgico objetivo.

Como se destacé anteriommente, los diferentes componentes del sistema
inmunolégico del huésped pueden ser inducidos por el complejo identificador de la
invencién. En un componente, los fagocitos secuestran el agente patolégico
objetivo, tal como células bacterianas, células malignas, protelnas no deseadas o
células infectadas por virus. En particular, la citotoxicidad celular
anticuerpodependiente (ADCC) posee un papel importante en la destruccion de
muchas células objetivo, que incluyen células tumorales, mediante macréfagos. La

opsonizacion de células objetivo con inmunoglobulina G (IgG) por ejemplo,
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aumenta la remocién de estos materiales del huésped. Ha sido bien establecido el
papel de los macréfagos en la destruccién de las células objetivo por la ADCC en
presencia de anticuerpos especlficos. En tanto que la selectividad de los
macréfagos identificadores, se basa en la especificidad del anticuerpo, el ataque
liico en las células objetivo es desencadenado por la ADCC mediada por el

receptor Fc.

Otro componente del sistema inmunolégico es la activacion del ;isbma
complemento. Las dos rutas de la activacién del complemento (la ruta clasica y la
altemativa), son ambas dirigidas en una etapa central en la activacion de
complemento, la segmentacién del C3. Una ruta terminal sencilla es la formacién
de un complejo que ataca la membrana (MAC). La ruta clasica, cominmente es
activada por complejos antigeno-anticuerpo, donde clertos anticuerpos son los que
fijan el complemento (capaz de enlazar al complemento para causar la activacion
de la ruta clasica). La activacion de la ruta clasica, se puede iniciar con el enlace
de C1q, el primer factor de la cascada complemento, a la region Fc de la
inmunoglobulina. Entonces, una cascada de eventos proteoliticos resulta en la
activacion de la Convertasa C5, la cual segmenta el C5 en C5b y C5a. Luego el
C5b enlaza C6, C7, C8, para formar un complejo C5b-8. La unién de moléculas C9
a C5b-8 forma el C5b-9 (el MAC), el cual, penetra en la bicapa lipidica y forma
canales transmembranales que permiten el flujo bidireccional de iones y
macromoléculas. Mediante este mecanismo, el complemento causa lisis del

agente patolégico objetivo (por ejemplo, células).

El complejo identificador de la invencién, estimula una respuesta inmune hacia el

agente patolégico objetivo, dado que la activaciéon de los fagocitos, en especial, los
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macréfagos, actian para regular tanto los linfocitos T como los B. Los macréfagos
tragan el agente patolégico objetivo enlazado al complejo de la invencién y
presentan los determinantes antigénicos del agente objetivo a las células T, que
estimulan una respuesta inmune (respuesta Th1 y Th2), lo cual resulta en la
activacion de las células B y en la produccién de anticuerpos contra dicho 'agente

objetivo (respuesta Th1).

En una realizacién especificamente preferida, el complejo identificador de la
invencion induce una fagocitosis especifica mediante cualquier leucocito tal como
cualquiera de macréfagos y monocitos, identificado al menos a un agente objetivo.
Un fagocito es una célula que traga y devora otra; el proceso de tragar y devorar
es la fagocitosis. Entre los fagocitos importantes para esta invencion estan los
macréfagos y los monocitos. Los monocitos son un tipo de células blancas
sangulneas grandes que viajan en la sangre, pero que pueden salir del torrente
sanguineo y entrar en el tejido hasta diferenciarse en macréfagos. Los mac;'éfagos
digieren restos y células extrafias. Los monocitos son caracterizados

generalmente por la expresién del CD14 en la superficie celular.

De acuerdo con otra realizacidn, el complejo identificador de la invencién es
identificado contra un agente patolégico objetivo tal como bacterias, virus, fungus,
células malignas, toxinas, venenos, haptenos y proteinas no deseadas. Asi,
ejemplos no limitantes para objetivos bacterianos, el complejo de la invencién
puede ser identificado a bacterias tales como, pero no se limitan a, Pseudomonas,
Estafilococo, Salmonella, E. Coli enterotoxigéncio, Salmonella typhimurium,
aeromonas spp., é&ntrax y también a polisacaridos bacterianos y mas

preferiblemente a LPS(Liposacaridos) bacterianos. Objetivos virales pueden ser
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por ejemplo, virus del moquillo canino, hepatitis en humanos, particularmente,
antigeno de superficie de la Hepatitis B, enfermedad de la boca y alimentaria en
vacas, virus de la enfermedad de Newcastle en pollos y virus de la papa. Los
venenos pueden incluir veneno de serpiente de cascabel y escorpién. El complejo
de la invencién también puede ser identificado a diferentes proteinas tales como
transferina, factor de Willebrand von de plaquetas y plasma humano; a pequefios
péptidos bio-activos tales como beta-Casocina-10; 6 a haptenos tales como 1,25-

dihidroxi-vitamina D y también a contaminantes ambientales.

Mas preferiblemente, el agente patolégico objetivo puede ser una bacteria
seleccionada del grupo que consiste de bacteria patogénica de mastitis, bacteria

anteropatogénica y bacteria de furonculosis patogénica (Aeromonas salmonicida

en peces).

En una realizacién mas especificamente preferida, el complejo identificador de la
invencién es identificado al menos a una bacteria patogénica de mastitis
seleccionada del grupo que consigte de Actinomyces, E. coli, Pseudomonas,
Clostridium, Estafilococo aureus, Estreptococo agalactias, Estrepiococo
dysgalactiae, Corynebacterium pyogenes, Enterococcus faecalis, Corynebacterium
bovis, Nocardia asteroides (o farcinica) y Estreptococo uberis.

Aln, en otra realizacién especificamente preferida, el complejo identificador de la
invencion es identificado al menos a una bacteria patogénica, Aeromonas spp., la
cual causa una enfermedad ulcerativa en peces, particularmente en peces

exdticos.
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Auln, en otra realizacién particular, el componente de reconocimiento de objetivo,
comprendido dentro el complejo identificador de la invencién, comprende
cualquiera de anticuerpo o cualquiera de los fragmentos del mismo, ligante y
receptor especifico a dicho agente patolégico o a cualquier fragmento funcional de
dicho agente.

En una realizacién especlficamente preferida, el componente de reconocimiento
de objetivo comprende un anticuerpo o cualquiera de los fragmentos funcionales
del mismo. Tal anticuerpo es capaz de reconocer especificamente dicho -agente
patolégico o cualquier fragmento funcional de dicho agente y puede ser, por
ejemplo, IgG, IgY 6 IgM. Preferiblemente, el componente de reconocimiento
comprende un anticuerpo IgY o cualquier fragmento funcional del mismo,
especifico a dicho agente patolégico o a cualquier fragmento funcional de dicho

agente.

El término “anticuerpo” quiere decir que incluye tanto moléculas intactas y
fragmentos de las mismas, tal como por ejemplo, Fab y F(ab')z, los cuales son
capaces de enlazar antigeno. Fragmentos de Fab y F(ab'); que carecen del
fragmento Fc del anticuerpo intacto, se limpian mas rapidamente de la circulacién
y pueden tener menos tejido no especlfico enlazado que un anticuerpo intacto
[Wahl y otros., J. Nucl. Med. 24: 318-325, (19883)].Se apreciara que Fab y F(ab'); y
otros fragmentos de los anticuerpos, y en particular, ScFv son dtiles en la presente
invencién y pueden ser usados como componente identificador del complejo,
mediante los mismos métodos revelados aqul para moléculas de anticuerpo
intactas. Tales fragmentos son tipicamente producidos por segmentacion

proteolitica, mediante el uso de enzimas tales como papalna (para producir
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fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab’);) o por

procedimientos moleculares.

Un anticuerpo es dicho para ser “capaz de reconocer especificamente” o
*especifico para® o “especlifico a” una cierta célula objetivo (célula bacteriana o
maligna o célula eucariota infectada con virus), si es capaz de rea.ccionar
espacificamente con un antigeno, el cual es en este ejemplo particular una
molécula sefial expresada extracelularmente por dicha célula, de tal modo que
enlace la molécula al anticuerpo.

Un “antigeno” es una molécula o una porcién de una molécula, capaz de ser
enlazada por un anticuerpo y que es adicionalmente capaz de inducir a un animal
a producir anticuerpo capaz de enlazarse a un epltopo de tal antigeno. Un
antigeno puede tener uno o méas de un epltopo. El término “epitopo” quiere decir
que se refiere a esa porcién de cualquier molécula capaz de ser enlazada por un
anficuerpo, que puede ser reconocida por ese anticuerpo. Epltqpos o
"determinantes antigénicos® normmalmente, consisten de agrupaciones de
superficie activas quimicamente de moléculas tales como aminoacidos o cadenas
laterales de azlcar, y poseen caracteristicas estructurales tridimensionales

especificas, como también caracteristicas especificas de carga.

Se aprecia que los fragmentos funcionales del objetivo, es cualquier fragmento
que pueda ser reconocido por el componente de identificador del complejo de la
invencién. En una realizaciéon preferida cuando el componente de identificador es
un anticuerpo, dicho fragmento puede ser un epltopo reconocido por dicho

componente identificador.
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De acuerdo con una realizacion especifica, el complejo de identificador de la
invencién, comprende como un componente activo un componente activo
inmunoestimulador. Mas particularmente, este agente inmunoestimulador, induce
la fagocitosis. Por consiguiente, al enlazar el componente objetivo al agente
objetivo patoldgico y la activacion de la fagocitosis por dicho componente de

activacion, resulta en la ablacién mediada por fagocito del objetivo no deseado.

El agente que induce la fagocitosis comprendido deniro del complejo identificador
de la invencibn como un componente inmunoactivo, de acuerdo con una
realizacion especifica, puede ser un polipéptido, expresado naturaimente en una
superficie celular, el cual es capaz de estimular una respuesta inmune contra la
célula en un huésped. Los polipéptidos adecuados para el uso como polipéptidos
de superficie celular inmunoestimuladores, incluyen, pero no se limitan a los
siguientes:

a. opsoninas tales como IgG y C3b;

b. proteinas con residuos de carbohidrato que interactian con el receptor de
manosa-fucosa de los fagocitos;

c. protelnas capaces de reconocer por medio de receptores en macréfagos
secuestradores;

d. ligantes para integrinas localizados en los fagocitos;

e. glucoprotelnas, tales como integrinas y selectinas; y

f. fucosil transferasa, la cual genera un epitopo Ga1-Ga1 reconocido por

macrofagos.

De acuerdo con una realizacion especifica, la inmunoglobulina G (IgG) es el

componente activo inmunoestimulador preferido para el uso en esta invencion.
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Una protelna de IgG, contiene: (1) una region Fab (que incluye los dominios VH,
VL y CHy); (2) una region de pivoteo, y (3) una regién Fc (que incluye los dominios
CHz y CH:). La region Fab es la region de una proteina de anticuerpo que incluye
las porciones que enlazan anticuerpo. La regién “de pivoteo® es un 4rea flexible en
el polipeptidico de inmunoglobulina, que contiene muchos residuos del aminoacido
prolina y es donde el framento Fc junta uno o los dos fragmentos Fab. La regién
Fc es la regién constante en un polipéptido de inmunoglobulina; esté localizada en
las cadenas pesada de inmunoglobulina; y no esta involucrada en el enlace de
antigenos. La region Fc puede enlazarse a un receptor Fc en los fagocitos. El
extremo amino-préximal del dominio CHz, especialmente los aminoacidos 234 a
237, es importante para enlazar la regién Fc del receptor Fc. Los receptores Fg¢, tal
como Fc RIl, son proteinas integrales de membrana localizados en las células
blancas fagociticas sanguineas, tal como los macréfagos. La region de pivoteo es
importante para la regulacién de la interaccion del receptor Fc-Fc, que proporciona

flexibilidad al polipéptido y que funciona como un espaciador.

La inmunoglobulina utilizada para componente inmunoestimulador, se puede
obtener de cualquier vertebrado, tal como un humano o ratén. Preferiblemente, el
polinucleétido codifica una inmunoglobulina que posee un nimero sustancial de
sacuencias que son del mismo origen el huésped. Por ejemplo, si un humano es
tratado con un complejo de la invencidn, preferiblemente, la inmunoglobulina es de

origen humano.

En consecuencia, se apreciard que preferiblemente, la IgG es generada en las

mismas especies como el sujeto afectado por dicho agente patolégico.
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La IgG Fc asociada al soporte sélido (o cualquier otro componente de conexién)
en la orientacion contraria, conserva la funcién biolégica de IgG Fc de enlazar el
receptor Fc para mediar la activacién del macréfago. Por lo tanto, se sefiala que la
IgG Fc, debe proyectarse a distancia del componente de conexién del complejo de
la invencién, en una “orientacién contraria®, entonces asemejando la configuracién
de la IgG durante la opsonizacion. Esta IgG, la cual sirve como el componente
activo que enlaza el receptor Fc a los fagocitos activados, tal como macréfagos, y

también puede activar la cascada del complemento (*fijacién del complemento”).

