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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. _

Documento de cesion del inventor al solicitante 0 a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

FIGURA CARACTERISTICA
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@ Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE: . EMILIO FERRERO

FIRMA : D —
C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929
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EDIFICIO S..KI |

CARRERA 4° Nt 72-35

OOGOTA, 8 - COLOMBIA

- REPRESENTACION Y PODER

-\
Fiir Patente, Modelle, *‘uster, Warenzeichen,
Dienstleistungsmarken, Handelsnamen und

Embleme.

Para patentes, modelos y dibujos; marcas de fabrica
y de servicios; nombres comerciales y ensefias.

VERTRETUNG UND VOLLMACHT HyaY

050

ICH (wir) Unterzeichnende (r) / Yo (nosotros), abajo firmado (s)
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH

wohnhaft in / domiciliado (s) en

D-55216 Ingelheim am Rhein

Federal Republic of Germany

or el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;

ONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERg, t;a.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados
en la Carrera 4* N*® 72-35, Bogot4, Colombia, en obedecimiento a
o dispuesto en el paragrafo 19 del Articulo 543 del Cédigo de
fomercio, el primero como principal y los deméds como
suglentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para
recibir notificaciones 'y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o
dafinitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
o el tercero al segundo. En tales casos, ‘el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declararin su intencién de no ejercer la representacion
mediante declaracion autenticada por Notario Piblico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Publico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo. 5i alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros segin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
momento el ejercicio de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, para obtener la proteccién de mi (nuestra)
‘vropiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos¥ a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jurisdiccidén, especialmente ante las dzl orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién,
modelos de utilidad, y disefios industriales; el registro de
marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades.

vegetales y denominaciones de origen; su renovacién, traspaso; -

cambio de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; el
registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones u
observaciones, cancelacién administrativa judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela y en general
los juicios civiles, penales, administrativos 0

contencioso-administrativos relacionados con estos derechos: .

A la vuelta

© CAVELIER ABOGADOS
WIPODERE-11 (MINUTA N° 12.1.1.4.1.2)

ernenne(n) hiermit in Ubereinstimmung mit Abs. 1 des
Artikels 543 des Handelsgesetzbuches GERMAN CAVELIER
(Rechtsanwaltsausweis r.832), GONZALO PERDOMO
(Rechtsanwaltsausweis Nr. 831), EMILIO FERRERO
(Rechtsanwaltsausweis Nr.31929) und LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ (Rechtsanwaltsausweis Nr. 23555), mit Geschéftssitz in
Bogotd/Kolumbijen, Carrera 4® N® 72-35 zu meinen (unseren)
Prozefbevollmichtigten (German CAVELIER zum
Hauptbevollméichtigten, die anderen - in der genannten
Reihenfolge - zu seinen Stellvertretern) in allen
Angelegenheiten, die das Gewerbliche Eigentum betreffen, Sie
sing befugt,  Zustellungen  entgegenzunehmen  und
ProzeBbevollméchtigten und aulergerichtliche Bevollméchtigte
zu ernennen. Der erste Stellvertreter hat Herrn GERM
CAVELIER bei dessen Abwesenheit oder im Falle einer
voritbergehenden  oder endgiiltigen Verhinderung zu
vertreten. Dasselbe gilt, wenn der zweite Stellvertreter den
ersten, oder aber der dritte den zweiten, zu vertreten hat. In
diesen Fillen wird der Hauptvertreter, oder gegebenenfalls der
erste oder zweite Stellvertreter, oder beide, in Form einer durch
einen Notar (in Kolumbien) oder durch einen Notar oder
sonstigen offentlichen Beamten oder Konsul von Kolumbien
(im Ausland) beglaubigten Erklarung seine Absicht, die
Vertretung nicht auszuiiben, zum Ausdruck bringen. Sollte
eine Verhinderung der Grund dafiir sein, ist die entsprechende
Bescheinigung beizufiigen. Sollte einer der rnannten
endgiiltig” ausscheiden, nimmt der Nachfolgende seine Stelle
ein. Bei Beendigung der Abwesenheit oder Verhinderung des
Hau piwestreters odlef seles ¢ iR Gy zweiten Stellvertreters,
ber - je nach Fall die
nAlgrtretung ohne weiteres
ilige Stellvertretung gilt als

kénnén GERMIERIC m%ﬁﬁ

i laTererater o

mier,o

. den oben genannten
“8chutz meines (unseres)
Unlauterem Wettbewerb zu

som Eweck: fgen wir die genannten
SR '3%1’9 ﬁr?gaﬁlso amtlichen Stgllen oder
thiﬂ 9 ok sdiesessiechtsprechende  Gewalt
nicht, vor allem vor den Verwaltungsbehorden,
vor der Verwaltungsgerichtsbarkeit und Gerichten, als auch vor

- den Schiedsgerichten und zwar in allen Fragen, die sich auf

folgende Angelegenheiten beziehen: a) Erlangung von Patenten
fiir Erfindungen, Gebrauchsmustern, Industriezeichnungen,
die Eintragung von  Warenzeichen, Verbandszeichen,
Defensivmarken, Dienstleistungsmarken, Werbeslogans,
Handelsnamen und Emblemen, Gemdiisearten und

Weiter




acciones y procesos quc promovamos o se nos promuevan. Y
para que en todos los asuntos arriba determinados, puedan
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos
del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los
actos de agentes oficivsos.

l:.'erkunﬂsbezeichnungen, re Erneuerum};," 'Ubertragur.‘
. pulipeegl VL . S
Anderung des Namens .der des Geschiltssijzes, de
freiwilligen Verzicht und die Eintragung von Nlitzunsslizenzeu
fiir diese Rechte; b) Klagen wegen Unlaut ceth’, Wettbewerb, -
Verbraucherschutz, Widerspruchen und - Einspr(ichen, '
verwaltungsrechtlicher un gerichtlicher ‘Loschung,
Nichtigkeit, einstweiligen Verfiigungen Konzessionen
Lizenzen, der "tutela”™ und allgemein Fir zivil-, straf- §
verwaltungsrechtlichen und verwaltungsgerichtlich€n
Prozessen, die mit diesen Rechten in Verbindung stehen und
die wir betreiben oder die gegen uns anhingig gemacht
werden. Wir ermichtigen sie ebenfalls dazu, in allen oben
genannten Angelegenheiten einen Unterbeauftrayten
einzusetzen, Vergleiche abzuschlieBen, zu  schlichten,
ProzeBsachverhalte anzuerkennen, zuriickzutreten,  zu
uittieren, in Empfang zu nehmen, Verzicht zu erkliren und die

echtsgeschafte nicht bevollméachtigter Personen zu
genehmigen.

Geschehen und unterzeichnet am/Dado y firmado hoy AUQUSt 2, 1996

Ingelheim am Rhein
4

in/en

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH

Ppa. ('/_,j,) \

) A J A A |
Untersclfi(;ﬂ TUAT |

{ I(«ﬁql Firma
Reinhold Fleschhut Dr. Dieter Laudien
Managing Director Director of Corporate Patent Department .
LEGALIZACION BEGLAUBIGUNG

Es necesaria la leﬁr,nlizacién con certificado consular sobre la
existencia legal de la compaiiia, que éste ejerce su objeto social
que la persona que otorga el poder esta autorizada para ello.

este efecto les solicitamos que muestren al Cénsul las pruebas
que acreditan estos hechos.

Es wird eine Beglaubigun und eine Konsularbescheinigung
dariiber bendtigt, daB die Gesellschaft rechtlich besteht, daR sie
ihren Gesellschaftszweck erfiillt und da@ die Person, die die
Vollmacht erteilt, dazu rechtlich befugt ist. Zu diesem Zweck
bitten wir Sie hoflich, dem Konsul die entsprechenden
Nachweise vorlegen zu wollen.

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segtn los articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co,,

si el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul

debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su

existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el poder es su representante.



UR.Nz. 1656 / 96 V

Umseitige, vor mir gefertigte Namensunterschriften von:

1. Herrn(Br) Reinhold F1 e s ¢ h h u t, Dipl.-Chemiker, wohnhatt
in 55218 Ingelheim, Am Miihlborn 16,

2. Herrn Dr. Dieter L a u d i e n, Dipl.-Chemiker, wohnhaft in
55127 Mainz, Carl-Orff-StralRe 11,

- mir vorgestellt durch die Sekretéarin Frau Ingrid May, dienstansissig bei der Firma

Boehringer Ingelheim GmbH, die sich durch Vorlage ihres Fuhrerscheines ausgewie-
sen hat -

beglaubige ich hiermit.

Aufgrund meiner heutigen Einsicht in das Handelsregister des Amtsgerichts
Bingen bescheinige ich hiermit:

tung der Gesellschaft berechtigt.

Weiter bescheinige ich, daf die Gesellschaft ihren Sg#n Ingelheim am Rhein hat.

eim am Rhein, den 02. August 1996/hin

Notarassessor als amtlich bestellter Vertret
Wies Notarassessors Dr. Peter Wirth als amtlich
bestelltem Notariatsverweser anstelle von

Notar Justizrat Prof. Weirich in Ingelheim
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Die Echtheil vorstehender Unterschrift des Notarassessors
Dr Scholl als amtlich bestellter Vetreter des Notarassessors
Dr. Peter Wirth - Notariatsverweser anstelle des Notars Prof.

Dr. Weirich in Ingelheim und die Echtheit des beigedriicklen

Dienst-stempels-siegels werden hierdurch bestdtigt. Zugleich

wird bescheinigt, daB der Vorgenannte zur Vornahme der Amts-

handlung gesetzlich befugt war.

Mainz, den neunten August neunzehn-
hundertsechsundneunzig
Der Prasident des Landgerichts

4 /4«72/75/%

( Dr. Hanns Paul Tiittenberg

-
_Foy STAR QU ¢ o
NEL Oy
A vy,




El sucrito Consul General de Colombia

MUNICH

CERTIFICA:

CONSUIADO GENERAL DE COLOMBRIA

Nr. 131

Que el sefior(a) Dr. HAS PAUL TUTTENBERG, quién autetica la firma del signatario en el
presente documento, ejercia en la fecha alli indicada las funciones de Presidente del Tribunal

Regional de Mainz.

Que la firma BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH esta registrada en el
Registro Mercantil del Juzgado Municipal 653 de Bingen / Rhein, bajo el némero HR B
1491 y que esta constituida y ejerce su objeto social de conformidad con las Leyes de la

Republica de Alemania.

Que el sefior Dr. DIETER LAUDIN vy el Sefior REINHOLD FLESCHHUT , quién(es)
firma(n) e! presente documento tiene(n) facultad legal y suficiente para representar a la

mencionada firma y otorgar poderes en su nombre.

Que ha tenido a la vista la documentacion que prueba lo anterior.

Munich, a 23 de agosto de 1996

by e

RICARD® MOSQUERA MESA
Cénsul General de Colombia

Derechos para la Nacion US$  6.-
Fondo Rotatorio US $ 100.-
Tasa Consular

GEXTY Ty

US § 1,00 = DM 1.60 = DM 169.60
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TRADUCCTION OFTCIAL No. G444

de un documento escrito en Alemdn, el cual para su identificacidn
se sella con el sello de la traductora, 1o mismo que  la
presente. -

(A continuacion de la representacidn y el poder conferido a
GERMAN  CAVELIER, tpa. 8323 GONZALD FPERDOMO, tpa. 8313 EMILIO
FERRERD tpa, 319293 vy LUZ CLEMENCIA DE FAEZ, tpa 235350;
domiciliados en la Carrera 4 No. 72-3%, Bogotd, Colombia, por la
EOEHRINGER  INGELHEIM VETMEDICA GMEH, domiciliada en D-G3216
Ingelheim am Rhein, RFA, & traveés de sus representantes los Srea.

Reinhold Fleschhut vy Dr. Dieter Laudien:)

Legalizacidn

Frotocole notarial No., 1656/96 V

Certifico la autenticidad de las firmas antecedentes puestas ante

mi por los sefores:

1. Feinhbold F 1 e s ¢ h huw t, Dipl.Chem. domiciliado en 533218

Ingelhaeim, Am Mihlborn 1é&,

LA AV T

2. Dr. Dieter Laudiern, Dipl. Chim., dos oAb

R LAVISTA

Carl-0Orff-Strafe 11,




----- presentados por  la secretaria sefora Ingrid May, con domicilio
caomercial  en la PBoehringer Ingelbheim GmbH, quien & sut  vez se

identificd con su licencia de conduccidn-—-.

ITgualmente certifico, por haber examinado en la fecha el Registro

de Comercio del Juzgado Municipal de RBingen:

Gue la firma Boehringen Vetmedica Ingelheim GmbH, domiciliada en
Ingelheim am Rhein, fue inscrita bajo el No. HR B 1491 el 12 de
Junio de 197d en el Registro de Comercio del Juzgeadeo Municipal de
Bingen y que 1os sefores Reinhold Fleschhut vy Dr. Dieter Laudien,
esztan facultados para representar conjuntamente a la sociedad.

Ademas  certificeo que el domicilio de la sociedad es Ingelheim am

Rhein.,
E1l  objeto social es @l desarrollo, produccidn y  venta de
preparados médico-veterinarios y otras  productos para la salud
arvimal .

Ingelheim am Fhein, 2 de agosto d

(Hilo v ablea roja en relieve:)

El notario suplente - Ingelheim




|
(dos sellos redondos en tinta del Tribunal Regional de Mainz y en
hojita adiuwmta)
Y10 E 1
Se certifica la autenticidad de la firma antecedente del Dr.
Schall como notari suplente del Dr. Feter Wirth, notario suplente
del Frof. Dr. Weirich, notario de Ingelheim, vy la del sello
oficial gue la acompafia. Igualmente se certifica que el
mencionado notario estaba facultado para realizar ese acto
oficial.
Mairz, nueve de agosto de mil novecientos
noventa v seis
El Fresidente del Tribunal Regional
(E) Fdo.: firma ilegible
{Dr. Hanms Faul Tiattenberg)
Costas
g?bb”&éi mO 5 B ROy .
.o . o [ . 2 v e
Derechos de legalizacidn 1 rOTOCOMA Comrpe ons UL 1t
(MalorsDM S,000,-) QUE HETENIDD 4 LA wffTa
JVEostO del 26 de julio 1987
Gacetas (Oficial I Pag. 861
DM 20, -
Mainz, 13 de diciembre de 1998 0
o . . ANMANUELROTE N
Fdo.s: firma ilegible NCTARIG . )
Inspector DS T .




EM ESFAMOL: La legalizacidn de las firmas antecedentes por el
Consulado de Colombia er Munich (Certificacidn) bajo el No. 131
del 23 de agousto de 1994, y por el Ministerio de Relaciones
Exteriores de Colombia bajo el Mo. 205408 del 6 de septiembre de
1994,

Fagados derechos y Fordo Rotatorio US$ 106,

ES TRADUCCION FIEL Y COMFLETA, de la cual se deja copia en los

archivos de estas oficinas para su confrontacidn.

Santafé de Bogota, 10 de septiembre de 1996 S

COMO NOJARIO SEXTO DE SANTAFE DE BOGOTA o
HAGO CONSTAR QUE LA FIRMA DE

N
s =17

e — - | =

CQINZIDE CWA REGISTRADA PQR EL (ELLOS)
EN ESTA NoFaRia.. : (e

16 SET. 1996 azg

AN

art
[PIRASIN

£ BOGOTA, HAGO CO!

SANTAFE DE BOGQTA, D.C A 48
¢ Vb B Gotero Mfoina i
' s MO0 3
\f;’/- .
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CAVELIER
ABOGADOS
TELEFAX 1S7111) 2358850 EDIFICIO SISK! Comrreo ELecTrONICO MunDiaL: CAVE
Camtes CAVELEYES CARRERA 42, No.72-3% TELEFONO (157111} 2120100
TeELEx . 45479 BOGOTA 8, COLOMBIA

Senor Jefe de 1la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E. S. D.

Poderdante: BOFHRINGFR INGELHEIM VETIMEDICA GMBH

Poder conferido el: (02-08-96

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado, atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con

Tarjeta Profesional No. 31.929, con todas las facultades que me
fueron conferidas.

Hago 1la anterior sustitucidn conforme al articulo 66 del
Cédigo de Procedimiento Civil ya que 1los otros sustitutos
faltan en este momento.

Sefior Jefe,

Q:IAwﬂm ;;» (\\5. (1.m.

GERMAN CAVELIER
. . T.P.A. No. 832
- €.C. No. 2.877.924 de Bogota

¥

',?: DEL i,
. PE BOGOTE HAGO CONSTAR
FQTOCOPM COINCIDE CON &i (¢

Acepto:

52 "(2 ' g;z~f»£u
EMILIO FERRERO i

T.P.A. N2 31.929
C.C. No. 438.019 de Usaquén

NOTARIOA )

2¢-780-2 /~)/ o 4 V oL :-“:‘ £ \‘:'f'»

M1 T 860 O413 67 13

\%
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CAVELIER

. ABOGADOS

“DIFICIO SISKI
2ERA 4a N° 72-35
‘A, 8 - COLOMBIA

CESION

‘osotros) abajo firmado (s)

Malik MERZA

%96

Case 1—1529 )
¢

ASSIGNMENT

I (we), the undersigned

Malik MERZA

Domiciliado(s)

en

Flogstavaegen 150, 752 72 Uppsala, Sweden

of

Flogstavaegen 150, 752 72 Uppsala, Sweden

Declaro(amos) bajo juramento ser uUnico(s) y verdadero(s)

inventor(es) de la invencidn:

@

METODO DE DIAGNOSTICO DE LAWSONIA INTRACELLUAR]S

state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

“Method of diagnosing Lawsonia intracellularis”

declaro(amos) asi mismo que cedo(emos) y transfiero(erimos), sin
Limitacién, a favor de la sociedad

Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour
of Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH

constituida y existente de conformidad con las leyes de

a corporation constituted and existing in conformity with the laws of

Alemania Germany
domiciliadaen  Binger Strasse 173, 55216 Ingelheim, Domiciled in Binger Strasse 173, 55216 Ingelheim,
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752 72 UPPSALA, SUECIA, DECLARA BAJO JURAMENTO SER EL INVENTOR
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FIRMADO HOY 30 DE NOVIEMBRE DE 2006 EN UPPSALA, SUECIA.
FIRMADO: MALIK MERZA
Sello: Se certifica que MALIK MERZA ha nombrado personalmente
este documento. Uppsala, Suecia, 30 de néviembre de 2006.
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(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)
1. PAIS: SUECIA
Este documento publico
2. ha sido firmado por LARS LA FLEUR

3. quien actuia en su calidad de NOTARIO PUBLICO DE UPPSALA

\



COMO *SOTAF\IO SEXTO DE! LIRCULG NE ‘2;\;
BOGOTA, HAGO CONSTAR GUE La(s) #ii

EL (»J.LOS) EN ESTA
SANTAFE DE BOGOTA,




\or

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) ’ %

006/012949 A1 I AL A0 0 00000 O

(19) World Intellectual Property Organization
International Burcau

(43) International Publication Date
9 February 2006 (09.02.2006)

‘” A0 IO 0 O

(10) International Publication Number

- WO 2006/012949 Al

(51) International Patent Classification : GO1N 33/68
(21) International Application Number:
PCT/EP2005/006781

(22) International Filing Date: 23 June 2005 (23.06.2005)

(25) Filing Language: English

(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:
04014804.1
04027193.4

EP
EP

24 June 2004 (24.06.2004)
16 November 2004 (16.11.2004)

(71) Applicant (for all designated States except US):
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH
[DE/DE]; Binger Str. 173, 55216 INGELHEIM (DE).

(72) Inventor; and
(75) Inventor/Applicant (for US only): MERZA, Malik
[SE/SE]; Flogstavaegen 150, S-752 72 UPPSALA (SE).

(81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR,BW,BY, BZ, CA, CH, CN,

‘,’/gO,JéR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI,
".GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA,
MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL,
SM, SY, T, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, ZM, ZW.
(84) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TI, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,
FR, GB,GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, MC, NL,, PL, PT, RO,
SE, 81, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search report

with (an) indication(s) in relation to deposited biological
material furnished under Rule 13bis separately from the
description

For two-letter codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazette.

(54) Title: METHOD OF DIAGNOSING LAWSONIA INTRACELLULARIS

o (57) Abstract: The present invention relates to the field of animal health and in particular to Lawsonia intracellularis. In particular,
the invention relates to a method of diagnosing Lawsonia intracellularis infection and a diagnostic test kit using Lawsonia intracel-
lularis-specific antibodies. The invention also relates to the use of the method or test kit for diagnosing Lawsonia intracellularis

e
=

infections.



WO 2006/012949 PCT/EP2005/006781

10

15

20

30

METHOD OF DIAGNOSING LAWSONIA INTRACELLULARIS

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to the field of animal health and in particular to
Lawsonia intracellularis. In particular, the invention relates to a method of
diagnosing Lawsonia intracellularis infection and a diagnostic test kit using
Lawsonia intracellularis-specific antibodies. The invention also relates to the use of

the method or test kit for diagnosing Lawsonia intracellularis infections.

BACKGROUND OF THE INVENTION

L. intracellularis, the causative agent of porcine proliferative enteropathy (“PPE"),
affects virtually all animals, including humans, rabbits, ferrets, hamsters, fox,
horses, and other animals as diverse as ostriches and emus. L. intracellularis is a
particularly great cause of losses in swine herds in Europe as well as in the United
States.

A consistent feature of PPE is the occurrence of intracytoplasmic, non-membrane

bound curved bacilli within enterocytes in affected portions of intestine. The

bacteria associated with PPE have been referred to as “Campylobacter-like
organisms.” 8. McOrist et al, Vet. Pathol.; Vol. 26, 260-264 (1989).