Los fagocitos responden a sefiales de los receptores Fc mediante el ensamblaje
de proteinas citoesqueléticas, que sefiala el ensamble de proteinas
citoesqueléticas por la activaciéon de quinasas de protelna de tirosina, y por la
“fagocitacidon® de células recubiertas con inmunoglobulina. La interaccién IgG-Fe
RI activa varias funciones biol6gicas tales como fagocitosis, endocitosis, ADCC,
liberacién de mediadores de inflamacién y produccién de anién superédxido. Los
macréfagos poseen protelnas transportadoras de aniones organicos que
promueven la afluencia de sustancias anidnicas del macréfago. De este modo, el
Fc Rl media la ADCC por macréfagos y desencadena tanto la fagocitosis como la
produccion de superdxido. Por esta razédn, los complejos de la invencién donde el
dominio Fc de la IgG esta asociado como un componente activo, interactia con el
receptor Fc del fagocito y hace que los fagocitos se enlacen al complejo enlazado
al agente patologico objetivo (a través de su componente identificador), que induce
la ADCC. Los isotipos IgG¢ e IgGa, que interactdan con el receptor de alta afinidad
Fc RI en macréfagos, son preferidos para los complejos y métodos de Ia

invencion.
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Los macréfagos, las células dendriticas y las células B, todas son células
presentadoras de antigeno (APC), que también pueden presentar antigenos a las
células T. En esta forma, las APCs estan involucradas en otros componentes de la
respuesta inmune, que incluye la respuesta inmune humoral (producqibn de
anticuerpos) y la respuesta inmune celular. De este modo, las APCs que tragan el
complejo de la invencién que estimula el enlace y la entrada del patégeno via el
receptor Fe, presenta los determinantes de antigeno del agente objetivo a las
células T, estimula la respuesta inmune celular y humoral especifica para ol
agente objetivo Esta posibilidad particular es ventajosa especialmente en
infecciones virales, donde ninguna terapia estd disponible. Por lo tanto, el
complejo de la invenciéon puede ser utilizado como una terapia especifica en

infecciones virales.

De acuerdo con otra realizacién preferida, el componente de conexion opcional
comprendido dentro del complejo identificador de la invencibn, puede ser
cualquiera de un soporte sélido tal como perlas de poliestireno, perias de
Sefarosa, perlas de agarosa, perlas de celulosa, un enlazante quimico, un
enlazante péptidico, oligopeptidico o polipeptidico, un enlazante sacérido,
oligosacarido o polisacarido, enlazante poli-amina y lipidico y cualquier proteina o

protelina de andamiaje particularments.

Como se indicéd anteriormente, ambos componentes: el activo y el identificador
pueden ser asociados por un enlazante quimico al componente de conexién
opcional. Altemativamente, el enlazante quimico, en sl mismo puede funcionar
como el componente de conexién. Las protelnas entrecruzadas (cross-linking) son

bien conocidas en la técnica, véase por ejemplo, Chemistry of Protein Conjugation
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and Cross linking (Quimica de Conjugacién de Proteina y entrecruzamiento), Shan
S. Wong, CRC Press, 1991. Las proteinas pueden ser entrecruzadas ;;or sSus
grupos funcionales. Normalmente, los grupos SH y NH. de las protelnas, son
utilizados para ése proposito. Los grupos quimicos que reaccionan con grupos SH
incluyen, p. e]., grupos ditio, que incluye grupos piridilditio, grupos haloacetamido,
que incluyen grupos yodoacetamido, grupos maleimido, que incluyen grupos
alquilmaleimido y los grupos similares conocidos por la persona versada. Los
grupos amino pueden ser acoplados mediante el uso de grupos éster de N-
hidroxisuccinimida opcionalmente sulfonados, grupos imidoéster, que incluyen
grupos metil pimelimidato y metil suberimidato 6 grupos carbodiimida. También se
pueden utilizar grupos carboxilos libres de una proteina para el entrecruzarniento.
p. €j., mediante el uso de grupos amino tal como un grupo alquilamino y que

proporciona un agente de deshidratacién en la reaccién.

El entrecruzante utilizado para la asociacion adecuada de ambos componentes
complejos, puede ser homobifuncional o heterobifuncional. Ejemplos de
entrecruzantes homobifuncionales incluyen  disuccinimidil suberato (DSS),
disuccinimidil glutarato (DSG) y dimetil suberimidato (DMS). Ejemplos para
entrecruzantes heterobifuncionales incluyen éster de m-maleimideobenzoil-N-
hidroxisuccinimida (MBS) y éster de N-gamma-maleimidobutiriloxi-succinimida
(GMBS). Aln en otra realizacién de la invencién, un entrecruzante es capaz de
reaccionar inespecificamente con protelnas, por ejemplo mediante fotoactivacién.
Ejemplos para grupos fotoreactivos p. ej., son los grupos azidobenzoilo, azido-
nitrobenzoilo, azido-hidroxibenzoilo 6 azido-cumarin. Ejemplos de entrecruzantes
fotoreactivos incluyen p-nitrofenil-2-diazo-3,3,3-trifluoropropionato (PNP-DTP) y

azidobenzoilhidrazida.
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También se puede utilizar un entrecruzante reactivo a carbohidrato. Grupos
reactivos a carbohidratos incluyen, p. ej., el grupo aldehido, el grupo glioxal, 6 el
grupo sulfona. Los entrecruzantes reactivos con carbohidratos incluyen, p. ej., los
anteriores azidobenzoilhidrazida, 4-[m-maleimidometil}-ciclohexan-1-carboxil-
hidrazida (M.CzH) ¢ hidrazida del 4cido 4-(4-N-maleimidofenil)}-butirico (MPBH). Si
cualquiera de los componentes del complejo (activo, identificador y componente
de conexién opcional) no contienen residuos de cistelna, se puede utilizar un
entrecruzante foto-reactivo o un entrecruzante amino-reactivo, tal ct;mo el
derivado N-hidroxi succinimida activado del anterior M2C2H o MPBH, p. e}, la
hidrazida del &acido 4-(4-(succinimido-N-oxo)-fenil)-butirico. Altemativamente,
cuando se desea utilizar el carbohidrato anterior y entrecruzantes de sutfhidrilo
reactivo, se puede utilizar un segundo entrecruzante, el cual puede ser enlazado a
la parte de sulfhidrilo reactivo del primer entrecruzante. Entonces, la proteina
puede ser acoplada via la segunda funcionalidad del segundo entrecruzante, el
cual ventajosamente es un grupo reactivo con grupos amino, tal como un grupo

éster de N-hidroxisuccinimida activado.

Los anteriores entrecruzantes sefialados son comercialmente disponibles, p. ej.,
de PIERCE, asl enlistados en p. O-80 a O-104 de 1994 Life Sciences Product
Catalog and Hanbook of PIERCE, (Hanbook y Catalogo de Productos, Ciencias de
la Vida de PERCE, 1994), Rockford, IL 61105 E. U. 6 de otros proveedores en el

campo de la Quimica Orgénica, tal como Sigma, ST. Louis, E. U.

La conjugacion de protelnas inmunolégicamente activas, es descrita en US

5,399,501, p. ej., anticuerpos, en una fase sélida via una serie bastante elaborada
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de tres moléculas distintas: primero, un entrecruzante el cual, se enlaza a los
grupos amino, carboxilo o tiol en la superficie de la fase sdlida y proporciona un
grupo capaz de reaccionar con tioles (p. ej., maleimido); segundo: un
entrecruzante que se enlaza a los grupos NH; de la protefna a ser conjugada y
también proporciona un grupo capaz de reaccionar con tioles (p. ej., maleimido); y
tercero: un reactivo de ditiol capaz de unirse la fase sdlida unida al grupo tiol
reactivo con el grupo tiol reactivo unido a la proteina. Este juego de entrecruzantes
pueden ser utilizados en la presente invencién, para el propésito de entrecruzar el
componente identificador (p. ej., IgY) y el componente activo (IgG) juntos, o
asociar ambos componentes a un componente de conexién (tal como un soporte

sélido, perlas, etc).

En otra realizacién de la invencién, el componente activo o el componente
identificador, puede ser entrecruzado directamente al componente de conexién
que puede ser por ejemplo, un soporte sélido que comprende carbohidratos. Esto
se puede alcanzar p. ¢j., mediante el uso de un entrecruzante bifuncional caipaz de
reaccionar con carbohidratos por un lado y con proteinas por el otro. Por ejemplo,
el entrecruzante azidobenzoil hidrazida (ABH), puede se acoplado al componente
activo o al identificador, mediante el uso del grupo azida foto-activable del
entrecruzante para enlazarse inespeclficamente a dicho componente. En una
segunda etapa, este componente “activado” puede entonces, ser reaccionado con
el soporte solido, de tal modo, que el grupo hidrazida reactivo a carbohidrato del
entrecruzante se enlaza a las unidades de glucosa en el carbohidrato. Este enlace
no-covalente, puede ser entonces permitido, al depender de las condiciones de
reacciéon tales como: la concentracion de la sal, la presencia de soluciones

céausticas, tiempo de reaccidn y similares; formar el complejo deseado.
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La asociacion de ambos componentes se puede llevar a cabo, por ejemplo,
mediante el uso de un enlazante peptidico como componente de conexion. El
enlazante peptidico es un péptido de secuencia adecuada de aminoécidos, la cual
se espera que nho interfiera con la estructura secundara y terciaria de ambos
componentes. El enlazante peptidico puede ser conectado al componente activo o
identificador mediante un entrecruzante, como los descritos anteriormente para
enlazar proteinas. Los grupos funcionales necesarios para el entrecruzamiento
pueden ser proporcionados en el enlazante peptidico mediante la eleccidon de
aminoéacidos. Por ejemplo, Lisina o Arginina, se seleccionan cuando es deseado
utilizar grupos aminoacidos para entrecruzamiento. Los residuos de cistelna, se
escogen cuando se desea utilizar grupos sulthidrilo para el entrecruzamiento. Se
puede seleccionar el acido Glutamico o Aspartico, cuando se desea utilizar grupos
de acido carboxilico para el entrecruzamiento. Los grupos que no son deseados
para ser reaccionados, se pueden proteger mediante un grupo protector adecuado

como se conoce en la técnica para grupos amino, carboxilo o sulfhidrilo.

El enlazante puede comprender preferiblemente entre 10 y 150 aminoacidos en
extensién. Ademds, preferiblemente, el enlazante comprende aminoécidos
pequefios, no cargados, tales como Glicina, Alanina, Valina, Serina o Treonina. El
enlazante preferiblemente contiene residuos de glicina y serina. La relacién entre
los residuos de glicina y serina es preferiblemente alrededor de 3:1 a 4:1. Un
ejemplo para un enlazante de 17 aminoacidos Glicina/Serina  es

GGGGSGGGGSGGGGSGG.
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Alternativamente, ambos componentes pueden ser enlazados via un péptido,

mediante el uso de tecnologia de DNA recombinante.

En una realizacién preferida, la asociacién de ambos, el componente activo y el
identificador a través de un soporte sélido, puede ser realizada por el sistema de
avidina-biotina, asl descrito en un gran nimero de publicaciones. La molécula de
avidina es una proteina originalmente aislada de la proteina del huevo de gallina.
Esta proteina puede ser expresada como una proteina de fusién con uno de los
componentes de complejo, & preferiblemente puede estar entrecruzada al
componente de conexion (soporte sdlido, tal como perias). El otro componente
puede ser entonces entrecruzado a la biotina, la cual es una molécula pequefia de
vitamina. Los métodos para entrecruzar biotina a protelnas son bien conocidos
para la persona versada en la técnica y se han publicado ampliamente en muchos
articulos y libros de texto. Adn, en otra opcion, el componente de conexién puede
ser una molécula de avidina o cualquier fragmento de la misma. En tal caso, el
componente .identiﬁcador debe ser biotinilado y el componente inmunoactivo serla
un anticuerpo IgG anti avidina. Se apreciara que otros sistemas de alta afinidad se
pueden utilizar para asociar el complejo de la invencién. Tales sistemas incluyen
como ejemplos no limitantes el sistema GST-glutatién y CBD-celulosa.

En otra realizacion preferida, el complejo de la invencion comprende Gnicamente
componente de objetivo y componente inmunoactivo. Ambos componentes estan
directamente unidos sin ningin componente de conexién. De acuerdo con esta
realizacién particular, el componente de objetivo puede ser un anticuerpo
identificado contra el agente objetivo, por ejemplo un anticuerpo IgY y el

componente activo serla un anticuerpo IgY anti IgG. El enlace de ambos
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componentes conserva la conformacion adecuada (que posee el Fc de ia molécula

libre de IgG).

Sera apreciado que cualquier complejo identificador de la invencién, puede estar
comprendido de diferentes componentes identificadores identificados a diferentes

fragmentos de un patégeno objetivo o a diferentes patégenos.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a un complejo identificador
multifuncional que induce fagocitosis especifica de al menos una bacteria
patogénica de mastitis objetivo en ganado vacuno infectado por dicha bacteria.
Este complejo especifico comprende: (a) al menos un componente de
reconocimiento del objetivo que comprende una molécula, la cual se enlaza
especificamente a la bacteria patogénica de mastitis 0 a cualquier fragmento
funcional de dicha bacteria; (b) al menos un componente inmunoactivo que
comprende el agente que induce la fagocitosis; y (c) opcionalmente, un
componente de conexién que se asocia al menos dicho componente identificador
y al menos dicho componente activo. Ambos componentes el activo y el
identificador estdn asociados, opcionalmente por el componente de conexién, en
una conformacién adecuada, la cual conserva las funciones biolégicas
independientes de ambos componentes.

Este complejo identificador de acuerdo con una realizacién especifica, comprende
como un componente de reconocimiento del objetivo, un anticuerpo IgY especifico
para la bacteria patogénica de mastitis. Mas especificamente, el complejo
identificador de la invencibn puede comprender al menos un anticuerpo IgY
especifico para al menos una bacteria patogénica de mastitis tal como, pero no se

limita a, Actinomyces, E. Coli, Pseudomonas, Clostridium, Estafilococo aureus,
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Estreptococo agalactiae, Estreptococo dysgalactiae, Corynebacterium pyogenes,
Enterococcus faecalis, Corynebacterium bovis, Nocardia astervides (o farcinica) y

Estreptococo uberis, micoplasma, virus y endotoxinas.

Opcionaimente, dicho complejo puede comprender diferentes anticuerpos IgY,

cada uno identificado a una bacteria patogénica de mastitis diferente.

De acuerdo con una realizacion especificamente preferida, el complejo
identificador de la invencibn, comprende como un agente que induce la

fagocitosis, una molécula de IgG, preferiblemente generada en un animal bovino.