Subsequently, the causative bacteria have been identified as a novel taxonomic
genus and species, vernacularly referred to as lleal symbiont (IS) intracellularis.
C. Gebhart ef al., Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, No. 3, §33-538 (1993).
More recently, these novel bacteria have been given the taxonomic name
Lawsonia (L.) intracellularis. S. McOrist et al., Intl. J. of Systemic Bacteriology,
Vol. 45, No. 4, 820-825 (1995). These three names have been used
interchangeably to refer to the same organism as further identified and described

herein.

v
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L. intracellularis is an obligate, intracellular bacterium which cannot be cultured by
normal bacteriological methods on conventional cell-free media and has been
thought to require attached epithelial cells for growth. S. McOrist et al., Infection
and Immunity, Vol. 61, No. 19, 4286-4292 (1993) and G. Lawson et al., J. of
Clinical Microbiology, Vol. 31, No. 5, 1136-1142 (1993) discuss cultivation of L.
intracellularis using IEC-18 rat intestinal epithelial cell monolayers in conventional
tissue culture flasks. In addition, H. Stills, Infection and Immunity, Vol. 59, No. 9,
3227-3236 (1991) discusses using Intestine 407 human embryonic intestinal cell
monolayers and GPC-16 guinea pig colonic adenocarcinoma cell monolayers in

conventional tissue culture flasks.

In particular, L. infracellularis can be cultivated be methods known in the art,
preferably, according to United States Patent Nos. 5,714,375 and 5,885,823. For
example, culture cells may first be inoculated with an inoculum comprising L.
intracellularis bacteria so as to infect the cells with the bacteria. Numerous cell
lines can be used in practicing the invention, including, but not limited to, IEC-18
(ATCC 1589)-rat intestinal epithelial cells, HEp-2 (ATCC 23)~human epidermoid
carcinoma cells, McCoys (ATCC 1696)-mouse (non-specified) cells, BGMK
(Biowhittaker #71-176)-buffalo green monkey kidney cells, and swine intestinal

epithelium cells. The preferred culture cells are HEp-2, McCoys or IEC-18 cells.

If culture cells are used, prior to being inoculated, the cells may be in the form of a
monolayer. To form a mornolayer, the cells may be seed into conventional flasks.
Each flask is generally seeded with between about 1x10° cells to about 10x10°
cells per 25, 75, 150, 850 cm? flask or roller bottle mixed with growth media. The
growth media may be any media for cel cultivation which includes a nitrogen
source, necessary growth factors for the chosen culture cells, and a carbon
source, such as glucose or lactose. The preferred media is DMEM fortified with
Ham's F 12 with 1-56% fetal bovine serum, although other commercially available
media may be used with good results.

9
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Successful cultivation of L. intracellularis is enhanced by maintaining the culture
cells in a constant state of growth. Therefore, the culture cell monolayer should be
at about 20 percent to about 50 percent confluency at the time of inoculation.
Preferably, the cells should be at about 30 percent to about 40 percent confluency

at the time of inoculation, most preferably at about 30 percent confluency.

Alternatively, the cells, prior to being inoculated, may be grfown in suspension, as
described infra. Preferably, the cells are first grown to 100% confluency in the
form of a monolayer in an adherent type system, e.g., a roller bottle system, and
then transferred to 3-3000 liters and grown in suspension.

The inoculum may be a culture of L. intracellularis obtained from infected swine or
other animals.

The inoculum can be an intestinal homogenate p‘répared by scraping the mﬁcosa
off of the ileum of a swine or other animal infected with PPE. When preparing an
intestinal homogenate, ileal sections selected for culture should show severe
lesions with gross thickening of the gut. Due to the fragile nature of the bacteria,
samples should preferably be stored at -70°C as quickly as possible after
necropsy. An antibiotic to which L. infracellularis is resistant such as Vancomycin,
Amphotericin B or members of the aminoglycoside group of antibiotics, including
Gentamicin and Neomycin, to name a few, is preferably added to the inoculum to
suppress contaminating bacteria while permitting L. intracellularis growth.
Whether the inoculum is a pure culture or an intestinal homogenate, inoculation of

the culture cells can be performed by various techniques known in the art, given
the teachings herein.

The bacteria and/or inoculated culture cells are then incubated under a reduced
dissolved O, concentration. At dissolved oxygen concentrations greater than 10%
L. intrace/lu/aris' growth is less than optimal with cessation of growth eventually
occurring at oxygen concentrations outside this range. Preferably, the bacteria

PCT/EP2005/006781 W/
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and/or inoculated culture cells are incubated in a dissolved oxygen concentration
in the range of about 0% to about 10%. More preferably, the bacteria and/or cells
are incubated in an oxygen concentration in the range of about O% to about 8%,
with an oxygen concentration of about 0% to about 3.0% being most preferred.

The proper concentration of carbon dioxide is also important to the proper growth
of L. intracellularis. At carbon dioxide concentrations greater than 0% and less
than 4%, nonoptimum growth occurs with cessation of growth eventually
occurring at carbon dioxide concentrations outside this range. Preferably, the
carbon dioxide concentration is in the range from about 6% to about 10%, with a
carbon dioxide concentration of about 8.8% being most preferred.

In addition, the cells are preferably incubated at a hydrogen concentration in the
range from about 73% to about 96%. Nitrogen may be used in place of some or
all of the hydrogen present. Most preferably, the cells are incubated in about 0 to
about 8.0% O,, about 8.8% CO,, and about 83.2% Ha.

Inoculated cells may be incubated in a dual gas incubator or other gas chambers
which contains the proper hydrogen, oxygen and carbon dioxide concentrations
and which allows the cells to be suspended during incubation. The chamber
should comprise a means for maintaining the inoculated cells in suspension, and a
gas monitor and supply source to supply and maintain the proper gas
concentrations. The incubation temperature should be in the range of from 30°C
to about 45°C and is more preferably in the range of from about 36°C to about
38°C. Most preferably, the temperature is about 37°C. The necessary equipment
for cultivation and attenuation is readily available to those or ordinary skill in the art
given the teachings herein. One example of equipment suitable for carrying out
the resent invention is a dual gas incubator, e.g., model 480 (Lab-Line, Melrose
Park, IL) in conjunction with spinner flasks to maintain the cells in suspension.
The presently preferred equipment comprises a fermentor, bioreactar, stir plate or
rotary shaker containing media and capable of maintaining the culture cells in

PCT/EP2005/006781 %
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suspension via sparging gas of the appropriate concentration, or other means of
mechanical agitation, and continuously monitoring dissolved Oz levels in the
media. New Brunswick, Braun and other companies make suitable fermentors

and bioreactors for this purpose.

By maintaining the inoculated cells in a suspended state during incubation,
maximum growth of the cells, and hence L. intracellularis, is achieved by
increasing each individual cell’s exposure to growth media and the proper mixture
of hydrogen, oxygen and carbon dioxide. The culture cells can be agitated and
maintained in suspension by a variety of methads known in the art including, for
example, culture flasks, roller bottles, membrane cultures, biobags, WAVE™
bioreactor systems, and spinner flasks. The .cells may be kept in suspension
during incubation by incubating the cells in a spinner flask inside a dual gas
incubator or similar apparatus. The term “spinner flask”, as used herein, means a
flask or other container which employs a paddies, propeller or other means to

agitate the culture and keep the cells contained therein in suspension.

Alternatively, the inoculated cells are incubated until the cells reach confluency
and then the cells are placed in a spinner flask containing growth media and
incubated in a dual gas incubator while spinning the flask. Preferably, the
inoculated cells are scraped or trypsinized and passaged into the spinner flask.
This can be achieved by a variety of methods known in the art such as using a cell
scraper to detach the cells. Once the cells are introduced into the spinner flask,
the paddle of the spinner flask is typically rotated in the range of from about 30 to
about 60 rpm on a magnetic stir plate in order to maintain the infected cells in
suspension.

A portion of the cultivated L. intracellularis is then passaged to fresh culture to
increase the production of L. intracellularis bacteria. The term “passaging” or
variations thereof herein means the process of transferring a portion of the
cultivated L. intracellularis to fresh culture cells in order to infect the fresh cells with
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the bacterium. The term “fresh”, as used herein, means cells which have not yet
been infected by L. intracellularis. Preferably such cells are on the average no

more than approximately one day old.

The passage of L. intracellularis in suspension cultures may be accomplished by
removing a portion of the original culture and adding it to a new flask containing
fresh culture cells. If the original culture has a high number of bacteria/ml, for
example, greater than about 10* bacteria/ml, it is preferable to add between about
1 fo 10% (volume to volume) of culture from thé infected flask to a new flask
containing fresh cells. This is preferably done when 50-100% of the cells are
infected. If fewer than 50% of the cells are infected, passaging is preferably
accomplished by splitting the culture 1:2 into a new flask and scaling-up the
volume by adding fresh media. In either case, cell lysis and other steps are not

required, in direct contrast to the passage of monolayer cultures, as in the prior art.

After sufficient growth of the culture cells and subsequent infection by L.
intracellularis, as determined by indirect fluorescent antibody (IFA) staining,
TCIDso or another comparable method, at least a portion of the cuitivated L.
intracellularis bacteria is then harvested. The harvesting step may be performed
by separating the bacteria from the suspension by various techniques known to
those of ordinary skill in the art, given the teachings herein. Preferably, the L.
intracellularis bacteria is harvested by centrifuging the contents of all or a portion
of the suspension to pellet the culture cells, resuspending the resulting cell pellets,
and lysing the infected cells. Typically, at least a portion of the contents is
centrifuged at about 3000xg for about 20 minutes in order to pellet the cells and
bacteria. The pellet may then be resuspended in, for example, a sucrose-
phosphate-glutamate (SPG) solution and passed approximately 20 times through
a 25 gauge needle in order to lyse the cells. [f further purification is desired, the
samples can be centrifuged at about 145xg for about five minutes to remove
cellular nuclei and debris. The supernatant may then be centrifuged at about
3000xg for about twenty minutes and the resulting pellet resuspended in an

>
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appropriate diluent, such as SPG with fetal bovine serum (to prepare harvested
bacteria suitable for lyophilization, freezing, or use as an inoculant) or growth
media (to prepare harvested bacteria more suitable for passaging to fresh cells).

As previously mentioned, effective growth of L. intracellularis for large-scale
production is enhanced by keeping the tissue cells actively growing. Using
suspension cultures greatly facilitates keeping the cells actively growing and
permits continuous culture expansion and scale-up. Using a fermentor and
between about 0 to 3% dissolved O, as explained above, enables growth of up to

108 bacteria/mi.

When using McCoys or IEC-18 cells, it is preferable to add gelatin, agarose,
collagen, acrylamide or silica beads, such as Cultisphere-G porous microcarriers
(HyClone Laboratories, Logan Utah), along with the growth media. However,
HEp-2 cells and others do not require microcarriers according to the methods used

herein.

For culture maintenance purposes, with HEp-2 cultures, preferably 25% to 50% of
the culture is removed and replaced with fresh media at weekly intervals. For cell
cultures with microcarriers or beads, preferably 25% to 50% of the culture is
removed and replaced with fresh media 1-2 times weekly. For scale-up purposes,
an additional 25% to 50% of media, or media with microcarriers, may be added to
the culture.

Depending upon the rate at which the culture cells become infected, passage to
fresh cells generally occurs between about every 2 to about 7 days. Assuming
that the culture cells become at least 70% infected within 2 to 7 days, preferably
passage occurs between about every 5 to 7 days.

Diagnosis of L. intracellularis antigen is carried out today by using direct immuno-
fluiorescence and PCR. Diagnosis of antibodies specific to L. intracellularis is

Ay
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carried out today by using immuno-fluorescence. These methods are laborious

and time consuming and are not suitable for [arge scale screenings.

Effective diaghosis of PPE has also been hindered by the time required to culture
the causative bacteria. As a result of the present invention, development of
diagnostic tools promoting rapid and accurate assays for the presence of L.
intracellularis in biological samples taken from swine and other animals
susceptible to PPE is now possible.

Therefore, the technical problem underlying the present invention is to provide
improved methods for diagnosis of L. intracellularis disease.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates to the field of animal health and in particular to
Lawsonia intracellularis. In particular, the invention relates to a method of
diagnosing Lawsonia intracellularis infection and a diagnostic test kit using
Lawsonia intracellularis-specific antibodies. The invention also relates to the use of
the method or test kit for diagnosing Lawsonia intracellularis infections.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Fig. 1: Results of Blocking ELISA according to the invention

Fig. 2: Results of 301 field sera compared in IFA and ELISA

Fig. 3: Results of lleitis blocking ELISA - cross-sectional screenings in 3 farms
Fig. 4: Results of lleitis ELISA- 22 German farms '
Fig. 5: Correlation of ELISA results with clinical symptoms.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Definitions of terms used in the description:

Before the embodiments of the present invention it must be noted that as used
herein and in the appended claims, the singular forms "a", "an", and "the" include
plural reference unless the context clearly dictates otherwise. Thus, for example,

29
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reference to "a bacterium" includes a plurality of such bacteria, reference to the
"cell" is a reference to one or more cells and equivalents thereof known to those
skilled in the art, and so forth. Unless defined otherwise, all technical and scientific
terms used herein have the same meanings as commonly undersfood by one of
ordinary skill in the art to which this invention belongs. Although any methods and
materials similar or equivalent to those described herein can be used in the
practice or testing of the present invention, the preferred methods, devices, and
materials are now described. All publications mentioned herein are incorporated
herein by reference for the purpose of describing and disclosing the cell lines,
vectors, and methodologies as reported in the publications which might be used in
connection with the invention. Nothing herein is to be construed as an admission
that the invention is not entitled to antedate such disclosure by virtue of prior

invention.

As used herein, the term ‘L. intracellularis” means the intracellular, curved gram-
negative bacteria described in detail by C. Gebhart ef al., Intl. J. of Systemic
Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-538 (1993) and S. McOrist et al., Intl. J. of
Systemic Bacteriology, Vol. 45, No. 4, 820-825 (1995), each of which is
incorporated herein by reference in their entireties; the causative bacteria which
can be obtained from PPE infected swine or other animals throughout the world
given the knowledge in the art and the teachings herein; and variants or mutants
of any of the above bacteria, whether spontaneously or artificially obtained and
DNA, RNA and bacterial proteins specific for L. intracellularis, including proteins
expressed in vectors or after in vivo application, and also fragments or antigenic
derivatives of L. intracellularis. This term also includes adapted isolates and
attenuated isolates as defined below.

As used herein, the term ‘adapted isolate’ means any L. intracellularis isolate that
is prepared according to the cuitivation and passaging techniques in cell culture or
any other technique to replicate L. intracellularis for purposes of antigen
preparation.
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As used herein, the term “attenuated isolate” means any L. intracellularis isolate
that is prepared according to the cultivation and passaging techniques taught
herein to achieve avirulence while maintaining immunogenic properties when

5 administered to a host animal.

As used herein, the term “large-scale cultivation” means a level of cultivation of L.
| intracellularis greater than approximately 2.0 to 3.0 liters and includes production
on a scale of 100 liters or more. "Cultivation” as used herein, means the process

10 of promoting the growth, reproduction and/or proliferation of L. intracellularis.

Disclosure of the invention
The solution to the above technical problem is achieved by the description and the

‘ embodiments characterized in the claims.
15
The aim of the present invention is to provide a method of diagnosing pre-clinical
or clinical L. intracellularis infection. Furthermore, an immune response to L.
intracellularis shall be detected and a tool for L. intracellularis epidemiology is to

be provided.
20
This objective has been achieved according to the present invention within the
scope of the specification and claims by means of a method of diagnosing pre-
clinical or clinical L. intracellularis infection.
. 25  The invention relates to the detection of antibodies against L. intracellularis and to

the detection of L. intracellularis itself. Such antibodies include any antibody type
known to the skilled person, in particular immunoglobulins of the subtypes IgA,
souble IgA, IgM, 1gG (IgG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3), and also IgD, IgE.

30 To detect antibodies specific for L. intracellularis, according to the invention, the
method is based on the fact that
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a) aliquid sample is taken from a mammal

b) the specific binding of such liquid sample to L. intracellularis antigen is
detected

c) the result obtained is compared with a control.

As defined above, L. intracellularis also includes fragments or antigenic derivatives
of L. intracellularis, which may be used in a method as above.

Similarly, according to the invention, to detect L. initracellularis, the method
according to the invention is as follows:
the method is based on the fact that

a) aliquid sample is taken from a mammal

b) the specific binding of such liquid sample to L. intracellularis antibodies is
detected

¢) the result obtained is compared with a control.

The liquid sample may include any bodily fluid including saliva, sweat, urine,
blood, secretions, excretions or other bodily fluid samples known to the expert in
the field. In a preferred embodiment, the liquid sample is collected using either a
collection container (for urine or other liquid), a syringe/collection tube (for blood)
or some type of collection swab (for saliva, sweat etc.) Preferably, if the sample in
step a) is blood, serum or plasma is isolated from this blood sample and step b) is
carried out with serum or plasma instead of the liquid sample. Subsequently, step
¢) is carried out as above.

In a preferred embodiment, the method is an immune test. An immune test uses
monoclonal antibodies or polyclonal antisera specific to L. intracellularis. Immune
tests according to the invention include the methods of detection known in the art
such as the ELISA test (enzyme-linked immuno-sorbent assay) or the so-called

>
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sandwich-ELISA  test, dot blots, immunoblots, radicimmuno tests
(radioimmunoassay RIA), diffusionbased Ouchterlony test or rocket
immunofluorescent assays. Other immune tests are the indirect or direct
immunofluorescent antibody test (“IFA”). Another immune test is the so-called
Western blot (also known as Western transfer procedure or Western blotting). The
purpose of Western blot is to transfer proteins or polypeptides separated by
polyacrylamide gel electrophoresis onto a nitrocellulose filter or other suitable
carrier and at the same time retain the relative positions of the proteins or
polypeptides obtained from the gel electrophoresis. The Western blot is then
incubated with an antibody which specifically binds to the protein or polypeptide
under consideration. These methods of detection can be used by the average
skilled person to perform the invention described herein. Literary references in
which the skilled person can find the above-mentioned methods and other
detection methods are listed as follows: An Introduction to Radioimmunoassay and
Related Techniques, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands
(1986); Bullock et al., Techniques in Immunocytochemistry, Academic Press,
Orlando, FL Vol. 1 (1982), Vol. 2 (1983), Vol. 3 (1985); Tijssen, Practice and
Theory of Enzyme Immunoassays: Laborai‘ory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands
(1985). Solid and fluid protein chip technologies or microarray technologies using
labeled or uniabeled reagents are further immune tests according to the invention.
Such test are widely described, for example by Kozak KR, et al., /dentification of
biomarkers for ovarian cancer using strong anion-exchange ProteinChips:
potential use in diagnosis and prognosis..Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Oct
14;100(21):12343-8 (2003), or by Fulton, R.J., et al., Advanced multiplexed
analysis with the FlowMetrix system. Clinical Chemistry 43 (9), 1749-1756
(1997).

The invention further relates to a diagnostic test kit for detecting L. intracellularis
infection which contains all the elements required fo carry out a method of
diagnosing pre-clinical or clinical L. intracellularis infection as described herein.

29
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The invention further relates, in particular, to a diagnostic test kit which contains

antibodies specific to L. infracellularis.

5  The invention further relates, in particular, to a diagnostic test kit, characterised in
that the antibodies according to the invention are polyclonal.

The invention further relates, in particular to a diagnostic test kit, characterised in
that the antibodies according to the invention are monoclonal.
10
A diagnostic test kit is a collection of all the components for a method of diagnosis
according to the invention. Some examples (not an exhaustive list) of other
elements for performing a process according to the invention include containers
such as 96-well plates or microtitre plates, test tubes, other suitable containers,
15 surfaces and substrates, membranes such as nitrocellulose filter, washing
reagents and buffers. A diagnostic test kit may also contain reagents which may
detect bound antibodies, such as for example labelled secondary antibodies,
chromophores, enzymes (e.g. conjugated with antibodies) and the substrates
thereof or other substances which are capable of binding antibodies.
20
The L. intracellularis bacteria as disclosed herein or known in the art, or
components derived from such bacteria, can be used as an antigen in an ELISA or
other immunoassay, such as an immunofluorescent antibody test (“IFA”), to detect
antibodies to L. intracellularis in the serum and other body fluids of animals
25 suspected of being infected with the bacteria. The presently preferred
immunoassay is an |IFA as described in the example below. Alternatively, the

bacteria of the instant invention can be used in a Western Blot assay.

The preferred Western Blot protocol is as follows:
30
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1. Run antigen on SDS-PAGE, preferably on 12% SDS-PAGE, and transfer to
nitrocellulose membrane.

2. Place membrane in blocking buffer for 2 hours.

3. Remove blocking buffer and rinse with PBS for 1 minute.

4, Dilute serum in blocking buffer and add to membrane. Incubate for 2 hours
at room temperature.

5. Wash 3 times with wash buffer (5 minutes for each wash).

6. Dilute a conjugated anti-L.intracellularis specific antibody, preferably a
monoclonal antibody, in blocking buffer and add to membrane. Incubate for
1 hour at room temperature.

7. Wash 3 times with wash buffer.

8. Add substrate for 10 minutes or until strong banding occurs.

9. Rinse with PBS.

10.Air dry and store in the dark.

The conjugate linked to the antibody could be for example an enzyme, such as a.
horse radish peroxidase (HRP) or alkaline phosphatase (AP). Alternatively, a
chromophore, or any other detectable substance which is can be quantified in the

presence of a substrate, can be used as conjugate.

The most preferred immune test according to the invention is an ELISA. Most
preferably, such ELISA is a sandwich ELISA (= capture ELISA). Such an ELISA is
more specific, as it detects with two antibodies specific to two different epitopes on
the same antigen. In a sandwich ELISA, unlabelled antibodies are coated to the
microtiter plates. The L. intracellularis as antigen is subsequently added. After a
washing step, the bound L. intracellularis antigen is detected with a second,
labeled, L. intracellularis-specific antibody reactive to a different epitope on L.
intracellularis.

An exemplary coating procedure is as follows:
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The plates are coated with unlabelled antibody, e.g. in 10% Sucrose/10% Normal
Horse Serum in ddH;O and incubated with Lawsonia intracellularis antigen. The
plates are then dried and sealed and stored at 37°C. Alternatively, the antibody
coated plates are stored and the antigen is added when the ELISA is conducted.