En otra realizacion especilfica, la invencion se refiere a un complejo identificador
multifuncional para inducir la fagocitosis especifica de al menos una bacteria
patogénica objetivo, que causa enfermedad ulcerativa en peces infectados por
dicha bacteria, dicho complejo comprende: (a) al menos un componente de
reconocimiento de objetivo, que comprende una molécula, la cual se enlaza
especificamente a bacteria patogénica de Aeromonas spp, que causa la
enfermedad ulcerativa en peces, 0 a cualquier fragmento funcional de dicha
bacteria; (b) un componente activo que comprende agente que induce la
fagocitosis; y (c) opcicnalmente, un componente de conexion que asocia al menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno de dicho componente
activo, en donde las funciones bioldgicas independientes de dicho componente

identificador y dicho componente activo se conservan.

Los complejos de identificador particulares de la invencion, ademas pueden

comprender como un componente de conexién opcionalmente, cualquiera de,
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pero no se limita a, soporte sdlido, un enlazante quimico, enlazante polipéptidico,

enlazante protelco, polisacérido y un enlazante lipidico.

Tal soporte sélido puede ser por ejemplo una perla en micros-esfera de
poliestireno y mas particularmente, una perla de poliestireno recubierta con
avidina. En este caso particular, el componente de reconocimiento del objetivo,
puede ser un anticuerpo IgY biotinilado especifico para la bacteria patogénica de
mastitis. Adicionalmente, este complejo identificador particular, puede comprender
preferiblemente como el agente que induce la fagocitosis, una molécula IgG anti-

avidina, la cual es mas preferiblemente, generada en un animal bovino.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una composicién bara el
tratamiento de un trastomo patolégico en un sujeto. La composicibn de [a
invencibn comprende como ingrediente activo un complejo identificador

multifuncional de acuerdo con la invencidn.

La composicibn de la invenciébn, ademas puede comprender opcionalmente

diluyente, excipiente y/o aditivo farmacéutica y/o veterinariamentes aceptables.

De acuerdo con una realizacién, la composicion de la invencion es pretendida para
el tratamiento de un trastomo patolégico, que puede ser cualquiera de trastomos
inmuno-relacionados, infecciones virales, fungicas o bacterianas y trastornos
malignos, en un sujeto que requiera de tal tratamiento.

El trastorno patoldgico a ser tratado, puede ser una infeccién viral causada por
diferentes virus tales como el virus de la influenza, virus de inmunodeficiencia

humana, virus de Epstein-Bam, citomegalovirus, virus de vaccinia, virus de
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hepatitis, enfermedad de la boca y alimentaria, virus de la enfermedad de
Newcastle y el virus de la herpes, 6 una enfermedad maligna tal como melanoma,

carcinoma, linfoma y sarcoma.

El sujeto a ser tratado, puede ser, de acuerdo con una realizacién preferida,
cualquiera de: Humano, mamifero doméstico y no doméstico, ave doméstica,
cultivos acudticos, preferiblemente, peces y peces exéticos de acuario. Debe ser
apreciado que el sujeto tratado puede ser también cualquier reptil o animal de
zoologico. Mas preferiblemente, la composicién de la invencién es pretendida para
mamiferos domésticos. Se entiende por "sujeto mamifero” cualquier mamifero
para el cual es deseada la terapia propuesta, que incluye sujetos humanos,
equinos, caninos, felinos y méas preferiblemente, ganado vacuno, particularmente
animales bovinos tales como vacas, cabras y ovejas. Aln, en otra realizacion
especlfica, el complejo y la composicién de la invencién, son pretendidos para el
tratamiento de peces domésticos y peces exdéticos, tales como por ejemplo, pez

carpa y Koi.

En una realizacién particular, el trastomo patolégico a ser tratado con la
composiciéon de la invencibn, puede ser una infeccién bacteriana. M4s

preferiblemente, la infeccién bacteriana puede ser la mastitis bovina.

En consecuencia, la invencién proporciona ademas una composicién para el
tratamiento de mastitis en animales bovinos. Tal composicién especifica, de
acuerdo con una realizacién, comprende como ingrediente activo un complejo
identificador multifuncional que induce la fagocitosis especifica al menos a una

bacteria patogénica de mastitis objetivo en bovino infectado por dicha bacteria.
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Mas especificamente, el complejo comprendido entre esta composicién especifica
para mastitis, comprende: (a) al menos un componente de reconocimiento del
objetivo, que comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicha
bacteria patogénica de mastitis o cualquier fragmento de dicha bacteria, (b) un
componente activo que comprende agente que induce la fagocitosis; y (c)
opcionalmente, un componente de conexién que asocia al menos uno de dicho
componente identificador y al menos uno de dicho componente activo. Se sefiala
que mediante la asociacibn de ambos componentes, opcionaimente por el
componente de conexién, las funciones biolégicas independientes del componente

identificador y del componente activo se conservan.

De acuerdo con una realizacién especlficamente preferida, la composicion de la
invencion comprende como un ingrediente activo, un complejo que comprende
una perla de poliestireno recubierta con avidina, como un componente de
conexion; un anticuerpo IgY bictinilado especlfico para bacteria patolégica de
mastitis, como el componente identificador y una molécula de IgG anti-vidina, la

cual es mas preferiblemente, generada en un animal bovino.

La invencién, ademés proporciona una composicion para el tratamiento de
enfermedad ulcerativa en peces. Tal composicibn especifica, comprende como
ingrediente activo un complejo identificador multifuncional, que induce la
fagocitosis especlfica al menos a una bacteria patogénica de Aeromonas spp.
objetivo en peces infectados por dicha bacteria, dicho complejo comprende: (a) al
menos un componente de reconocimiento del objetivo que comprende una
molécula, la cual se enlaza especificamente a dicha bacteria patogénica de

Aeromonas spp. o a cualquier fragmento funcional de dicha b'actenh.
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preferiblemente, tal componente puede ser anficuerpo IgY, el cual reconoce
especlificamente determinantes antigénicos de dicha bacteria; (b) un componente
activo que comprende agente que induce fagocitosis, preferiblementg, una
molécula de inmunoglobulina, generada en peces, y (c) opcionalmente, un
componente de conexién que aéocia al menos uno de dicho components
identificador y al menos uno de dicho componente activo, en donde las funciones
biolagicas independientes de dicho componente identificador y dicho componente
activo se conservan.

La presente invencion ademas se refiere a una composicion para inducir una
fagocitosis especifica identificada al menos a un agente patolégico objetivo
relacionado con un trastorno patolégico en un sujeto que sufre de dicho trastomo.
De acuerdo con una realizacién, esta composicion comprende como un
ingrediente activo, el complejo identificador multifuncional de la invencion, y
ademds opcionalmente comprende diluyente, excipiente y/o aditivo farmacéutica o

veterinariamente aceptables.

De acuerdo con una realizaciébn especifica, la invencion se refiere a una
composicién para inducir una fagocitosis especlfica de al menos un patdgeno
bacteriano de mastitis objetivo en un animal bovino hembra que sufre de mastitis.
Esta composicibn comprende como un ingrediente activo, un complejo que
comprende una perla de poliestireno recubierta con avidina, como un componente
de conexién; un anticuerpo IgY biotinilado especifico para bacteria patogénica de
mastitis, como el componente identificador; y una molécula de IgG anti-avidina, la
cual es mas preferiblements, generada en bovinos y ademas, comprende
opcionalmente diluyente, excipiente y/o aditivo de soporie farmacéutica y/o

veterinariamente aceptables.
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Aun, en ofra realizaciéon particular, la invencion ademas proporciona una
composicion para inducir una fagocitosis especifica de al menos un patdgeno
bacteriano de Aeromonas spp .objetivo en un pez que sufre de enfermedad
ulcerativa. Tal composicion especifica comprende como un ingrediente activo un
complejo identificador multifuncional de acuerdo con la invencién, y ademas,
opcionaimente comprende diluyente, excipiente y/o aditivo farmacéutica y/o

veterinariamente aceptables.

En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a un método para el
tratamiento de un trastomo patolégico en un sujeto. El método de la invencién
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un
complejo identificador de acuerdo con la invencibn o una composicién

farmacéutica que comprende el mismo.

Asl como se utiliza aqul “cantidad eficaz”, significa una cantidad necesaria para
alcanzar un resultado selecto. Por ejemplo, una cantidad eficaz de la composicién
de la invencion Gtil para inducir el efecto inmunoestimulador identificado y

preferiblemente, fagocitosis hacia el agente patolégico objetivo.

El complejo de la invencién puede ser administrado directamente al sujeto a ser
tratado, 6 puede ser conveniente para el sujeto, la administracion de
composiciones que comprendan dicho complejo identificador y puede ser
conveniente agregar portadores aceptables, adyuvantes o diluyentes a la
composicién antes de su administracién. Las formulaciones terapéuticas se

pueden administrar en cualquier formulacion de dosificacién convencional.
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Tipicamente, las formulaciones comprenden al menos un ingrediente activo, como

el definido anteriormente, junto con uno o mas portadores aceptables del mismo.

Cada portador debe ser, tanto farmacéutica como fisiolégicamente aceptable en el
sentido de ser compatible con los otros ingredientes y no ser perjudicial para el
sujeto. Las formulaciones incluyen aquellos adecuados para la administracién oral,
rectal, nasal o parenteral (que incluye subcutdnea, intramuscular, intravenosa,
intramamaria e intradérmica). Las formulaciones, se pueden presentar de manera
conveniente en foma de dosis de unidad y puede ser preparada mediante
métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. La naturaleza, disponibilidad y
fuentes, y la administracién de todos aquellos compuestos que incluyen las
cantidades eficaces necesarias para producir efectos deseables en un sujeto, son

bien conocidas en la técnica y no requieren ser descritos aqul adicionalmente.

Las composiciones de la invencién, pueden contener ademéas un portador, aditivo,
diluyentes o excipiente farmacéuticamente aceptables. Portadores adecuados
comprenden, p. €]., soluciones amortiguadoras salinas de fosfato salino y solucién
salina con 5% de HSA o PPF. Otros portadores adecuados, son bien conocidos
para aquellos versados en la materia y que no son una limitacién en la presente
invencion. De manera similar, una persona versada en la materia, podra
enseguida, seleccionar otros componentes deseados para incluifos en una
composicion farmacéutica de la invencién y tales componentes no son una

limitacién de la presente invencién.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién, en general comprenden

ademas un agente de amortiguacion, un agents el cual ajusta la osmolaridad de
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las mismas y opcionaimente, uno o mas portadores, excipientes y/o aditivos
farmacéuticamente aceptables, asi conocidos en la técnica. También se pueden
incorporar ingredientes activos suplementarios en las composiciones. El portador
puede ser un solvente o medio de dispersion que contiene por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y propilenglicol liquido y
similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales. Se puede
conservar la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento,
tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el

caso de dispersion y por el uso de surfactantes.

La composicién de la invencion puede ser mezclada con material de alimento
nutritivo o provisiones de agua para el animal. No obstante, se contempla que la
composicién eficaz puede ser mezclada con material de alimento nutritivo o agua
o alimento para el animal, de manera separada. La composicion eficaz, debe ser
proporcionada en una cantidad eficaz a fin de estimular la reaccién
inmunoestimuladora identificada y preferiblemente, la fagocitosis hacia el agente

patolégico.

Mas preferiblemente, el complejo o las composiciones de la invencion pueden ser
administradas mediante una ruta seleccionada de: administracién oral,
intravenosa, parenteral, transdémmica, subcutanea, intravaginal, intranasal,
mucosal, sublingual, tépica y rectal y cualquiera de las combinaciones de las
mismas. Para el tratamiento de la mastitis, se prefiere la administracion
intramamaria tépica. Para el tratamiento de enfermedad ulcerativa,
particularmente, furculosis en peces, son preferidas la administracién tépica o

intraperitoneal. Se debe sefialar que el tratamiento tépico preferido en los peces,
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se puede realizar mediante |a inmersién de los peces en agua que contiene el

complejo especlfico de la invencion.

Las formas farmacéuticamente adecuadas para el uso de inyeccién, incluye
soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos estériles para la preparacién
ocasional de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos,
la forma debe ser estéril y debe ser fluida, a tal grado que posea facil capacidad
de inyectabilidad. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debe ser preservada contra la accibn contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y fungus.

La prevencién de la accién de microorganismos se puede producir mediante varios
agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol,
fenol, 4cido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir
agentes isotnicos, por ejemplo, azlGcares 6 cloruro de sodio. La absorcién
prolongada de las composiciones inyectables se pude producir mediante el uso de
agentes que retardan la absorcién, en las composiciones, por ejemplo,

monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles, se preparan por la incorporacién de
compuestos activos en la cantidad requerida, en el solvente adecuado con varios
de los otros ingredientes enumerados anteriormente, como se requiera, seguido
de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones son preparadas por la
incorporacién de varios ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril, el
cual contiene el medio de dispersion basico y los ofros ingredientes requeridos de

aquellos enumerados anteriormente.
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En el caso de polvos estériles para la preparacion de las soluciones inyectables
estériles, el método preferido de preparaciéon son las técnicas de secado por vaclo
y deshidratacién por congelacion, las cuales producen un polvo del ingrediente
activo mas cualquiera de los ingredientes adicionales deseados de una solucién

previamente filtrada y estéril del mismo.

En una realizacion, el método de la invencion utiliza cualquiera de las
composiciones de acuerdo con la invencion. Mas preferiblements, aquellas
composiciones que comprenden como un ingrediente eficaz, cualquiera.de los
complejos identificadores de la invencion.

Aun, en otra realizacién, el método de la invencién es pretendido para el
tratamiento de un trastomo patolégico, el cual puede ser cualquiera de trastomos
inmuno-relacionados, infecciones virales, fingicas o bacterianas y trastomos

En una realizacidon especificamente preferida, el trastomo patoldgico puede ser

una infeccion bacteriana.