A preferred ELISA protocol according to the invention is as follows (use of

antibody coated plates):

. Add 0.1 mi/well antigen diluted in coating buffer. Incubate for 18 hours at

4°C.

2. Wash 3 times with PBS.
3. Add 0.25 ml of blocking buffer to each well of plate. incubate 1 to 2 hours

at 37°C.

4. Wash 3 times with wash buffer.

Dilute serum in blocking buffer and add 0.1 mi to the first wells o plate.
Make serial 1:2 dilutions across the plate. Incubate for 1 hour at 37.

6. Wash 3 to 5 times with wash buffer.

8.
9.

Dilute a conjugated anti-L.intracellularis specific antibody, preferably a
monoclonal antibody, in blocking buffer and add 0.1 mi to wells of plate and
incubate for 1 hour at 37°C.

Wash 3 to 5 times with wash buffer.

Add substrate.

10.Measure absorbance of light with a spectrophotometer.

11.Wells in which antigen was not added are used as blanks.

12.Positive and negative control swine serum should also be used with each

fest.

A preferred ELISA is carried out as follows:

2

PCT/EP2005/006781 }b
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The plates are coated with unlabelled antibody, e.g. in 10% Sucrose/10% Normal
| Horse Serum in ddH,O and incubated with Lawsonia intracellularis antigen. The
plates are then dried and sealed and stored at 37°C.

Add 90yl buffer into all wells.

Add 10 pl serum into selected wells.
Incubate plate for 1 hour at 37C.
Wash plate 3 times with PBST.

a kDN

\

Add HRP conjugated anti-L.intracellularis specific antibody, preferably a
| 10 monoclonal antibody diluted in CDS-C+0.5M NaCl, 100pl /well.

i Incubate plate for 1 hour at 37C.

‘ Wash plate 3 times with PBST.

Add substrate, 100pl/well and incubate at room temperature for 10 minutes.
Add 50pl stop/well.

= © 0N

15 0.Read the plate at 450 nm in a spectrophotometer.

The most preferred sandwich ELISA protocol according to the invention is as

20 1. Add 0.1 ml/well mAb diluted in coating buffer. Incubate for 18 hours at 4°C.
| 2. Wash 3 times with PBS.
| 3. Add 0.1 ml/well antigen diluted in buffer to each well of plate. Incubate 1 to
‘ 2 hours at 37°C.
4. Wash 3 times with wash buffer and/or directly add 0.25 ml of blocking buffer
. 25 to each well of plate. Incubate 1 to 2 hours at 37°C.
‘ 5. Wash 3 times with wash buffer.,

|
|
\ follows:

| 6. Dilute serum in blocking buffer and add 0.1 ml to the first wells of plate.
‘ Make serial 1:2 dilutions across the plate. Incubate for 1 hour at 37.
7. Wash 3 to 5 times with wash buffer. |



WO 2006/012949

10

15

20

25

30

PCT/EP2005/006781

-17 -

8. Dilute conjugated anti-L.intracellularis specific antibody, preferably a
monoclonal antibody in blocking buffer and add 0.1 ml to wells of plate and
incubate for 1 hour at 37°C.

9. Wash 3 to 5 times with wash buffer.

10.Add substrate.

11.Measure absorbance of light with a spectrophotometer.

12.Wells in which antigen was not added are used as blanks.

13.Positive and negative control swine serum should also be wtsed with each

fest.

Antigen as used herein is L. intracellularis as defined above. mAb relates to a
monoclonal antibody specific for L. intracellularis. Preferably, such antibody is an

antibody as disclosed below.

Surprisingly, outstanding antibodies were generated to be used in the ELISA
according to the invention. The antibodies have the following reference numbers:
301:39, 287:6, 268:29, 110:9, 113:2 and 268:18. All antibodies are specific for
antigens of L. intracellularis bacteria. Preferably as capture antibodies in a
sandwich ELISA are 110:9, 113:2 or 287:6, and as conjugated antibodies 268:18,
268:29 or 287:6. Most preferred as capture antibody is antibody 110:9 and as
conjugated antibody is antibody 268:29. Also preferred are antibodies having all of
characteristics of such antibodies mentioned above, which means having nearly
the same binding characteristics of the antibodies mentioned above, and/or which
are directed to the same antigens of Lawsonia intracellularis as compared to the
antibodies mentioned above, and/or are directed to or identifying the same

epitopes as compared to those antibodies mentioned above.

The antibodies according to the invention are produced by hybridoma cells. Said
hybridoma cells according to the invention are deposited at the Centre for Applied
Microbiology and Research (CAMR) and European Collection of Cell Cultures
(ECACGC), Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, UK, as patent deposit according to the

M
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Budapest Treaty. The date of deposit was May 11, 2004. HYBRIDOMA CELL
LINE 110:9 is successfully deposited under ECACC Acc. No. 04092204.
HYBRIDOMA CELL LINE 113:2 is successfully deposited under ECACC Acc. No.
04092201. HYBRIDOMA CELL LINE 268:18 is successfully deposited under

5 ECACC Acc. No. 04092202. HYBRIDOMA CELL LINE 268:29 is successfully
deposited under ECACC Acc. No. 04092206. HYBRIDOMA CELL LINE 287:6 is
successfully deposited under ECACC Acc. No. 04092203. HYBRIDOMA CELL
LINE 301:39 is successfully depaosited under ECACC Acc. No. 04092205.
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The present invention is frther described in the following examples which are
provided for illustrative purposes only and are not to be construed as limiting.
Indeed, other variants of the invention will be readily apparent to one of ordinary

s skillin the art.

All publications and patents cited herein are incorporated by reference in their

entireties.
10 EXAMPLES

EXAMPLE 1
1.0 Material
‘ anti-Lawsonia hybridomal celline : 372:13, 113:2, 268:18, 287:6, 110:9, 268:29,
15 301:39.
Equipment and media for hybridomal cell cultivation. .
Equipment and buffers for purification and HRP conjugation of monoclonal
antibodies (mADb).
| Equipment and solutions for ELISA
| 20 Lawsonia antigen SF 1289 N343 12/20/00
Lawsonia positive sera: [ot#052902pig#26 (experimentally infected),
lot#052902pig#69 (vaccinate)
Lawsonia negative sera: p 25.8#273 Day 52 6-30-95,
116705
. 25
1.1 Methods ,
The preparation of the monoclonal antibodies was performed according to
standard operating procedures at Svanova Biotech.

30 1.1.1 Culturing of hybridomal cells and preparation of HRP conjugated monoclonal
antibodies
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e To secure the hybridomal cell-lines 15 vials of each cell line was prepared and
stored in -135°C.

e One vial of each hybridomal cell-line was thawed and the cells were grown in
cell-culture flasks.

« 500ml to 1000 ml of supernatant from each cell line was purified and conjugated

to horse-radish peroxidase.

1.1.2 Blocking ELISA
The purified and HRP conjugated mAb’s were tested for their ability to be blocked

by positive Lawsonia pig sera in ELISA.

e The ELISA plate was coated with Lawsonia antigen in a dilution of 1/200,
100ul/well

¢ The pig sera was diluted 1/10, 100ul/well

¢ The HRP conjugated mAb’s were diluted and added, 100ui/well.

The results are expressed as Percent inhibition (Pl) according to the following
formulae:
Pl = 1-(OD sample/ OD mAb) x 100.

1.2 Results

1.2.1 Culturing of hybridoma cells and preparation of HRP conjugated monoclonal

antibodies

¢ All but one of the mAb’s were successfully purified and HRP conjugated. They
had good production capacity.

* mAb 372:13 had poor production capacity. This mAb was not successfully HRP
conjugated and was therefore not tested in the blocking ELISA.

1.2.2 Blocking ELISA
¢ Two positive (#26, #69) and two negative (25.8#273, 116705) sera were used in
the experiments.

Y
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¢ The experimentally infected sera (#26) inhibited all the six HRP conjugated
mAb’s, but in different levels. The sera from a vaccinated pig inhibited the
mAb’s to a much lesser extent.

e The negative sera showed no or very low inhibition.

The resulis are presented in the table below and in Fig. 1.

mAb

Serum  301:39 110:9 268:29 287:6 1132 268:18
| #26 exp '
| + 57 45 78 74 42 72
#69vacc
\ * 18 23 52 43 45 25
i ® 05.8#273

- 7 3 27 20 14 21
| 116705

- 7 -9 24 13 18 -19

‘ 10 1.3 Discussion
The results of this study clearly show that one ore more of the monoclonal
antibodies tested are suited for a blocking ELISA test against Lawsonia
intracellularis. MAb 268:29, 287:6 and 268:18 show the clearest distinction
between the positive and negative sera i.e. are strong candidates in the
15 development of the blocking ELISA.

EXAMPLE 2
2.0 Summary
20  Development and establishment of a sandwich b-ELISA prototype for the detection

of antibodies to Lawsonia intracellularis:
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After calculation of sensitivity and specificity by using immunoflourescence test

IFA as gold standard the following can be concluded:

Capture mAb 110:9 gives a clear distinction between positive and negative
samples.
Detection mAb 268:29 HRP gives a clear distinction between positive and

negative sera showing a sensitivity and specificity of 100%.

It is recommended that the prototype will be as follows:

mAb 110:9 as capture mAb, coated in Nunc maxi-sorp strips C-8

Antigen(Ag): Lawsonia intracellularis culture (preferably the concentrated
material produced in R&D at BI)

Serum samples diluted 1/10 in 0.5M NaCl/PBST. Incubation for 1 hour at 37C.
HRP conjugated mAb 268:29 , lyophlized in CDS-C buffer containing 0.5M
NaCl. Incubation for 1 hour at 37C.

Substrate K-Blue Max, incubation for 10 minutes at room temperature.

Svanova'’s stop solution

2.1 Material and methods

The ELISA was performed according to the following procedure:

2.1.0 ELISA procedure

Add 90yl buffer into all wells.

Add 10 pl serum into selected wells.

Incubate plate for 1 hour-at 37C.

Wash plate 3 times with PBST

Add HRP conjugate mAb diluted in CDS-C+0.5M NaCl, 100l /well.
Incubate plate for 1 hour at 37C.

Wash plate 3 times with PBST.

Add substrate, 100ul/well and incubate at room temperature for 10 minutes.
Add 50p! stop/well

21
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e Read the plate at 450 nm in a spectrophotometer.

The results were presented as 1- OD values or 2- Pl (percent inhibition) values i.e.
100 — sample OD/ mAb OD x 100. |

2.1.1 Test 1 (ELISA 030922, 030923 x2)

C-8 maxi strips coated with mAb 110:9, 113:2, 301:39,287:6, 268:29, 300ng/well
Blocking of strips with 10% 2251HAS(normal horse serum), 10% sucrose/UHP
Ho0. 150ul/well, incubated for 30 seconds at room temperature.

Ag # 030619 diluted 1/10 in PBST, 100ul/well, 3hours incubation in 4C.

Strips dried in 37C for 3 hours. Kept in 4C.

Sera: IFA pos: #26, #69. IFA neg: #6, C1, D1, E1. Diluted 1/10 in 0.5M NaCl/PBST
Conjugate: 268:18, 113:2, 301:39110:9, 287:6, 268:29 HRP diluted in 0.5M
NaCl/PBST.