En una realizacién particularmente preferida, la invencion se refiere a un método
para el tratamiento de mastitis en bovinos. Este método especifico comprende
administrar a dicho bovino que lo requiere, una cantidad terapéuticamente eficaz
de un complejo identificador capaz de inducir la fagocitosis especifica al menos a
una bacteria patogénica de mastitis objetivo en dicho bovino infectado, 6 de una
composicion farmacéutica que comprende el mismo, dicho complejo comprende:
(a) al menos un componente de reconocimiento del objetivo, que comprende una

molécula, la cual se enlaza especificamente a dicho agente patoldgico o a
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cualquier fragmento funcional de dicho agente; (b) un componente activo que
comprende un agente inmunoestimulador; y (¢) opcionalmente, un componente de
conexion que asocia al menos uno de dicho componente identificador y al menos
uno de dicho componente activo. La asociacién de dicho componente identificador
y de dicho componente activo, opcionalmente por dicho componente de conexién,
debe conservar las funciones biolégicas independientes de ambos: el componente

activo y el identificador.

La invencidn proporciona ademés, un método para la estimulacion de la actividad
del fagocito especifica. Un complejo identificador que contiene la IgG se pone en
contacto con un fagocito, tal como un macréfago u otra APC. El contacto estimula
una actividad fagocitica incrementada por el fagocito. El fagocito puede tragar el
complejo enlazado al agente objetivo y es capaz de eliminar rapidamente dicho

agente patoldgico del huésped.

Aln, en otra realizacién particularmente preferida, et método de la invenci6|.1 utiliza
una composicion particular de la invencién. De acuerdo con esta realizacién, esta
composicion comprende como un ingrediente activo, un complejo que comprende
una perla de poliestireno recubierta con avidina como componente de conexién,
un anticuerpo IgY bictinilado especifico para la bacteria patogénica de mastitis,
como el componente identificador, y una molécula de IgG anti avidina, la cual es
mas preferiblemente generada en bovinos. Esta compaosicién particular, ademas,
puede comprender ademas diluyente, excipiente y/o aditivo farmacéutica y/o

veterinariamente aceptables.
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Adn, adicionaimente, la invencidn se refiere a un método para el tratamiento de
enfermedad ulcerativa en peces, que comprende la administracién a dicho pez
que lo requiere, una cantidad terapéuticamente eficaz de un complejo
identificador, capaz de inducir fagocitosis especifica identificada al menos a una
bacteria patogénica de Aeromonas spp en dicho pez infectado, de acuerdo con la

invencion, o de una composicién farmacéutica que comprende el mismo.

La presente invencién, ademés se refiere al uso de un complejo identificador
multifuncional de la invencion, en la preparacién de una composicién farmacéutica

para el tratamiento de un trastomo patolégico en un sujeto que lo requiera.

Este trastomno patolégico, de acuerdo con una realizacién especifica, puede ser
cualquiera de trastomos inmuno-relacionados, infecciones virales, fiingicas o
bacterianas y trastomos malignos. Preferiblemente, el trastomo patolégico es una

infeccidn bacterial.

En ofra realizacion especificamente preferida, la invencién se refiere al uso de un
complejo identificador multifuncional especifico, en la preparacibn de una
composicibn farmacéutica para el tratamiento de mastitis en bovinos. Este
complejo particular comprende una perla de poliestireno recubierta con avidina
como un componente de conexién; un anticuerpo IgY biotinilado especifico para
bacteria patogénica de mastitis, como el componente identificador; y una molécula

de IgG anti avidina, la cual es mas preferiblemente generada en bovinos.

Aun, en otra realizacién, la invencion se refiere al uso de otfro particular complejo

identificador multifuncional, en la preparacion de una composicion farmacéutica
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para el tratamiento de mastitis en bovinos. Tales complejos comprenden un
componente identificador y un componente inmunoactivo, ambos son
directamente unidos sin ninglin componente de conexién. De acuerdo con tal
realizacion, el componente identificador puede ser un anticuerpo IgY dirigido
contra bacteria patogénica de mastitis y el componente inmunoactivo es un
anticuerpo IgY anti IgG. El enlace de ambos componentes conserva la

conformacién adecuada (que posee el Fc de la molécula libre de IgG).

A menos que se defina de otra forma, todas las técnicas y términos especificos
utilizados aqul, a las que esta invencion pertenecen, tienen el mismo significado
como el entendido de manera usual por una persona normaimente versada en la
materia. Todas las patentes y publicaciones citadas es esta descripcibn son

incorporadas como referencia.

En lo revelado y descrito, sera entendido que esta invencion no se limita a los
ejemplos particulares, etapas de procesos y materiales revelados aqul, asl tales
etapas de proceso y materiales pueden variar en algo. También se entendera que
la terminologla utilizada aqul es usada para el propésito de describir realizaciones
particulares tnicamente y no es pretendida para ser limitada, ya que el alcance de
la presente invencién serd limitado (nicamente por las reivindicaciones anexas y

equivalentes de las mismas.

A lo largo de esta descripcién y de las reivindicaciones que continiian, a menos
que el contexto lo requiera de otra manera, !a palabra "comprender” y sus
variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, serdan entendidas para

implicar la inclusidbn de una entidad completa establecida o etapa o grupo de
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entidades completas o etapas, pero no la exclusion de cualquier otra entidad o

etapa o grupos de entidades completas o etapas.

Se debe sefialar que, como se utilizé en esta descripcién y en las reivindicaciones
anexas, las formas singulares “un® “una” y “ella® incluyen referentes plurales a

menos que el contenido imponga lo contrario.

Los siguientes ejemplos son representativos de técnicas empleadas por los
inventores para llevar a cabo los aspectos de la presente invencién. Debe ser
apreciado que mientras que esas técnicas sean ejemplares de realizaciones
preferidas para la practica de la invencién, aquellos versados en la materia, a la
luz de la presente divulgacién, reconocerdan que se han podido realizar numerosas

modificaciones sin apartarse de la esencia y el alcance de la invencién.

Ejemplos

Procedimientos Experimentales

Bacterias

Los patégenos especificos de mastitis (Estafilococo aureus, Estreptococo
agalactiae, Estreptococo dysgalactiae, Estreptococo uberis, y E. coli) fueron
adquiridos bien sea a partir de ATCC (Hy Lab, Rehovot, IL) o tomados a partir de
los patrones de las Autoridades Veterinarias Israelles (Beit Dagan, IL), de acuerdo
con los siguientes niimeros de acceso: Estafilococo aureus, 2449/1; E. coli, Ein
Hashofet 169. ATCC: Estrepfococo agalactiase ATCC 27858, Estreptococo
dysgalactiae ATCC 27957, Estreptococo uberis ATCC 27958.

Preparacién del Antigeno
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Tanto bacterias como también protelnas purificadas fueron empleadas como
antigenos para la produccion de IgY especlifico. Las bacterias se cultivaron en un
medio especifico tal como se indica a continuacién, y se separaron para

vacunacion tal como sigue;

Las bacterias secadas por congelamiento (Estafilococo aureus, Estreptococo
agalactiae, dysgalactiae y uberis) se descongelaron [1 ml de caldo nutritivo (NB)
(Difco, Detroit, MI)], inoculadas sobre agar de sangre e incubadas a 37° C durante
24 h hasta confirmar vitalidad y pureza. Se seleccionaron 34 colonias y se
inocularon en 250 ml a 37° C de caldo Columbia (CB) (Difco, Detroit, Ml) (12-24 h
a 37° C) complementado con 0.1% de D-glucosa, extracto de levadura, y 0.5% de
NaCl en un Ehrlenmeyer de 1 litro e incubadas a 37° C durante 10 h. Los
Estreptococos se inocularon en 250 ml de NB a 37° C. Las bacterias se separaron
mediante centrifugacion (1000 x g, 15 min) y el pellet fue lavado (x 3) y
resuspendido en PBS no pirogénico (pH 7.6; 0.01M) hasta aproximadamente
1.2x10° células, tal como es indicado por el estdndar 4 de equivalencia de turbidez
de McFarland (1. 2 x 10° célula/ml) (remal, 12076 Santa Fe, Lenexa, Ks). Para
confirnar la pureza, fueron inoculadas e incubadas placas de agar de sangre. El
pellet fue sometido a agitacibn mecanica con perlas de vidrio por medio de un
homogenizador celular (Braun Melsungen AG, Alemania). Después de remover las
perlas de vidrio y las bacterias intactas, el homogenizado se filitr6 a través de
membranas de 0.2 um de tamafio de poro, las concentraciones de proteina fueron
determinadas con el kit Protein Assay (Bio-Rad, UK) y almacenado a —20° €. Para
confirmar esterilidad, se inocularon e incubadas las placas de agar de sangre bajo

condiciones apropiadas.
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En un método adicional, las bacterias se in?cularon y se pemitié que crecieran tal
como se describid anteriormente. Después dn;. la incubaci6n, las bacterias se
cosecharon mediante centrifugacibn a 10,000 x g durante 20 minutos y
posteriormente fueron suspendidas en PBS 50 mM (pH 7.0). Las bacterias se
dividieron entonces en tres grupos para los siguientes procesos: (1) inactivacion
con formaldehido (0.05%), (2) inactivacién por medio de calor (100° C durante 10
minutos), y (3) sonicacién. Una mezcla de las fracciones tratadas fue utilizada para

vacunacion

Preparacién del antigeno de E. coli

Se cultivaron E. coli en 250 ml de NB (Difco, Detroit, MI) ], en un Ehrdlenmeyer de 1
litro @ incubados a 37° C durante 24 h. El pellet de las bacterias se sonicé con
perlas de vidrio tal como se describi6é anteriormente.

Preparacién del componente identificador

Producci6n de IgY

Se inmunizaron de tres a seis gallinas comerciales White Leghom de 35-50
semanas de edad por grupo, por medio de una inyecciéon intramuscular en dos
lugares del musculo pectoral de 0.05 - 05-0.5 mg de antigeno con adyuvante
incompleto de Freund, en un volumen total de 0.8-1.0 ml por gallina. El adyuvante
comprendia la mitad del volumen inyectado. Se proporcioné una inyecciébn de
impuiso intframuscularmente 2-3 semanas después con la misma_ dosis
emulsificada con adyuvante incompleto de Freund. Se recolectaron muestras de
sangre de una vena en el ala, cada semana después de la inyeccion iniclal. Los
huevos fueron recolectados diariamente y aimacenados por debajo de 20° C hasta

que fueron analizados.
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Aislamiento del IgY a partir de la yema de huevo

La IgY fue aislada por medio de las siguientes etapas:

1.
2.

Separacion de la yema de la clara;

Disolucidn en agua de las yemas (10 ml de yema a 100 ml de agua), pH=6.8y
agitacion con un mezclador eléctrico en una temperatura inferior a 20° C
durante 4-6 horas;

Deslipidacién mediante filtracion de la fraccién soluble en agua bajo vaclo a
través de un papel de filtro (1574 Runfilter, Schieicher & Schuell GmbH,
Alemania).

Precipitacién de las protelnas solubles filtradas por medio de sulfato de amonio
(60 % ; ph)

Centrifugacién (10000g, 20 min) y re-suspension del precipitado en medio de
sulfato de amonio (60% p/v) a4° C.

Aislamiento de la IgY a través de filtracién por gel, empleando técnicas de gel T
(Pierce, E. U.), intercambio anibnico (DEAE-Sephacel) y filtracion por gel
(Ultrogel AcA 22).

Las IgY crudas (5) o purificadas (6) se diluyeron en un orden de dilucién serial

1: 10 con PBS antes del uso.

Especilficidad de la IgY

Dado que la mayoria de las aves comerciales son vacunadas rutinariamente

contra NDV (Enfermedad de New Castle), los anticuerpos de anti-NDV fueron

utilizados para probar la eficiencia del aislamiento de la IgY. Esto fue realizado

mediante la prueba de inhibicién de hemoaglutinacion.

ELISA para bacterias infactas
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Prueba de ELISA cuantitativa para la medida de concentraciones IgY anti-
bacterias especificas y de IgY Estdndar: Los pozos en una placa se recubrieron
durante la noche con 100 pl de polilisina (10 ug/ml), posteriormente se adicionaron
200 pl de bacterias especilficas en caldo (0.3 OD). Veinticuatro horas después, se
adicionaron 100 ul de gluataraldehido (0.07%) durante 15 min y se lavé con PBS.
Los pozos se bloquearon 100 pl de leche en polvo al 2% y glicina 100 mM. Las
muestras crudas de IgY fueron diluidas en forma seriada en PBS (Akita y Nakai,
1992) y se aplicaron 100 ul de dilucién serial 1:10 en duplicados a los pozos. Las
placas se incubaron a 37° C durante 2 h y lavadas con PBS-T (Solucion salina de
buffer fosfato-TWEEN20™ y posteriormente incubadas con 100 pl de conjugado
de IgY de conejo anti-polio con peroxidasa de rabano (1:10000 en PBS). Después
de la incubacién a 37° C durante 1 h, las placas se lavaron veces con PBS-T
(Solucién amortiguadora salina de fosfato -TWEEN 20), seguido por la adicién de
100 pl de solucién de sustrato recientemente preparada, 2-2-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) en 0.05 M de solucién amortiguadora de c'rt!'ato de

fosfato (pH 5.0). La densidad éptica se registré entonces a 450 nm.

Prueba de Aglutinacién — IgY y patrén de crecimiento de bacterias

A fin de examinar el grado de reconocimiento de antigenos de membrana externa
por la IgY y su efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano, diversos
patdgenos bacterianos [107 CFU/ml (unidades formadoras de colonia) caldo de
medio E] se cultivaron en un caldo de tripticasa de soya (TSB) en presencia de la
IgY de control especifico y no especifico. Las concentraciones de IgY ubicadas
entre 250-500 g/ml se incubaron a 37° C durante 1 hasta 3 h. La curva de
crecimiento de bacteria fue calculada mediante el empleo de las medidas de

densidad 6ptica a 580 nm.