All capture mAb’s were tested against all HRP conjugated mAb except against its

own.

2.1.2 Test 2 (ELISA 030924)

Strips coated with 110:9, 113:2 and 287:6 according to test 1 above.

Sera: IFA pos: #26, #69. IFA neg: #6, C1, D1, E1. Diluted 1/10 in 0.5M NaCIl/PBST
HRP Conjugatea mAb 268:18, 268:29, 287:6 diluted in 0.5M NaCl/CDS-C
(standard buffer for lyophilizing of conjugates as Svanova in production).

2.1.3 Test 3 (ELISA 030925)

Strips coated with 110:9, 113:2 and 287:6 according to test 1 above.

Sera: 24 sera (10 IFA pos, 10 IFA neg and 4 doubtful) were tested.. Dilution: 1/10
in 0.5M NaCl/PBST.

Conjugate: 268:18 HRP diluted in 0.5M NaCl/CDS-C.

2.1.4 Test 4 (ELISA 030930, 031002, 031008)

S
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Strips coated with 110:9 according to test 1 above.

Sera: 21 IFA positive and 69 IFA negative . Dilution: 1/10 in 0.5M NaCl/PBST
Conjugate: 268:18 conjugated with HRP and 268:29 conjugated with HRP diluted
in 0.5M NaCl/CDS-C.

2.2 Results
2.2.1 Test 1 (ELISA 030922, 030923 x2)
. Capture mAb 110:9, 113:2 and 287:6 with conjugates 268:18 and 268:29 and

287:6 seems to be the best candidates for the sandwich b-ELISA as these
combinations showed the best blocking capacity on the positive sera. Sera no #6
scored positive in most of the tests. This was suspected as this sera also scored

positive in the previously developed b-ELISA prototype.

2.2.2 Test 2 (ELISA 030924)

This test was mainly performed to assure that the standard buffer used to
lyophilizing of the conjugate could be used. The resuits show that blocking was
achieved with the positive sera. The best blocking was found with detection mAb
268:18 or 268:29.

2.2.3 Test 3 (ELISA 030925)
The capture mAb 110:9 was found to be the best choice as it gave the clearest

differentiation between positive and negative samples.

2.2.4 Test 4 (ELISA 030930, 031002, 031008)

Obtained OD and PI values can be found in appendix 5. When plotting the OD
values against the IFA results HRP conjugated mAb 268:29 gives the clearest
distinction between positive' and negative samples with a 100 % sensitivity and
specificity. mAb 268:18 also gives a sensitivity and specificity of 100% but the area
between positive and negative samples:is slight. When plotting the Pl values mAb
268:18 gives a sensitivity of 95.7 and specificity of 100% at cut-off 20.9 while mAb
268:29 gives both a sensitivity and specificity of 100% at cut-off28.6

S
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2.3. Discussion
After calculation of sensitivity and specificity against the immunoflourescence test

IFA the following can be concluded:

Capture mAb 110:9 is the best choice as it gives a clear distinction between
positive and negative samples.

Detection mAb 268:29 conjugated with HRP is the best choice as it gives a
clear distinction between positive and negative sera with a sensitivity and
specificity of 100%.

It is recommended that the prototype will be as follows:

mAb 110:9 as capture mAb, coated in Nunc maxi-sorp strips C-8-

Ag: Lawsonia intracellularis culture (preferably the concentrated material
produced in R&D at Bl)

Serum samples diluted 1/10 in 0.5M NaCIl/PBST. Incubation for 1 hour at 37C.
HRP conjugated mAb 268:29 , lyophlized in CDS-C buffer containing 0.5M
NaCl. Incubation for 1 hour at 37C.

Substrate K-Blue Max, incubation for 10 minutes at room temperature.

Svanova'’s stop solution

EXAMPLE 3
3.1 Summary

The performed accelerated stability studies indicate that the Lawsonia

intracellularis antigen captured ELISA plate has a stability of at least one year and
that the a- Lawsonia HRP conjugate 268:29 has a stability of 6 to 12 months in a

lyophilized form.

3.2 Introduction

X7
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In order to estimate the stability of the components of a future Lawsonia
intracellularis ELISA kit accelerated stability tests has to be performed. The
component to be tested is stored at 37C for 4 weeks and is thereafter tested in
the ELISA in comparison with a component kept at 4C. 4 weeks stability in 37C
indicates a shelf-life of about 12 months. This report describes accelerated stability
studies performed on the antigen captured ELISA plate and on the HRP

conjugate.

3.3 Materials and methods

Accelerated stability on plates (ELISA 031024)

Plates were coated with Lawsonia mAb 110:9 blocked with 10% Sucrose /10%
Normal Horse serum in ddH,O and incubated with Lawsonia antigen. Plates were
dried and sealed and put in +37°C. Plates were taken fom +37C weeks 1, 2, 3
and 4 and stored in a refrigerator. Plates were also stored in +4C for the whole
test-period as a reference.

Positive sera #26, #69 and #06 and negative C2, D1 and E2 were used to check
the performance of the sandwich ELISA.

HRP conjugated mAb 268:29 lot #030120 was used.

Accelerated stability on lyophilized conjugate (ELISA 031027)

" HRP conjugated mAb 268:29 lot #030120 was diluted 1/1000 in CDS-C buffer

dispensed into glass bottles and lyophilized according to standard procedures.
Four lyophilized bottles were stored at +37C for 1, 2, 3 and 4 weeks. Bottles were
also stored at 4C. The different bottles were tested in the sandwich ELISA.

As positive serum #26 was used and negative serum 030926 were used.

It was found that a dilution of 1/1000 of the conjugated antibody (“conjugate
dilution”) gave too high OD values in the test. The conjugated antibody was
therefore titrated in the plate to obtain a correct signal for the test.

3.4. Results
Accelerated stability on plates

Eon
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A big drop in OD values were seen after week 1 compared to the OD value from
the strips kept in +40C. No big differences were seen when comparing week 1 to
4,

When looking at the P! values no significant was found between week 1 through 4
and +4°C.

Accelerated stability on lyophilized conjugate
At a “conjugate dilution” of 1/8000 serum # 26 showed a decrease from 0.547 to

0.398 after 4 weeks and serum 030926 dropped from 1,654 to 0.99 after the 4

week period.

3.5. Discussion

The performed accelerated stability studies indicate that the Lawsonia
intracellularis ELISA plate has a stability of at least one year. The anti-Lawsonia
HRP conjugated 268:29 antibody showed a 40% decrease in OD value against the
negative sera and after 4 weeks. This might indicate some instability of the
conjugate. When calculating on the OD values a 40% decrease of a signal at 1.5
means and OD value of 0.9 after 1 year which is still within the acceptance criteria.

EXAMPLE 4

4.1. Summary

The verification of the prototype (piate batch 040107) was performed by testing 50
sera previously used when developing the prototype. The verification study
showed a 100% agreement with the positive sera while 2 of the 25 negative sera
scored positive in the verified batch.

it was found that normal horse serum can be used in the CDS-C buffer instead of

swine sera which is the case today.

PCT/EP2005/006781 /L_)e_)&
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It was found that PBST containing 0.042% PVP showed similar results as using
the PBST tablets (that contains PVP).

4.2. Introduction

5 In order to verify the sandwich ELISA prototype a larger number of sera have to be
tested on a large scale produced plate batch. The study was performed on plate
batch 040107 that was tested by examining 50 serum samples that had previously
been used to develop the prototype.

10 Buffer CDS-C is used as preservative when lyophilizing the HRP conjugate. This
buffer contains swine sera. As it can be problematic in the future to find Lawsonia
negative sera to be used in the CDS-C buffer an alternative has to be tested. In

| this study normal horse serum and foetal bovine serum were tested.

15 The majority of the laboratory work on this ELISA has been performed with PBST
tablets. It has been seen that the 20x conc. PBST that is included in Svanovir kits
can not be used since the test will then not correctly differentiate between positive
and negative samples. When comparing the recipes of the tablets and the 20x
conc. PBST it was found that all components were the same except for 0.042%

20 PVP (Polyvinylpyrrolidone K25) that was included in the tablets as a stabilizing
factor. Experiments showed that when adding the PVP to the 20x PBST the same
results as the tablets will be achieved.

4.3. Materials and methods

‘ 25 Verification of prototype (ELISA 040312) )
50 sera (received from Bioscreen) previously tested in the prototype ELISA was
tested on the large scale plate batch # 040107. PBST 20x conc buffer with 0.042%
PVP was used. Lyophilized conjugate batch 040308 was used.

30 CDS-C buffer with normal horse serum
Test ELISA 040203
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CDS-C buffer was prepared with; 1- swine serum (as in TJ4/05F), 2- with normal
horse serum and 3- with foetal bovine serum. The buffers were tested as
conjugate buffer in the ELISA. Serum tested were gris 2, 4, 13 and 17, 1-29664, 3-
20664, A-27239, B-27239, #26 and C2. HRP conjugated mAb 268:29 lot #030318
was used. 20 x conc PBST with 0.042% PVP was used

Test ELISA 040311

CDS-C buffer containing normal horse serum has been used to prepare
lyophilized conjugate at two occasions (040211, 040308). The conjugate was
prepared to obtain a final dilution of 1/20k, 1/25k and 1/30k. Freshly prepared
conjugate was tested in parallel. Serum #26, 1-29664, 3-29664, A-27239, B-
27239, pos pool 030926 and neg pool 030926 were used. HRP conjugated mAb
268:29 lot #030318 was used. 20 x conc PBST with 0.042% PVP was used.

PBST with PVP (ELISA 040301)

PBST buffer 20x concentrated was diluted 1/20 and a final concentration of
0.042% PVP was added. This buffer was tested in parallel with PBST tablets
(already containing PVP) and 20x conc PBST buffer diluted 1/20. The buffers were
used in all steps, i.e. in the sample and conjugate dilution buffer as well as in the
washing buffer.

Serum #26, E1, 1-29664, 3-29664, A-27239, B-27239 and gris 13 were used. HRP
conjugated mAb 268:29 lot #030318 was used. As conjugate buffer CDS-C with
swine serum was used.

4.4. Results

Verification of prototype

The results show that all 25 previously positive sera also scored positive in the
verification batch. Two out of the 25 previously negative sera scored positive.

CDS-C buffer with normal horse serum

<=
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The buffer containing normal horse serum showed similar results as the one with

swine sera.

The reading of the lyophilized HRP conjugated mAb decreased at the most 0.4 OD
when compared to the freshly prepared conjugate. This drop was noticed in both
batches of lyophilized conjugate. It is not affecting the test performance as the

calculated P! values corresponded well regardless of obtained OD values.

PBST with PVP

The results show that 20x concentrated PBST solution diluted 1/20 with addition of
0.042% PVP gave similar results as the PBST tablets wh.ile 20x conc PBST diluted
1/20 without the PVP showed false negative results.

4.5. Discussion

The verification of the prototype (plate batch 040107) was performed by testing 50
sera previously used when developing the prototype. The verification study
showed a 100% agreement with the positive sera while 2 of the 25 negative sera
scored positive in the verified batch. The “false” negative results are acceptable as
the major importance of this test is to detect positive samples. It has also not been

proven that the results from the previous testing are indeed true.