147



10

15

20

25

55

Enlace Antigeno-Anticuerpo y Patrén de Crecimiento de Patégeno

La efectividad de la IgY para enlazar, neutralizar o reducir la proliferacién de
diversas bacterias patogénicas de mastitis, se examiné en un método adicional. El
patégeno de mastitis (107 CFU/mI caldo de medio E) se cultivé en TSB con igY de
control especlfico y no especifico (250-500 lig/ml) y se permitié su aislamiento a O-
4° C durante 30 min. Entonces los cultivos se diluyeron a diluciones seriales con
un TBS estéril y 10 pl (en triplicados) del medio diluido, se inocularon sobre la
placa adecuada y e incubados a 37° C durante 24 hrs. Las colonias de cada

tratamiento se contaron y su tamanfo fue medido.

Micro/nano preparacién del portador

Son activados microperias caboxilatadas comerciales mediante el empleo de
clorhidrato de 1-Etil-3- (3- dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) en presencia de
Avidina. El EDC activa los grupos carboxilo y permite un acoplamiento eficiente del
grupo amino en Avidina con el grupo carboxilo. Esto resulta en la formacion de

enlaces amida que acoplan moléculas de avidina a cada microperia.

Unién del componente identificador a las perias activadas

En la primera etapa, el anticuerpo de IgY (por ejemplo la IgY anti E. Coli
especifico) es biotinilado empleando un reactivo de Sulfo-NHS-biotina mediante el
uso de un método comtin de bictinilacién. El IgY anti E. Coli bictinilado resultante
es entonces mezclado con los microperlas-Avidina en diferentes proporciones
durante 1 hr a temperatura ambiente. Este paso es seguido por la adicién de un

anticuerpo Bovino de anti Avidina al cual se permitié reaccionar con la microperia-
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Avidina-lgY-Biotinilado. En este contexto, el anticuerpo fue cultivado en becerro

inmunizado con Avidina.

Desarrollo de un ensayo in-vitro para fagocitosis
El presente procedimiento fue adaptado de TECHNICAL DATA SHEET 430 (2001)
de PolySciences Inc (PA, E. U).

Se han utilizadc; microparticulas de poliestireno (1, 2 y 3 um) para estudios de
fagocitosis. Para elicitar esta respue;ata, las particulas primero se recubrieron con
avidina, posteriormente se enlazaron, un IgG anti-avidina bovino especifico y la
IgY especifica producida contra patégenos de mastitis, tal como se describi6é
anteriormente. Las microperlas (1 pm, 1 x 10% por grupo), se recubiertas con
diferentes proporciones de IgG:IgY (0.6 hasta 0.7 ug/ml, 60 min 37° C). Después
de la opsonizacién, un millén de componentes de microperias recubiertas fueron
incubadas con o sin 107 bacterias de E. coli y fueron expuestas a fagocitos de
sangre de vaca (granulocitos, monocitos, y macréfagos). Las células fueron
mezcladas continuamente durante 60 min a 37° C durante los cuales ocurrid la
fagocitosis. La reaccion entonces se detuvo mediante la adicion de PBS enfriado
en hielo, centrifugada 1000 x g durante 5 min y las muestras de 10 pl diluidas en
un orden de 1: 10 fueron aplicadas en una placa de agar de soya triptica para
determinacién de CFU. Entonces las células se lavaron para remover cualquier
particula libre en el medio y re-suspendidas en H;0 fria desionizada y analizadas
para el nimero de bacterias. Este procedimiento permite la determinaciéon de la
actividad fagocitica por medio de la medicién del nimero de bacterias que quedan
en el medio después de la incubacién con nimeros conocidos de bacterias con el

complejo descrito.
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Ensayo de fagocitosis con el complejo identificador multifuncional (componentes

de micriperia recubierta)

(1) Se adicionaron 200 ul de sangre entera anticoagulada a un tubo de
polipropileno.

(2) Se adicionaron 10 ul de componentes de microperlas recubiertos (10°
particulas/ml) al tubo e incubados con agitacién suave durante 30 hasta 60 min a
37°C.

(3) Al final de [a incubacién, se determiné la fagocitosis mediante la adicion de 2
mi de PBS enfriado en hielo y mezclado.

(4) El pellet de células se re-suspendié en 3 ml de agua estéril y se mezclé
suavemente durante 20 hasta 30 segundos. Se adiciond 1 ml de NaCl al 3.5%
para hacer isoténica la suspension y las células son peletizadas por medio de
centrifugacién a 500 x g durante 5 min.

(5) Las células se resuspendieron en 500 ul de PBS frio, y las muestras fueron

mantenidas a 4° C, y analizadas tan pronto como fue posible.

SCC (conteo de células sométicas)
El SCC se determiné con un contador de células Coulter (CC), modelo Z1, Coulter

Electronics Limited, Luton, U. K.).

N-acetil-D-glucosoaminidasa (NAGasa)
La concentracidon de NAGasa en leche fue determinada fluorométricamente de
acuerdo con la prueba de ADLMILK NAGasa, (ADC Applied Diagnostics

Corporation, Helsinki, Finlandia) con un arreglo de microplacas computarizado. Un
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valor de 100 unidades comesponde a una liberacién de aproximadamente § umol

de producto por litro por minuto a 25° C.

Procedimiento de ELISA para la medicién de la IgY en leche

Prueba de ELISA cuantitativa para la medicién de concentraciones de IdY anti-
bacteria especlfico en leche: Se cubrieron pozos de una placa de ELISA durante la
noche con 100 ul de anti-lgY-Fc-conejo, luego fueron bloqueadas durante 1 hr a
37° C con 200 ul de solucibn amortiguadora de leche al 2%. Se adiciond un
volumen de 100 ul a la solucién de prueba o comercial de IgY (utilizada para las
curvas estandar) a las placas de ELISA y se incubé durante 1 hr a 37° C, seguido
por cinco lavados con PBS méas Tween 20 (0.1%). Las placas entonces se
incubaron con 100 ul de conjugado IgY de conejo anti-pollo con peroxidasa de
rabano (1:1000 en PBS). Después de la incubacién a 37° C durante 1 h, las placas
se lavaron cinco veces con PBS-T (Solucién salina de solucién amortiguadora de
fosfato - TWEEN 20), seguido por [a adicibn de 100 ul de solucién de sustrato

recientemente preparada, 2-2-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-8-sulfénico) en

solucién amortiguadora de citrato de fosfato 0.05 M (pH 5.0).

Ejemplo 1

Preparacién del componente identificador Iidentificado contra patégenos
bacteriales de mastitis bovina

Respuesta inmune contra mastitis bovina de E. coli

Los anticuerpos especlificos de la IgY para mastitis bovina de E. Coli se
prepararon tal como ha sido detallado en los procedimientos experimentales. La
efectividad de la IgY anti-patégeno especifico en la prevencién o tratamiento de

mastitis bovina, fue examinada a continuacion.
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La actividad del anticuerpo (OD del precipitado crudo de sulfato de sodio de Ia
yema de huevo diluido de 1:1000) contra el E. Coli de mastitis intacto se determiné
por medio de prueba de ELISA mediante el empleo de la preparacién de la yema
de huevo a partir de gallinas ponedoras tal como se muestra en la Fig. 1. La
actividad pre-inmune del anticuerpo estuvo por debajo de 0.2 OD, se increment6
rapidamente 3 semanas después y luego de ello alcanzé un valle.

Respuesta inmune contra mastitis bovina de Estafilococo aureus

La actividad del anticuerpo (diluido de 1:100) contra mastitis de Estafilococo
aureus intacto, que fue preparado de acuerdo con los procedimientos
experimentales, se determind por medio de la prueba de ELISA tal como se

describié anteriormente.

Tal como se muestra en la Fig. 2, la actividad del anticuerpo se incrementd
marcadamente una semana después de inmunizacion, posteriormente disminuyd
aproximadamente hasta la mitad y después de ello alcanzé un valle. Sin embargo

el titulo fue menor que el encontrado contra E. coli.

Respuesta inmune contra mastitis bovina de Estreptococo uberis

La actividad del anticuerpo (diluido de 1:1000) contra mastitis de Estreptococo
uberis intacto fue determinada por medio de la prueba de ELISA tal como se
describié anteriormente. La actividad del anticuerpo se incrementé marcad.amente
dos semanas después de inmunizacién y después de ello alcanzé un valle, tal

como se muestra en la Fig. 3.
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Aglutinacién del crecimiento del patdgeno de mastitis mediante el uso de

anticuerpos IgY especificos

Ensayo de Aglutinacién de mastitis E. Coli

A fin de evaluar el grado de reconocimiento del antigeno de membrana externa
por medio de la IgY y su efecto inhibitorio sobre el cracimiento bacteriano, diversos
patégenos bacterianos (107 CFU/ml caldo de medio E) se cultivaron en un caldo
de tripticasa de soya (TSB) en presencia de la IgY de control especifico y no
especifico y se incubaron durante 1 hasta 3 h a 37 °C. La concentracién de la IgY
se ubicod entre 250-500 g/ml. La curva de crecimiento de bacteria fue calculada
mediante el empleo de las medidas de densidad Optica de bacterias viables en

cultivo a 590 nm.

Tal como se muestra en la Figura 4, los cultivos de E. Coli (10’ CFU/ml) en TSB se
incubaron en presencia de 436 pg/ml de IgY anti-E. coli (triangulos abiertos), 436
pug/mi de IgY no especifica (asterisco) e IgY de control (diamantes negros) a 37 °C
y la densidad 6ptica del cultivo se midié a OD 580 nm a lo largo de 6 h después de
la incubacién. Los resultados indicaron que la incubacién de cultivos en presencia
del derivado de IgY especifica contra E. Coli, condujo a una inhibicién del
crecimiento de aproximadamente 20%. La IgY no especifica tuvo un efecto menor

sobre el patrén de crecimiento.

Con el fin de optimizar las condiciones para la inhibicibn del crecimiento
bacteriano, por medio del componente identificador de la invencién, los cultivos
fueron incubados en presencia de concentraciones incrementadas de IgY anti E.

coli especlfica. Tal como se mostr6 en la Fig. 5, el cultivo de E. coli (1 x 10’

154



10

15

20

25

61

CFU/ml) en TSB se incub6 con 650 pg/mi de 0.5 U (unidades) se filtrd la IgY anti-
E. Coli (tridngulos abiertos), con 850 ug/ml de IgY no especifica (asteriscos) e IgY
de control (diamantes negros) a 37 °C y la densidad 6ptica del cultivo se midié a

OD 5980 nm a lo largo de 8 h después de incubacién.

Los resultados indicaron que la IgY especifica inhibi6 completamente el
crecimiento de E. coli. La IgY de control no especifica tuvo dnicamente un efecto
menor sobre la aglutinacién y el crecimiento de las bacterias. Estos resultados
indicaron que la IgY anti E. coli desarrollada sirve como una herramienta (til para

la prevencién de mastitis causada por E. coli.

Enlace Antigeno-Anticuerpo y Patrén de Crecimiento de Patégeno

La efectividad de la IgY para enlazar, neutralizar o reducir la proliferacién de E. coli
fue adicionalmente examinada. El cultivo de partida de mastitis de E. coli (107
CFU/ml caldo de medio E) se cultivd a 4-8 °C durante 30 min con: (a) medio de
control TSB + PBS; (b) medic de control TSB + IgY no especifica pre-inmune; (c)
medio de control TSB + IgY especifica cosechada después de 8 semanas y (d)
medio de control TSB + IgY especifica cosechada 10 semanas después del primer

refuerzo.

Los resultados resumidos en la Tabla 1 demostraron que el crecimiento del control
negativo de E. coli produjo aproximadamente 5 X 10’ CFU/mI caldo de medio E, y
el control con IgY no especifica aproximadamente 6 X 107 CFU. Los tratamientos
(c) y (d), los cuales se pre-cultivaron con la IgY anti-E. coli especifica, resultaron

en una inhibicion de aproximadamente el 80% de crecimiento del control. Estos

Txy
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resultados indicaron que la IgY desarrollada reconoce bien la mastitis por E. coli, y

habilita su enlace y la inhibicién de su patrén de crecimiento.

Tabla 1. Crecimiento y desarrollo de E. coli (CFU/10 ul caldo media) precultivado

(0-4 °C) con o sin IgY anti E. coli especlfica e inoculada sobre una placa de agar.

especifica cosechada 10 semanas

después del primer refuerzo

Tratamientos CFU/10ul caldo media, como % de
control

(a) medio de control TSB + PBS 100

(b) medio de control TSB + IgY no|100

especifica preimune

(c) medio de control 1SB + IgY[12

especifica cosechada 8 semanas

después del primer refuerzo

(d) medio de control TSB + IgY([9

La efectividad de IgY de diferentes lotes de inmunizacién, sobre el enlace y la

neutralizacién de E. coli, asi como también los niveles de anticuerpos fueron

examinados en un experimento adicional. La mastitis de partida de E. coli (107

CFU/ml caildo de medio E) se cultivé a 4-8 °C durante 30 min con: (a) medio de

control TSB + PBS; (b) tratamiento (a) + IgY no especifica preinmune; (c)

tratamiento (a) + IgY especifica cosechada 2 semanas después de inmunizacioén;
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(d) tratamiento (a) + IgY especifica
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cosechada 4 semanas después de

inmunizacion; (e) tratamiento (a) + IgY especlfica cosechada 5 semanas después

de inmunizacion; (f) tratamiento (e) con doble cantidad de IgY especifica

cosechada 5 semanas después de inmunizacién; y (g) tratamiento (a) + IgY

especifica cosechada 7 semanas después de inmunizacion. Tal como es mostrado

por la Tabla 2, se enconfrd que la IgY es capaz de enlazar e inhibir el crecimiento

de E. coli similarmente a diferentes lotes

de conjuntos de huevos, y el incremento

de los niveles de la IgY inhibi6é posteriormente el crecimiento bacteriano (e vs. f).