It was found that PBST containing 0.042% PVP showed similar results as using
the PBST tablets (that contains PVP). The future kits will therefore contain this
buffer, A stability study of the PBST 20x conc with PVP has to be performed to
ensure the validity of the kits.

EXAMPLE 5

5.1 Introduction and Objectives

Detection of serum antibodies against Lawsonia intracellularis so far is done by
the use of IFA tests (1), These tests rely on an individual and highly subjective
judgment in interpretation of results. Recently a sandwich blocking ELISA was

S
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developed using highly specific monoclonal antibodies against L. intracellularis.
The data from this test can be measured and evaluated on an objective basis,
which improves reproducibility, repeatability and comparative analyses. In this
study first comparative data to the IFA test are presented, demonstrating the

suitability and performance of the new test.

5.2 Material and Methods

L. intracellularis antigen grown on a McCoy cell culture and captured by a specific
monoclonal antibody on microtiter plates was used to detect antibodies against L.
intracellularis in porcine serum samples. Sera were tested in a 1 to 10 dilution.
After 1 h of incubation at 37 °C plates were washed with PBS Tween solution,
horseradish-peroxidase labeled monoclonal antibody (different to the capture
antibody) was added. The plates were incubated for an additional hour at 37 °C.
Unbound antibodies were removed by washing. After incubation with TMB
substrate for 10 min at room temperature the reaction was stopped by adding a
stop solution. The OD4so Was read in a photometer for each well. Results were
calculated as percent inhibition of controls without serum.

301 field sera, tested in' a validated IFA test (2) for antibodies against L.
intracellularis, were used to evaluate the new ELISA. In addition cross-sectional
samples (10 samples each from 9 age groups) from two farms with known lleitis
and one farm with suspected lleitis were used to demonstrate the diagnostic value
of the ELISA in comparison to the IFA.

5.3 Results

Many negative sera resulted in negative inhibition values. Therefore the lowest
measured value was set to 0 and all other values were related to this. These data
are declared as “relative ELISA values”.

Results from the 301 field sera are summarized in Figure 2. The ELISA clearly
discriminates between negative (mean relative ELISA value 36) and positive sera
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(mean relative ELISA value 89). Majority of the samples that scored doubtful in the
IFA were positive in the ELISA.
Results from the cross-sectional screenings in the 3 farms are shown in Figure 3.

Both tests clearly detect antibodies against L. intracellularis in the 3 farms.

5.4 Discussion

In comparison to the IFA test resuits the ELISA provides a higher sensitivity. In
some groups of the 3 tested farms the result from the ELISA is much more
unambiguous than in the IFA test, that gave a lot of questionable results, due to
unspecific fluorescence. The serological profiles in the 3 herds corresponded well
to previously published data from European herds (3,4). The increase of ELISA
values between the group of 10 and 16 weeks old pigs in comparison to the IFA
test results indicate, that sera with relative ELISA values greater 55 can be judged
as positive.

This new test could help to improve diagnosis of lleitis in routine samples. The
new blocking lleitis ELISA provides a tool for fast and sensitive screening of large

amounts of samples on an objective basis.
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EXAMPLE 6

6.1 Introduction and Objectives

Specific diagnosis of lleitis so far is done by the use of IFA tests for antibody
detection (1,2) or PCR (3,4), histological and immuno-staining methods (2,5,6) for
antigen detection in feces or intestinal tissue samples. All these methods have
specific disadvantages concerning specificity, contamination risk or workload and
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are not suitable for routine herd screenings on a large scale. So most diagnostic
tests are done only for few pigs from a herd. By the use of a recently developed
blocking ELISA serological testing becomes easier, more reliable and suitable for
herd profiling. Cross-sectional screenings of 22 farms in Germany were performed

to demonstrate the diagnostic performance of the new test.

6.2 Material and Methods

Cross-sectional samples from twenty-two German farms were tested in the ELISA.
From gilts, sows and pigs 4, 7, 10, 13, 16, 20 and 24 weeks of age samples were
taken on each farm (10 samples in each age group). The ELISA was done as
described in example 5.

6.3 Results

In Figure 4 the mean relative ELISA values from all 22 farms are summarized.
Sera from gilts and sows are highly reactive in the ELISA, whereas results from
flatdeck piglets of 4 to 10 weeks of age are low. In the fatteners ELISA values

increase from 13 to 24 weeks.

In Figure 5 mean relative ELISA values are correlated with the clinical symptoms
in the farms. The farms No. 5, 6 and 15 had no clinical enteric problems at the
time of sampling. In farm No. 3 piglets from 4 to 13 weeks had enteric problems,
that were diagnosed as E. coli diarrhea. In farm No. 18 prior serological tests
indicated the presence of Lawsonia intracellularis in the farm without clinical
symptoms. In the farms No. 1, 2, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 19, 21 and 22 lleitis was
diagnosed before sampling for this study. The farms No. 4, 13, 14, 16 and 20
report enteric problems in growers and fatteners, farms No. 4 and 13 with clinical
suspected lleitis. In farm No. 17 no clinical signs of diarrhea are observed, but
antibiotics are used in growers and at the beginning of fattening.

©
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6.4 Discussion

The summarized seroprofile from the 22 farms shows high reactivity in sows and
gilts and rising antibody reaction starting at 13 weeks up to 24 weeks. These
findings are in agreement with serological data published so far for lleitis (7,8,9).
Pigs from the farms without diarrhea (No. 5, 6, 15 and 18) and the farm with E. coli
diarrhea (No. 3) showed no significant seroconversion in the ELISA. In the farms
with known lleitis (No. 1, 2, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 19, 21 and 22) a clear
seroconversion can be detected between week 7 and 13.

Interestingly the samples from most of the sow and gilt groups are highly reactive
in the ELISA, although most of these pigs have no apparent enteric problems. This
might be due to a subclinical infection with Lawsonia intracellularis. Results from
farm No. 17 seem to indicate a subclinical lleitis.

The new ELISA according to the invention provides a powerful tool for serological
diagnosis of lleitis suitable for routine testing of large sample sizes and cross-

sectional herd screenings.
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CLAIMS:
1. Method for the diagnosis of pre-clinical or clinical Lawsonia intracellularis
infection, comprising the following steps:
a) a liquid sample is taken from a mammal
b) the specific binding of such liquid sample to L. infracellularis is detected
c) the result obtained is compared with a control.
2. Method according to claim 1, wherein such method is an immune test.

3. Method according to claim 1 or 2, wherein such method is an ELISA.

4. Method according to any one of claim 1 to 3, wherein such method is a blocking
ELISA.

5. Method according to any one of claim 1 to 4, wherein one or several monoclonal
antibodies selected from the group consiting of:
antibody 301:39, antibody 287:6, antibody 268:29, antibody 110:9, antibody
113:2 and antibody 268:18 are used.
6. Hybridoma cell line ECACC Accession No. 04092204 secreting antibody 110:9
7. Hybridoma cell line ECACC Accession No. 04092201 secreting antibody 113:2
8. Hybridoma cell line ECACC Accession No. 04092202 secreting antibody 268:18

9. Hybridoma cell line ECACC Accession No. 04092206 secreting antibody 268:29

10. Hybridoma cell line ECACC Accession No. 04092203 secreting antibody 287:3

PCT/EP2005/006781 %
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METODO DE DIAGNOSTICO DE LAWSONIA INTRACELLULARIS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de la salud animal y en particular a
Lawsonia intracellularis. En particular, la invencion se refiere a un método de
diagnostico de infeccion por Lawsonia intracellularis y a un estuche de ensayo de
diagnostico usando anticuerpos especificos de Lawsonia intracellularis. La invencion
también se refiere al uso del método o del estuche de ensayo para diagnosticar
infecciones por Lawsonia intracellularis.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

L. intracellularis, el agente causante de enteropatia proliferativa porcina
(“EPP”), afecta practicamente a todos los animales, incluyendo: seres humanos,
conejos, hurones, hamsters, zorro, caballos y otros animales tan diversos como
avestruces y emus. L. intracellularis es una causa particularmente grande de pérdidas
en manadas de animales de la especie porcina en Europa asi como en los Estados
Unidos

Una caracteristica coherente de la EPP es- la presencia de bacilos
intracitoplasmaticos curvados, no ligados a membrana",ﬁ dentro de enterocitos en las

porciones del intestino afectadas. Las bacterias asociadas con EPP se han referido

~ como “organismos de tipo Campylobacter.” S. McOrist et al., Vet. Pathol., Vol. 26,

260-264 (1.989). Se han identificado posteriormente las bacterias causantes como un
género y una especie taxondmicos, nuevos, denominados en nuestro idioma simbionte
ileal (siglas inglesas: IS) intracellular. (C. Gebhart et al., Intl. J. of Systemic
Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-538 (1.993). Mas recientemente, se ha dado a estas
nuevas bacterias el nombre taxonémico Lawsonia (L.) intracellularis S. McOrist et al.,
Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45, No. 4, 820-825 (1.995). Se han usado estos
tres nombres, de manera intercambiable, para referirse al mismo organismo como se
identifica y se describe ademas en la presente memoria.

L. intracellularis es una bacteria intracelular obligatoria que no puede ser
cultivada por métodos bacteriologicos normales en medios convencionales, exentos de
células, y se ha pensado que para crecer precisa células epiteliales unidas. S. McOrist
et al., Infection and Immunity, Vol. 61, No. 19, 4.286-4.292 (1.993) y G. Lawson et al.,
J. of Clinical Microbiology, Vol. 31, No. 5, 1.136-1.142 (1.993) discuten el cultivo de L.

intracellularis usando monocapas de células epiteliales intestinales de rata IEC-18 en
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matraces convencionales para el cultivo de tejidos. Ademas, H. Stills, Infection and
Immunity, Vol. 59, No. 9, 3.227-3.236 (1.991) discute usar monocapas de células
intestinales embriénicas humanas Intestine 407 y monocapas de células de
adenocarcinoma colonico de conejillo de Indias GPC-16, en matraces convencionales
para el cultivo de tejidos.

En particular, se puede cultivar L. intracellularis por métodos conocidos en la
técnica, preferiblemente, de acuerdo con las patentes de EE.UU. Nos. 5.714.375 y
5.885.823. Por ejemplo, se pueden inocular primero células de cultivo con un inéculo
que comprenda bacterias L. intracellularis de manera que se infecten las células con
las bacterias. Se pueden usar numerosas lineas celulares en la practica de la
invencion, incluyendo, pero no limitandose a, células epiteliales intestinales de rata
IEC-18 (ATCC 1589), células de carcinoma epidermoide humano HEp-2 (ATCC 23),
células (no especificadas) de ratén McCoys (ATCC 1696), células de rifidn de mono
verde y bufalo BGMK (Biowhittaker #71-176) y células epiteliales intestinales de
animales de la especie porcina. Las células de cultivo preferidas son células HEp-2,
McCoys o IEC-18.