Tabla 2. Crecimiento y desarrollo de E. coli (CFU/10ul caldo media) precultivado

(4-8 °C) con o sin IgY anti E. coli especifica e inoculada sobre una placa de agar.

después de inmunizacién;

‘Tratamientos CFU/10pl caldo de media, como % de
control

{a) medio de control TSB + PBS; 100

(b) (a) + IgY no especifica pre-inmune; | 100

(c) (a) + igY especifica cosechada 2]15

semanas después de inmunizacion;

(d) (@) + lgY cosechada 4 semanas|14

después de inmunizacion;

(e) (@) + IgY cosechada 5 semanas|19

después de inmunizacién;

() (¢) con doble cantidad de IgY[16

especifica;

(g) (a) + lgY cosechada 7 semanas|18

[SF
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Ejemplo 3

Unién del componente identificador a una micro/nano peria portadora

Los diferentes componentes identificadores preparados tal como se describi6 en el
Ejemplo 1, especificamente para diferentes patdgenos bacterianos de mastitis,
fueron a continuacion unidos a microperias. Las microperlas carboxiladas
comerciales son activadas empleando clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) en presencia de Avidina. El EDC acopla los carboxilos a los
residuos de amina primaria en la Avidina que resulta en la formacién de enlaces

amida y en el acoplamiento de moléculas de Avidina a los microperias activadas.

El anticuerpo IgY (IgY especifico anti bacteria patogénica de mastitis, anti E. coli)
es biotinilado mediante el uso de un reactivo de Sulfo-NHS-biotina al utilizar un

método comin de biotinilacidn.

El IgY anti E. coli biotinilado es mezclado con Avidina-microperias en diferentes

proporciones durante 1 hora a temperatura ambiente.

A fin de unir el componente activo al complejo de la invencién, un anticuerpo
bovino de anti Avidina, cultivado en becerro inmunizado con Avidina, se hace
reaccionar con la microperia-Avidina-lgY-biotinilado. El enlace es debido a la
afinidad del anticuerpo bovino a la Avidina. El enlace del anticuerpo anti Avidina a
las perlas recubiertas de Avidina, es desarollado a lo largo del fragmento Fab del
anticuerpo, y por lo tanto esta parte de la molécula se encuentra proyectada hacla
la perla, mientras que el fragmento Fc se proyecta lejos de la superficie de la

peria, tal como se requiere para una opsonizacion eficiente.
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Ejemplo 4
Ensayo de fagocitosis mediante el uso del complejo identificador multi-funcional de

la invencién (componentes microperias recubiertas)

La capacidad del complejo identificador de la invencién para inducir la fagocitosis
directa contra un patogénico objetivo fue examinada a continuacién. En un primer
estudio, aproximadamente 6.5 X 10° bacterias de mastitis de E coli., se incubaron
con fagocitos de sangre fresca de vaca (2-3 horas) y con microperias recubiertas
con diferentes proporciones de componentes de IgY (anti bacterias de mastitis
diferentes, como un componente identificador) e IgG (como el componente

inmunoactivo) durante 60 min a 37 °C.

La mayoria de las bacterias fue tragada durante los 60 min del periodo de
incubacién, sin embargo el nimero de bacterias que escaparon a la fagocitosis fue
relacionado con la proporcién de IgY:IgG. La velocidad de fagocitosis mas alta se

observd con la proporcibn de 0.9.0.1 para IgY a IgG respectivamente.

Los resultados de la Tabla 3 confirman el trago facilitado de bacterias por el

macréfago.

Tabla 3 Induccidn de fagocitosis por el complejo de la invencién

igY:lg
G

———

1/0 0. 8/01 0.7/03 0.5/0.5 0/ 0/0

Ay
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Nimero de
bacterias que .
145 0 145 290 290 435
escaparon a la
fagocitosis
en porcentaje 33% 0% 33% 67% 67% 100%
velocidad de
67% 100% 67% 3% 33% 0%
fagocitosis

En un estudio posterior aproximadamente 3 X 10° bacterias de mastitis de E. coli
se incubaron con fagocitos de sangre fresca y con microperlas recubiertas con

diferentes proporciones de componentes de igY:igG durante 60 min a 37 °C.

Aproximadamente el 70% de las bacterias fueron tragadas durante los 60 min del
periodo de incubacioén, sin embargo el nimero de bacterias que escaparon a la
fagocitosis fue relacionado nuevamente con la proporcién de IgY:igG. La velocidad
de fagocitosis méas alta se observé con la proporcién incrementada de IgY en el

microperia.

El efecto de los fagocitos sobre la viabilidad de las bacterias en presencia del

complejo de la invencién también fue examinado.

Para la prueba de bacterias viables, las células se centrifugaron (1006 X g),
lavadas y entonces colocadas sobre placas apropiadas en diluciones
incrementadas. Las colonias viables fueron contadas. Tal como es mostrado por la
Tabla 4, solamente pocas bacterias sobrevivieron a la fagocitosis (entre1300 a

16000) en presencia del complejo identificador de ia invencién, mientras que 1.5 X
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10® células bacterianas fueron contadas en el cultivo que no fue expuesto al

complejo identificador de la invencion.
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Tabla 4

1 2 3 4 5
Proporcién

sin microperia |sin fagocito
IgYigG 1/0 0.9/0.1 0.7/0.3
de control de control

Numero de
bacterias

9425 21025 34800 275500 1450000
sobrantes después
de la fagocitosis
Numero de
bacterias que

0.7% 1.5% 2.4% 19% 100%
escaparon a |a
fagocitosis
Velocidad de
fagocitosis (vs. no.|989.3% 98.5% 97.6% 81% 0%
5)
Fagocitosis debida
a microperlas (vs|97% 92% 87% 0%
no. 4)
Ejemplo 5

Tratamiento In vivo de mastitis causada por la infeccién de estreptococo

Dysgalactiae mediante el uso del complejo identificador de la invencion

Como se indicod en los antecedentes, las bacterias gram-positivas de Estrepfococo

dysgalactiae, son una de las bacterias causantes de la mastitis. Estas bacterias
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pueden existir en la ubre entre 20 a 30 dias y pueden causar mastitis clinica o sub-
clinica, lo cual conlleva pérdidas econémicas debido a la disminucién en la
produccién de leche, pérdida de interés en la calidad de la leche debido a un SCC
incrementado (Conteo de Células Somaticas), y cambios en la oomposicibln de la
leche. Muchos patégenos de mastitis (Estrep. agalactiae y Estaf aureus) han sido
recientemente evacuados de hatos Israellfes, sin embargo, se ha notado un

incremento en la ocurrencia de otras especies no-agalactiae.

Los investigadores, por lo tanto, han seguido con la examinacion de la efectividad
del complejo de la invencién en el tratamiento in-vivo de infecciones por Estrep.
dysgalactiae. Se realizaron estos estudios in vivo en el Instituto Veterinario en
Beit-Dagan Israel. Dos cuartos de cuatro vacas Holstein de leche de rendimiento
medio (25 L/d) se inyectaron intramamariamente con Estrep. dysgalactia (1750
CFU de STRPVL1860 en un volumen de 5 ml por cuario). Las vacas se ev;lluaron
clinicamente, tres dias antes y después de la inoculaciéon para mastitis mediante el
uso de los siguientes parametros: escamas o grumos en la leche; cuarto o ubre
hinchada; fiebre; pulso rdpido; y pérdida de apetito. Adicionalmente, a la
evaluacién clinica, se empled el sistema Afifarm v 2.03 para medir la produccién
de leche, la actividad y la conductividad de la leche, y las muestra de leche
tomadas se analizaron para bacterias, SCC cuantitativo y actividad NAGasa.
Como se muestra en la Tabla 5, todos los parametros medidos indicaron que las

vacas infectadas probadas sufrieron de mastitis.

Cuarenta y ocho horas después de la infeccion con bacterias, se encontraron
cultivos de bacterias positivas (Estrep. dysgalactia) en todos los cuartos

inyectados (Tabla 5). También se notd un nivel incrementado de SCC y actividad

[63
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NAGasa (excepto para la vaca 2685 [B/R] que solamente mostrd un incremento

moderado).

Tabla 5. Bacteriologia, Conteo de células Somaticas (SCC) y actividad NAGasa

en leche de vacas, 48 horas después de inyeccion intramamaria con Estrep.

dysgalactia (1750 CFU de STRPVL1860 in un volumen de 5 ml por cuarto).

[64

Tiempo de
Actividad SCC Bacteriologia | muestreo
NAGasa (U) |(x1000) E. dysgalatia | (horas) Cuarto Vaca
242 125135 - -1 B/L 265
366 5000< + 24
(128 5000< + 48
3 1701441 - -1 B/R
26 256 - 24
14 580 + 48
26+11 147£100 |- -1 FIL 1989
113 438 + 24
85 287 + 48
257 21072 |- 1 FR
550 5000< + 24
351 5000< + 48
513 120132 |- -1 B/L 2119
25 313 + 24
22 134 + 48
617 128133 - -1 B/R
(577 5000< + 24
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253 5000< + 48

1847 210155 - 1 B/ 2226
32 715 + 24

325 5000< + 48

1319 142147 |- -1 BR

54 162 + 24

297 1499 + 48

F-anterior; ﬁ-poshrior; L-lzquierdo; R-derecho; +/- (positivolneﬁatlvo)
Estreptococo dysgalactia

Setenta y cuatro horas después de la inoculacién de Estrep. dysgalactiae, el
cuarto izquierdo de cada una de las cuatro vacas evaluadas con el complejo
identificador de la invencién tiene un componente de reconocimiento de objetivo
que comprende un anticuerpo IgY especifico para Estrep. dysgalacliae [la mitad
de los cuartos fueron tratados por inyecciéon de 20 (vacas 1988, 2226) o 50 (vacas
265, 2119) millén de unidades/cuarto cada una en 5 ml de solucién salina libre de
pirbgeno]. Se llevaron a cabo dos inyecciones intra-mamarias en el cuarto tratado
de cada una de las cuatro vacas evaluadas (una inyeccién después del ord.eno de
la mafiana y una segunda inyeccion 24 horas mas tarde). Los cuartos derechos no
se trataron y sirvieron como control. Las muestras de leche se monitorearon

durante el periodo experimental (ires semanas).

En tres salidas de los cuatro cuartos no tratados de las vacas probadas, se
encontrd la bacteria S. dysgalactia en muestras de leche durante los 20 dias del
experimento, lo cual indica que la infeccién prosigui6é a una fase crénica. El nivel

de SCCy la actividad NAGasa fue muy alta en los tres cuartos, sin embargo, en la
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vaca 265 el nivel de estos parametros volvieron a su nivel inicial sin ninguna
bacteria en la leche. (Tabla 6).

Tal como se muestra en la Tabla 6 y la Fig. 7, sin tener en cuenta la dosis
proporcionada, la inyeccion del complejo especifico de la invencidn anti E.
dysgalactia a la mitad de los cuartos tratados, causé una disminucién significativa
en el nimero de bacterias en tres salidas de las cuatro vacas (Tabla 6), mientras

que en los controles los cuartos fueron infectados durante los 20 dias del estudio.

Los resultados de este estudio, claramente demuestran que el complejo especifico
de la invencidon anti E. dysgalactia reduce de menra eficiente el nimero de
bacterias en la leche de vacas infectadas. Mas aidn, El SCC y la actividad NAGasa
fueron disminuidas significativamente luego de 24 a 48 horas en al menos 3 de
cuatro vacas (Tabla 6 y Fig. 7). Se puede observar que en una semana después
de que el tratamiento se proporciond, los cuartos tratados se recuperaron
completamente de la mastitis, en tanto que los cuartos control fueron infectados

enormemente.
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Tabla 6. Bacteriologla, SCC y activilad NAGasa en leche de cuatro vacas
infectadas, después de dos inyecciones consecutivas intramamarias de 20 y 50

millones de unidades del complejo especifico de E. dysgalactia de la invencion por

cuarto.
Activida Y-unidades
Bacterlologia | Tiempo de
d SCC de
E. muestreo Cuarto |Vaca
NAGasa |(x10% complejo X
dysgalatia |(dias)
V) 10°
289 5000< |+ 0 50,000 265
310 5000< |+ 1 50,000
376 5000< [+ 2 0
88 5000< |+ ) 0
(109 5000< |+ 20 0
14 580 + 0 0 BR
16 500 + 1 +
17 302 + 2 0
) 195 - 9 0
7 219 - 20 0
102 520 + 0 20,000  |FIL 1989
(186 5000< |+ 1 20,000
84 520 n 2 0
% 320 - 9 0
25 92 - 20 0
303 5000< [+ 0 0 FIR
248 5000< |+ 1 0




4
489 5000< [+ 2 0

467 5000< |+ 9 0

267 5000< |+ 20 0

75 1500 [+ 0 50,000 B/IL 2119
08 5000< |- 1 50,000

274 5000< |- 2 0

8 52 - 9 0

11 170 - 20 0

279 5000< |+ 0 0 BRR

153 5000< |+ 1 0

654 5000< |+ 2 0

776 5000< |+ 9 0

278 5000< [+ 20 0

325 5000< |+ 0 20,000 B/IL 2226
69 1500 |+ 1 20,000

50 717 - 2 0

25 530 - 9 0

21 310 - 20 0

207 1499 [+ 0 0 BIR

81 5000< |+ 1 0

111 5000< |+ 2 0

(157 5000< |+ 9 0

475 5000< |+ 20 0

F-anterior; B-posterior; L4zquierdo; R-derecho; +/- (positivo/negativo)

Estreptococo dysgalactia
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Prueba de Toxicidad del complejo IgY especlfico anli E. dysgalactiae de la
invencion

Se continudé con el estudio de la toxicidad del complejo IGY especifico anti E.
dysgalactiae, mediante el uso de vacas lecheras sanas Holstein comerciales que

fueron inyectadas con diferentes cantidades del complejo de la invencién. Se

seleccionaron cuatro vacas lactantes luego del chequeo visual para los cuartos
inflamados y se monitoreé sus perfiles bacteriolégicos en leche (libre de bacteria,
NAGasa <30; SCC< 150,000).

Se inyectaron intrmamariamente de tres a diez millones de unidades del complejo
IgY especifico anti E. dysgalacliae en 5 ml de soluciéon salina estéril libre e

pirégenos, en el cuarto probado mediante el uso de una jeringa plastica estéril.

Se realiz6 entonces, la examinacion clinica de las vacas tratadas (escémas y
codgulos en la leche; ligera hinchazén del cuarto infectado; calor, cuartoo ubre
hinchada; fiebre, pulso rdpido y pérdida del apetito), como también medidas

quimicas en la muestra de leche durante 3 dias post inyeccién.

No se observé ningln sintoma clinico o ninglin cambio de comportamiento en las

vacas con los cuartos tratados.

Tal como se muestra en |a Tabla 7, los analisis de leche indicaron que la inyeccién

del complejo IgY especifico anti E. dysgalactiae de la invencibn a un nivel de

(67
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3X10° unidades por cuarto, no afectaron dramaticamente el nivel del SCC. El SCC
se incrementa ligeramente luego de 24 horas, pero vuelve al nivel normal 24 horas
después. Resultados similares se obtuvieron cuando la actividad NAGasa a nivel
de 3 4 10 millones de unidades del complejo IgY especifico anti E. dysgalactiae.
Estos hallazgos indican que el complejo de la invencion, posee solamente menor

efecto en el tejido mamario y leche en respuesta a la inyeccion.

Tabla 7. Actividad NAGasa y conteo células somaticas (SCC, promedio +SD)

durante 72 horas después de la inyeccidn intra-mamaria del Complejo-Y en cuatro

vacas a niveles de 3 6 10 millones de unidades por cuarto.

"Complejo | SCC (x1000) Actividad NAGasa (unidades)

Unidades | [Tiempo post inyeccién (hrs)] [Teimpo por inyeccién (hrs)]

24 8 |72

24

12
[3X10° 70186 | 3631511 | 66156 | 70496 | 1+1 8+10 | 18432 (-0x0

10X10° | ND ND NM NM 87158 | 73160 | 2316 | NM

....... NM: No medido; ND No detectable.

Residuo del complejo IGY especifico anti E. dysgalactiae en leche

Una examinacién adicional de la seguridad del uso del complejo especifico a E.
dysgalactiae de la invencion y de las muestras de leche obtenidas de vacas
tratadas, se monitored para observar la existencia de trazas de este complejo. Las
muestras de leche se tomaron a 0, 10 min., 5, 24, 48 y 72 horas luego de la
inyeccién del complejo, se sometieron a ELISA especifico como se describe en los
procedimientos experimentales, para determinar los niveles de la IgY. Tal c;:mo 86
muestra en la Fig 8, el nivel de la IgY en leche (libre 0 enlazada a perlas de

microesfera) disminuyé repentinamente después de la inyeccién. Diez minutos

170
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luego de la inyeccion, unicamente se detectd entre aproximadamente 0.5 a 0.6 pg
de IgY por ml de leche. Estos niveles disminuyeron rapidamente y no se detectd
IgY luego de 24 horas de inyeccidon. Se debe sefialar que el nivel minimo

detectado fue de 6.25 ng/ml.

Se manera similar, el analisis de las muestras tomadas hasta 8 horas post
inyeccion, indicaron claramente que la concentracion de la IgY disminuyé en

B0%, 5 horas luego de |a inyeccion y después de un ordefio. (Fig. 9).

EJemplo 6

Tratamlento in vivo de la mastitis causada por ia Infeccién de E. coll
mediante el uso del complejo identificador de la invencién

Los inventores continuaron examinando la eficacia del complejo identificador de la
invencién en tratamiento in vivo de otras bacterias que causan la mastitis, E. coli.
Estos estudios in vivo fueron también realizados en el Instituto Veterinario de Beit-

Dagan Israel.

Cuatro vacas sin prefiar Israeli-Holstein en sus periodo medio de lactacién 1™- 4%,
se incluyeron en dos pruebas consecutivas, dos vacas cada una. Las vacas se
escogieron para el experimento de acuerdo con sus condiciones de ubre asl
confimadas por tres exdmenes consecutivos bacteriolégicos y de conteo de
células somaticas (SCC) de muestras de leche de cuartos. Las vacas fueron libres
de la infeccién de ubre y tuvieron un SCC inferior que 120x10® células/ml. Las
vacas fueron ordefladas tres veces diariamente y tuvieron rendimientos de leche
de 25 — 35 Kg/dia. El alimento se les ofreci6 en pecebreras localizadas en

graneros libres de plateas.

I
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L.a cepa de E. coli (P4) crecié en un cal de de Nutriendo (Disco, Detroit, MI) por 24
h a 37°C y se coseché por centrifugacion a 3000 x g por 15 minutos a 4°C. El
pellet se re-suspendi® en PBS no pirogénico (pH 7.6, 0.001M) y se lavo, la
concentracion bacteriana se determiné por dilucién serial en placas de agar-
sangre. El pellet original se almacené en hielo por 16 h. Cada vaca se retd
mediante inyeccién de 5 ml de la suspensién, que contenia 500 unidades de
colonias (CFU), en dos cuarios (frontal o posterior) a través del canal venoso en la

cisterna de glandula.

Se obtuvieron muestras de leche de cuartos por duplicado de acuerdo con los
procedimientos de la Intemacional Dairy Federation (Federacibn Lechera
Intemacional) IDF, (1985) y se sometieron a laboratorio dentro de 1 h. El analisis
bacterioldgico se realizé de acuerdo con estandares aceptados. Allcuotas de 0.01
ml de cada una de las muestras de leche se extendieron sobre placas de agar-
sangre (Bacto-Agar, Disco Laboratory) que contenia §% de células rojas
sangulneas de oveja. Todas las placas se incubaron a 37°C y fueron examinadas
por crecimiento a 18 y 42 h. Se identificaron las colonias Gram negativas con el Kit

de API 20 E 6 API NR (bioMerieux S.A., 69280 Marcy-I'Etoile, Francia).

Antes de este ensayo, las vacas probadas, fueron ensayadas para estado
bacteriolégico, en tres dlas consecutivos con la Actividad NAGasa y el SCC. Se
llevaron las vacas a las plateas 1 a 2 horas luego del ordefio y sus mamas se
lavaron con agua caliente, se secaron, desinfectaron con toallas (towelettes) no
tejidas, humedecidas con clorhexidina, cetrimida y etanol (Medi-Wapes, AL Bead,

Massout Itzhak, Israel). Se descartaron los tre primeros chorros de leche y se
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tomaron muestras (50 ml/cuarto) en un tubo estéril para bacteriologia, SCC y
actividad NAGasa. Cada vaca se inoculé intramamariamente con 500 cfu/cuarto
en tos cuartos, el frontal o posterior, inmediatamente al ordefio de la mafiana. En
el periodo de 48 h. post reto, las vacas se monitorearon de cerca para sintomas
de enfermedad (temperatura rectal, calor y velocidad de respiracién, actividad del
tracto alimentario (contraccién rumiante) y temperatura de la ubre, dolor, edema y
tamafio de la ubre. Se muestred a 6, 30 y 54 horas los cuartos (Gnicamente en el
ensayo 1) post reto, las vacas fueron ordefiadas y el cuarto izquierdo retado de
cada vaca fue tratado. Las vacas no fueron ordefiadas en el siguiente ordefio
(noche) y se volvié al esquema de ordefioc después (mafiana). Se continuaron
muestreando los cuartos cada 24-48 horas hasta 15 dias por reto. Las vacas se
trataron intramamariamente con 40X10° unidades del complejo (anti E. coli.),

proporcionado con suspension en 5 ml de un PBS no pirogénico.

Tal como se muestra en la Fig 10A, la bacteria de E. coli fue encontrada en las
muestras de leche a lo largo de los 15 dlas del experimento, lo que indica que la
infecciébn avanzé a su fase cronica. No obstante, en las muestras de leche
obtenidas de los cuartos tratados, se demostré una clara disminucién en la
infeccién bacteriana. También se observé proteccion significativa del complejo
especifico de E. coli cuando el nivel de SCC y la actividad NAGase se examinaron

(Figs. 10B y 10C, respectivamente).

Estos resultados indican claramente que el complejo especifico anti E. coli de la
invencion, reduce eficientemente el nimero de bacterias y el SCC en leche de
vacas infectadas y recupera eficientemente los cuartos infectados y protege a las

vacas de la mastitis.
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Ejemplo 7

Tratamiento In vivo de Carpas que suiren de uiceraclén causada mediante la
infeccién de Aeromonas salmonicidas. mediante el uso del co'mplqio
identificador de la invencién

El uso eficaz de diferentes complejos identificadores de la invenciéon en el
tratamiento de enfermedades de mamiferos, p. ej., mastitis en ganado vacuno,
condujo a los presentes inventores a examinar la posibilidad de tratar animales no
mamiferos, particularmente, peces, mediante el uso del complejo de la invencién.
De este modo, los inventoras han desarrollado un complejo especifico identificado

contra Aeromonas salmonicida, 1a cual causa furunculosis en pez macota Koi.

La Aeromonas salmonicida es un patégeno bacteriano Gram-negativo que es el
agente causante de la furunculosis en peces salménidos, una debilitante y letal
enfermedad encontrada en cultivos acudticos. Las vacunas actuales ofrecen
efectividad limitada y son comunes los epizodticos en peces de cultivo. El
desammollc de medidas de control ampliamente efectivas, requieren un
entendimiento mas completo de las interacciones entre el patdgeno y los factores

del huésped que contribuyen al estado de ia enfermedad.

Los siguientes experimentos se realizaron mediante el uso de Carpas infectadas
con Aeromonas salmonicida como un sistema modelo. Se utilizaron para este
experimento, cuatro tanques (0.5 m®) suministrados con agua fresca a lo largo del
experimento (sistema de flujo a través). Cada tanque contenla treinta carpas
sanas (de 30 gr cada una) y cinco peces ulcerados (Koi) que se mantuvieron

juntos por veintiocho dias {co-ocupacién). Entonces, los Ko/ ulcerados se retiraron
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y diez a catorce dias después de la co-ocupacién las capras infectadas. fueron
tratadas mediante el uso del complejo especifico de Aeromonas salmonicida de la
invencion, el cual comprende como un componente identificador un anticuerpo IgY
especifico dirigido conira Aeromonas salmonicida. A cada uno de los treinta peces
en dos de los cuatro tanques que fueron utilizados como los grupos tratados de
prueba, se le inyecté dos veces intraperitonealmente (10 a 14 y al dia 17 al 19)
con 0.5 ml de solucién que contenlia el complejo de la invencién diluido 1:5 [3 mg
de IgY/kg de peso corporal (PC) o 450 millones de unidades del complejo por
kg/PC] en salina. Los peces de los dos tanques control se trataron con salina y se
monitorearon de manera similar a los dos tanques de prueba, para el desarrollo de

signos clinicos asociados con la enfermedad ulcerativa de la Carpa.

Al final del estudio como se describié anteriormente, los peces de los grupos
control se dividieron en dos grupos. El complejo (450 millones Ukg PC) de la
invenciébn que comprende como un componente identificador un anticuerpo IgY
especifico dirigido contra Aeromonas, se adicion6 al agua del grupo tratado, en

tanto que el otro grupo no fue tratado.
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Reivindicaciones

1. Un complejo identificador multifuncional para inducir una reaccién
inmunoestimuladora especifica contra al menos un agente patogénico
objetivo, caracterizado porque dicho complejo comprende:

a. al menos un componente de reconocimiento de objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicho
agente objetivo o a cualquier fragmento funcional de dicho agente;

b. un componente inmunoactivo que comprende un _agente
inmunoestimulador; y

c. opcionalmente, un componente de conexién que asocia al menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno de dicho
componente inmunoactivo, donde las funciones biol6gicas
independientes de dicho componente identificador y dicho

componente activo son conservadas

2. El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado

porque dicha reaccién inmunoestimuladora, es seleccionada del grupo que
consiste de fagocitosis, citotoxicidad celular anticuerpodependiente
(ADCC), activacién de complemento y estimulacién de células T y células B

especificas.

3. El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado

porque dicha reaccién inmunocestimuladora es la fagocitosis por leucocitos.

4. El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado

porque dicho agente patolégico objetivo, es seleccionado del grupo que
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consiste de bacteria, virus, fungus, células malignas, toxinas, venenos,

haptenos, contaminantes ambientales y proteinas no deseadas.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizado
porque dicho agente patoldgico es bacteria seleccionada del grupo que
consiste de bacteria patogénica de mastitis, bacteria enteropatogénica,
bacteria de furonculosis patogénica y enfermedad ulcerativa que causa la

bacteria.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicaciéon 5, caracterizado
porque dicha bacteria patogénica de mastitis es seleccionada del grupo que
consiste de Actinomyces, E. Coli. Pseudomonas, Clostridium, Estafilococo
aureus, Estreptococo agalactiae, Estreptococo dysgalactiae,
Corynebacterium pyogenes, Enterococcus faecalis, Corynebacterium bovis,
Nocardia asteroides y Estreptococo uberis.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado
porque dicha enfermedad ulcerativa que causa la bacteria es Aeromonas

ssp. la cual causa la enfermedad ulcerativa en peces.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado
porque dicho componente de reconocimiento del objetivo comprende
cualquiera de anticuerpo o cualquiera de los fragmentos funcionales del
mismo; ligante y receptor especifico para dicho agente patolégico o

cualquier fragmento funcional de dicho agente.
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El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado
porque dicho componente de reconocimiento del objetivo, comprende un
anticuerpo o cualquiera de los fragmentos funcionales del mismo,
especifico para dicho agente patolégico o cualquier fragmento funci;:nal de
dicho agente, dicho anticuerpo se selecciona del grupo que consiste de

IgG, IgY e IgM.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado
porque dicho componente de reconocimiento comprende un anticuerpo IgY
o cualquier fragmento funcional del mismo, especifico para dicho agente

patolégico o cualquier fragmento funcional de dicho agente.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado
porque el componente inmunoactivo comprende un agente

inmunoestimulador, el cual induce la fagocitosis.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 11, caracterizado
porque dicho agente que induce la fagocitosis es seleccionado del grupo
que consiste de opsoninas, las cuales son cualquiera de IgG y C3b,
moléculas de proteina que poseen residuos de carbohidrato que interactian
con el receptor de manosa-fucosa de los fagocitos, moléculas de proteina
de ligante reconocidas por receptores en macréfagos secuestradores,
ligantes para integrinas expresados por fagocitos; glucoproteinas y- fucosil

transferasa.
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El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizado

porque dicho agente que induce la fagocitosis es IgG.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado
porque el componente de conexién es cualquiera de un soporte sélido, un
enlazante quimico, enlazante polipéptidico, enlazante polisacérido y

enlazante lipidico.

Un complejo identificador multifuncional para inducir la fagocitosis
especifica de al menos una bacteria patogénica objetivo de mastitis en
bovinos infectados por dicha bacteria, caracterizado porque dicho complejo
comprende:

a. al menos un componente de reconocimiento de objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicha
bacteria patogénica de mastitis o a cualquier fragmento funcional de
dicha bacteria;

b. un componente activo que comprende agente que induce la
fagocitosis; y

c. opcionaimente, un componente de conexién que asocia al menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno de dicho
componente activo, donde las funciones biolégicas independientes
de dicho componente identificador y dicho componente activo son

conservadas.
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El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizado
porque dicho componente de reconocimiento del objetivo es un anticuerpo

IgY especlfico para al menos una bacteria patogénica de mastitis.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacion 16, caracterizado
porque dicha bacteria patogénica de mastitis es al menos una bacteria
seleccionada del grupo que consiste de Actinomyces, E. Coli.
Pseudomonas, Clostridium, Estafilococo aureus, Esitrepiococo agalactiae,
Estreptococo dysgalactiae, Corynebacterium pyogenes, Enterdcoccus

faecalis, Corynebacterium bovis, Nocardia asteroides y Estreptococo uberis

E! complejo identificador de acuerdo con la reivindicacidon 17, caracterizado
porque dicho agente que induce la fagocitosis es una molécula IgG

generada en bovinos.

El complejo identificador de acuerdo con la reivindicacién 18, caracterizado
porque el componente de conexion es cualquiera de un soporte sélido, un
enlazante quimico, enlazante polipeptidico, enlazante polisacarido y

enlazante lipidico.

Un complejo identificador muitifuncional para inducir la fagocitosis
especifica de al menos una bacteria patogénica objetivo que causa
enfermedad ulcerativa en peces infectados por dicha Dbacteria,
caracterizado porque dicho complejo comprende:

a. al menos un componente de reconocimiento del objetivo que

comprende una molécula, la cual se enlaza especlficaments a
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bacteria patogénica Aeromonas salmonicida., dicha bacteria
patogénica causa enfermedad ulcerativa en peces, o a cualquier
fragmento funcional de dicha bacteria;

un componente activo que comprende agente que induce [a
fagocitosis; y

opcionailmente, un componente de conexién que asocia al -menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno de dicho
componente activo, donde las funciones biolégicas independientes
de dicho componente identificador y dicho componente activo son

conservadas.

Una composicién para el tratamiento de un trastomo patolégico en un

sujeto, que comprende como un ingrediente activo un complejo identificador

multifuncional que induce en dicho sujeto una reaccién inmunoestimuladora

especifica al menos a {(contra) un agente patoldgico objetivo, caracterizada

porque dicho complejo comprende:

al menos un componente de reconocimiento de objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicho
agente patolégico o a cualquier fragmento funcional de dicho agente;
un componente activo que comprende un agente inmunoestimulador;
y

opcionalmente, un componente de conexion que asocia dicho al
menos un componente identificador y dicho al menos un componente
activo, donde las funciones bioldgicas independientes de dicho
componente identificador y dicho componente activo son

conservadas.
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La composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 21, caracterizada porque
dicha composicién ademas, opcionalmente comprende diluyente, excipiente

y/o aditivo farmacéutica o veterinariamente aceptables.

La composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 22, caracterizada porque
dicho trastorno patolégico es cualquiera de trastomos inmuno relacionados,

infecciones virales, fingicas o bacterianas y trastomos malignos.

La composicién de acuerdo con la reivindicacién 23, caracterizada porque
dicho complejo esta de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a

19.

La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22,
caracterizada porque dicho sujeto afectado por el agente patolégico es
cualquiera de humano, mamifero doméstico, ave doméstica, pez doméstico,

pez mascota y exdtico.

La composicién de acuerdo con la reivindicacion 25, caracterizada porque

dicho mamlifero doméstico es bovino.

La composicién de acuerdo con la reivindicacién 28, caracterizada porque

dicho trastomo patolégico es una infeccién bacteriana.

La composicibn de acuerdo con la reivindicacién 27, caracterizada porque

dicha infeccién bacteriana es mastitis.
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Una composicion para el tratamiento de mastitis en bovinos, que
comprende como ingrediente activo un complejo identificador multifuncional
que induce la fagocitosis especlfica al menos a una bacteria patogénica de
mastitis objetivo en bovinos infectados por dicha bacteria, caracterizada
porque dicho complejo comprende:

a. al menos un componente de reconocimiento del objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicha
bacteria patogénica de mastitis o a cualquier fragmento funcional de
dicha bacteria;

b. un componente activo que comprende un agente que induce la
fagocitosis; y

¢c. opcionalmente, un componente de conexion que asocia al menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno de dicho
componente activo, donde las funciones biolégicas independientes
de dicho componente identificador y dicho componente activo son

conservadas

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 29, caracterizada porque
dicho complejo esta de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a

18.

La composicién de acuerdo con la reivindicacion 25, caracterizada porque

dicho sujeto es cualquiera de pez doméstico, pez mascota y exético.
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La composicién de acuerdo con la reivindicacién 31, caracterizada porque
dicha infeccion bacteriana es Aeromonas spp. infeccibn que causa

enfermedad uicerativa en dicho pez.

Una composicién para el tratamiento de la enfermedad ulcerativa en peces,

que comprende como ingrediente activo un complejo identificador
multifuncional que induce la fagocitosis especlfica al menos a una bacteria
patogénica de Aeromoas spp. objetivo en peces infectados po; dicha
bacteria, caracterizada porque dicho complejo comprende:

a. al menos un componente de reconocimiento del objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicha
bacteria patogénica de aeromonas spp. o a cualquier fragmento
funcional de dicha bacteria;

b. un components activo que comprende agente que induce la
fagocitosis; y

Cc. opcionalmente, un componente de conexién que asocia al menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno dg dicho
componente activo, donde las funciones biolégicas independientes
de dicho componente identificador y dicho componente activo son

conservadas

Una composicion para inducir una fagocitosis especifica identificada al
menos a un agente patogénico objetivo relacionado con el trastomno
patolégico en un sujeto que sufre de dicho trastorno, cuya composicién
comprende como un ingrediente activo un complejo identificador

multifuncional de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, y
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opcionalmente comprende ademas diluyente, excipiente y/o aditivo

farmacéutica y/o veterinariamente aceptables.

Una composicién para inducir una fagocitosis especifica de al menos un
patégeno bacteriano de mastitis objetivo en un bovino que sufre de mastitis,
cuya composicibn comprende como un ingrediente activo un complejo
identificador multifuncional de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 17 a 18, y opcionalmente comprende ademas diluyente,

excipiente y/o aditivo farmacéutica y/o veterinariamente aceptables.

Una composicién para inducir una fagocitosis especifica de al menos un
patégeno bacteriano de Aeromonas spp. objetivo en un pez que sufre de
enfermedad ulcerativa, cuya composicibn comprende como un ingrediente
activo un complejo identificador multifuncional de acuerdo con ia
reivindicacion 20, y opcionaimente comprende ademés diluyente, excipiente

y/o aditivo farmacéutica y/o veterinariamente aceptables

Un método para el tratamiento de una condiciéon patolégica en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de un complejo identificador o una composicion fammacéutica que
comprende el mismo, caracterizado porque dicho compiejo comprende:
a. al menos un componente de reconocimiento del objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicho
agente patolégico o a cualquier fragmento funcional de dicho agente;

b. un componente activo que comprende un agente inmunoestimulador;

y
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c. opcionaimente, un componente de conexién que asocia al menos
uno de dicho componente identificador y al menos uno de'a dicho
componente activo, donde las funciones biolégicas independientes
de dicho componente identificador y dicho componente activo son

conservadas.

El método de acuerdo con la-reivindicacién 37, caracterizado porque dicha
composicion esta asl definida en cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23,

25a29y31a3a.

El método de acuerdo con la reivindicacion 32, caracterizado porque dicho

complejo es asi definido como en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.

El método de acuerdo con la reivindicacién 37, caracterizado porque dicho
sujeto afectado por el agente patogénico es cualquiera de humano,

mamifero doméstico, ave doméstica, pez doméstico, pez mascota y exético.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 40, caracterizado porque dicho
trastorno es cualquiera de trastomnos inmuno relacionados, infecciones

virales, fungicas o bacterianas y trastomos malignos.

El método de acuerdo con la reivindicacién 41, caracterizado porque dicho

trastorno patolégico es una infeccién bacteriana.

Un método para el tratamiento de mastitis en bovinos, que comprende

administrar a dicho bovino que lo requiere, una cantidad terapéuticamente
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eficaz de un complejo identificador capaz de inducir la fagocitosis especifica
identificada al menos a una bacteria patogénica de mastitis objetivo en
dicho bovino infectado, o0 una composicién farmacéutica que comprende el
mismo, caracterizado porque dicho complejo comprende:

a. al menos un componente de reconocimiento del objetivo que
comprende una molécula, la cual se enlaza especificamente a dicha
bacteria patogénica de mastitis o a cualquier fragmento funcional de
dicha bacteria;

b. uncomponente activo que comprende agente que induce fagc;citosis;
y

c. opcionalmente, un componente de conexién que asocia dicho al
menos un componente identificador y dicho al menos un
componente activo, donde las funciones biolégicas independientes
de dicho componente identificador y dicho componente activo son

conservadas

El método de acuerdo con la reivindicacion 43, caracterizado porque dicho

complejo esta asi definido en cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19.

Un método para el tratamiento de enfermedad ulcerativa en peces, que
comprende administrar a dicho pez que lo requiere, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un oompiejo identificador capaz de inducir la
fagocitosis especifica identificado al menos a una bacteria patogénica de
Aeromonas salmonicida objetivo en dicho pez infectado de acuerdo con la
reivindicacién 20, o de una composicién farmacéutica que comprende el

mismo.
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El uso de un complejo identificador multifuncional de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en la preparaciébn de una
composicion farmacéutica para el fratamiento de un trastomo patolégico en

un sujeto que lo requiere.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 468, caracterizado porque dicho
trastorno patolégico es cualquiera de trastomos inmuno relacionados,

infecciones virales, flngicas o bacterianas y trastomos malignos.

El uso de acuerdo con la reivindicacibn 47, caracterizado porque dicho
trastomno patolégico es una infeccién bacteriana.

El uso de un complejo identificador multifuncional, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, en la preparacion de una

composicion farmacéutica para el tratamiento de mastitis en bovinos.

El uso de un complejo identificador multifuncional, de acuerdo con la
reivindicacion 20, en la preparacién de una composicion farmacéutica para

el tratamiento de enfermedad ulcerativa en peces.
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La presente invencién se refiere a un complejo identificador multifuncional para
inducir una reaccidén inmunoestimuladora, preferiblemente, fagocitosis, contra al
menos un agente patogénico objetivo. El complejo de la invencién comprende al
menos un componente de reconocimiento del objetivo que comprende una
molécula que se enlaza especificamente al agente objetivo deseado, un
componente inmunoactivo que comprende un agente inmunoestimulador; y
opcionalmente, un componente de conexiébn que asocia el componente
identificador y el componente inmunoactivo. El complejo de la invencién
proporciona una prevencidon y tratamiento terapéuticamente eficaz de varios
trastomos patogénicos, tal como mastitis en vacas y furonculosis en peces. La
invencion ademas se refiere a composiciones que comprende el complejo

identificador, métodos de tratamiento y usos del mismo.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
BogotaD C
Doctor{a) OficioN® _ . 064
MARGARITA CASTELLANOS Ll
Apoderado
YAMIT BIOTECHNOLOGIES LTD.
ASUNTO:
Radicaciéon N°* 04-100868
Solicitud intemacional PCT/IL2003/000196
Fecha inicio fase nacional 2004-10-10
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comisiébn de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

¢ La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cddigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

» La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k)
Dacision 486).

« El solicitante debe aclarar si la solicitud corresponde al Capitulo | 6 Il del
PCT, porque la indicacién en el petitorio no corresponde a los documentos
del expediente, en caso necesario adjuntar los documentos que
comresponden.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su

Notifiquese el presente gfici me a | dlspuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del

ALIX CARMEN SPEDES DE VERGEL
Jefae de la Divisiéri de Nuevas Creaciones.

El anterior requenmlento fue notificado por fijacion en lista de fecha,
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