Si se usan células de cultivo, previamente a que se inoculen, las células
pueden estar en la forma de una monocapa. Para formar una monocapa, se pueden
sembrar las células en matraces convencionales. Cada matraz se siembra
generalmente con, entre aproximadamente 1x1 0° células y aproximadamente 10x10°
células por matraz o frasco rotativo de 25, 75, 150, 850 cm, mezclado con medio de
crecimiento. El medio de crecimiento puede ser cualquier medio para cultivo celular
que incluya una fuente de nitrogeno, factores de crecimiento necesarios para las
células de cultivo elegidas y una fuente de carbono tal como glucosa o lactosa. El
medio de cultivo preferido es DMEM enriquecido con F 12 de Ham con suero bovino
fetal al 1-5%, aunque se pueden usar otros medios de cultivo comercialmente
disponibles, con buenos resultados

El cultivo exitoso de L. intracellularis se incrementa manteniendo las células de
cultivo en un estado de crecimiento constante. Por lo tanto, la monocapa de células
de cultivo deberia estar, en el momento de la inoculacién, a confluencia de
aproximadamente 20 por ciento a aproximadamente 50 por ciento. Preferiblemente,
las células deberian estar a confluencia de aproximadamente 30 por ciento a
aproximadamente 40 por ciento, en el momento de la inoculacion, lo mas

preferiblemente a confluencia de aproximadamente 30 por ciento.
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Alternativamente, las células, previamente a que se inoculen, se pueden
cultivar en suspension, como se infradescribio. Preferiblemente, primero se cultivan
las células a confluencia del 100% en la forma de una monocapa en un sistema de tipo
adherente, por ejemplo, un sistema de frascos rotativos y después se transfieren a 3-
3.000 litros y se cultivan en suspension

El in6culo puede ser un cultivo de L. intracellularis obtenido a partir de animal
de la especie porcina u otros animales, infectados.

E! inéculo puede ser un homogeneizado intestinal preparado raspando la
mucosa del ileon de un animal de la especie porcina u otro animal, infectado con EPP.
Cuando se prepara un homogenizado intestinal, los cortes del ileon seleccionados
para el cultivo deberian mostrar lesiones graves,' con gran engrosamiento del intestino.
A causa de la naturaleza fragil de las bacterias, las muestras deberian ser
conservadas con preferencia a -70°C lo mas rapidamente posible tras la necropsia.
Un antibidtico al que es resistente L. intracellularis tal como Vancomicina, Amfotericina
B o miembros del grupo aminoglicésido de los antibioticos, incluyendo Gentamicina y
Neomicina, por nombrar algunos, se afiade preferiblemente al indculo para suprimir la
contaminacién de las bacterias al tiempo que se permite el crecimiento de L.
intracellularis. Tanto si el inoculo es un cultivo puro como un homogenizado intestinal,
la inoculacion de las células de cultivo se puede llevar a cabo por diversas tecnicas
conocidas en la materia, dadas las explicaciones en la presente memoria.

Después se incuban las bacterias y/o las células de cultivo inoculadas, bajo
una concentracion disminuida de O, disuelto. A concentraciones de oxigeno disuelto
por encima de 10%, el crecimiento de L. intracellularis es inferior al optimo y
eventualmente se produce el cese del crecimiento a concentraciones de oxigeno fuera
de este intervalo. Preferiblemente, las bacterias y/o las células de cultivo inoculadas
se incuban en una concentracion de 'oxigeno disuelto en el intervalo de
aproximadamente 0% a aproximadamente 10%. Mas preferiblemente, las bacterias
y/o las células se incuban en una concentracion de oxigeno en el intervalo de
aproximadamente 0% a aproximadamente 8%, siendo lo mas preferido con una
concentracién de oxigeno de aproximadamente 0% a aproximadamente 3,0%.

También es importante para el crecimiento apropiado de L. intracellularis una
concentracion apropiada de dioxido de carbono. A concentraciones de diéxido de
carbono superiores a 0% e inferiores a 4%, se produce un crecimiento que no es el

éptimo, y eventualmente se produce el cese del crecimiento a concentraciones de
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didéxido de carbono fuera de este intervalo. Preferiblemente, la concentracion de
diéxido de carbono esta en el intervalo de aproximadamente 6% a aproximadamente
10%, siendo lo mas preferido con una concentracion de didxido de carbono de
aproximadamente 8,8%.

Ademas, las células se incuban preferiblemente a una concentracion de
hidrogeno en el intervalo de aproximadamente 73% a aproximadamente 96%. Se
puede usar nitrégeno en lugar de parte o todo el hidrégeno presente. Lo mas
preferiblemente, las células se incuban en aproximadamente 0 a aproximadamente
8,0% de O,, aproximadamente 8,8% de CO, y aproximadamente 83,2% de H,.

Se pueden incubar las células inoculadas en un incubador de doble gas u otras
camaras de gases que contengan las concentraciones apropiadas de hidvr()geno,
oxigeno y dioxido de carbono y que permitan que se suspendan las células durante la
incubacion. La camara deberia comprender un medio para mantener en suspension
las células inoculadas y un detector de gases y una fuente de suministro para
suministrar y mantener las concentraciones apropiadas de gases. La temperatura de
incubacién deberia estar en el intervalo de 30°C a aproximadamente 45°C y es mas
preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 36°C a aproximadamente 38°C.
Lo mas preferiblemente, la temperatura es aproximadamente 37°C. El equipo
necesario para el cultivo y la atenuacion esta facilmente disponible para aquéllos o los
expertos comunes en la materia, dadas las explicaciones en la presente memoria. Un
ejemplo de equipo adecuado para llevar a cabo la presente invencion es un incubador
de doble gas, por ejemplo, el modelo 480 (Lab-Line, Melrose Park, IL) junto con
frascos giratorios para mantener en suspension las células. El equipo preferido en el
momento presente comprende: un fermentador, un biorreabtor, una placa de agitacion
o un agitador rotatorio conteniendo medio de cultivo y capaz de mantener en
suspensién las células de cultivo por burbujeo de gas de la concentracion apropiada u
otros medios de agitacién mecénica y controlando continuamente los niveles de O,
disuelto en el medio de cultivo. New Brunswick, Braun y otras'compaﬁias hacen
fermentadores y biorreactores adecuados para este fin.

Manteniendo las células inoculadas en un estado suspendido durante la
incubacién, se consigue el maximo crecimiento de las células y por lo tanto de L.
intracellularis aumentando cada exposicion individual de las células a medio de
crecimiento y la mezcla apropiada de hidrégeno, oxigeno y diéxido de carbono. Las

células de cultivo se pueden agitar y mantener en suspension por una variedad de
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métodos conocidos en la materia incluyendo, por ejemplo, matraces para cultivo,
frascos rotativos, cultivos de membrana, biobolsas, sistemas de biorreactor WAVE™ y
frascos giratorios. Se pueden mantener en suspension las células durante la
incubacion, incubando las células en un matraz giratorio dentro de un incubador de
doble gas o aparato similar. La terminologia “matraz giratorio”, como se usa en la
presente memoria, quiere decir un matraz u otro envase que emplee paletas, hélice u
otros medios para agitar el cultivo y mantener en suspension las células contenidas en
el mismo.

Alternativamente, las células inoculadas se incuban hasta que las células
alcanzan confluencia y después las células se ponen en un matraz giratorio que
contiehe medio de crecimiento y se incuban en un incubador de doble gas mientras
gira el matraz. Preferiblemente, las células inoculadas se raspan o tripsinizan y se
hacen pasar al matraz giratorio. Esto se puede llevar a cabo mediante diversos
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo usando un rascador de células para
desprenderlas. Una vez que las células se introducen en el matraz giratorio, la paleta
del matraz giratorio se rota tipicamente en el intervalo de aproximadamente 3 (30) a
aproximadamente 6 rad/s (60 rpm) sobre una placa de agitacion magnética para
mantener en suspension las células infectadas.

Una porcion de las L. intracellularis cultivadas se hace pasar después a cultivo
fresco para aumentar la produccion de bacterias L. intracellularis. La terminologia
“hacer pasar” o las variaciones de la misma en la presente memoria quieren decir el
procedimiento de transferir una porcion de las L. intracellularis cultivadas a células de
cultivo fresco para infectar las células frescas con la bacteria. La terminologia “fresco”,
como se usa en la presente memoria, quiere decir células que aun no se han infectado
por L. intracellularis. Preferiblemente tales células no tienen de media mas de
aproximadamente un dia.

El pase de L. intracellularis en cultivos en suspension se puede llevar a cabo
retirando una porcion del cultivo original y afadiéndolo a un matraz nuevo que
contenga células de cultivo frescas. Si el cultivo original tiene un alto numero de
bacterias/ml, por ejemplo, mayor que aproximadamente 10* bacterias/ml, es preferible
afiadir entre aproximadamente 1 y 10% (volumen a volumen) de cultivo del matraz
infectado a un nueve matraz que contenga células frescas. Esto se hace
preferiblemente cuando estan infectadas el 50-100% de las células. Si estan

infectadas menos de 50% de las células, el pase se lleva a cabo preferiblemente
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dividiendo el cultivo 1:2 en un nuevo matraz y aumentando a escala el volumen
mediante la adicion de medio de cultivo fresco. En cualquier caso, no son necesarias
lisis celulares ni otras etapas, o que contrasta directamente con el pase de cultivos en
monocapa, tal como se realizaba en la técnica anterior.

Después de suficiente crecimiento de las células de cultivo y posterior infeccion
por L. intracellularis, como se determina por marcado de anticuerpo fluorescente
indirecto (IFA, por sus siglas en inglés), TCIDs, u otro método comparable, al menos
una porcién de las bacterias L. intracellularis cultivadas se recoge después. La etapa
de recoleccion se puede llevar a cabo separando las bacterias de la suspension
mediante diversas técnicas conocidas por los especialistas con una pericia ordinaria
en la técnica, dadas las explicaciones en la presente memoria. Preferiblemente, las
bacterias L. intraceliularis se recogen centrifugando el contenido de toda la suspension
o de una porcion de la misma, para sedimentar las células del cultivo, volviendo a
suspender los sedimentos de células resultantes y produciendo la lisis de las células
infectadas. Tipicamente, al menos una porcion del contenido se centrifuga a
aproximadamente 3.000xg durante aproximadamente 20 minutos para sedimentar las
células y las bacterias. El sedimento se puede después volver a suspender en, por
ejemplo, una solucion de sacarosa-fosfato-glutamato (SFG) y se hace pasar
aproximadamente 20 veces por una aguja de calibre 25 para producir la lisis de las
células. Si se desea purificacion adicional, se pueden centrifugar las muestras a
aproximadamente 145xg durante aproximadamente cinco minutos para retirar ndacleos
y particulas celulares. Después se puede centrifugar el sobrenadante a
aproximadamente 3.000xg durante aproximadamente veinte minutos y volver a
suspender el sedimento resultante en un diluyente apropiado, tal como SFG con suero
fetal bovino (para preparar las bacterias recogidas adecuadas para liofilizacion,
congelacién o uso como inoculante) o medio de crecimiento (para preparar las
bacterias recogidas mas adecuadas para pase a células frescas).

Como se menciond previamente, se incrementa el crecimiento eficaz de L.
intracellularis para la produccién a gran escala manteniendo las células del tejido
creciendo activamente. Usar cultivos de suspension facilta enormente el
mantenimiento de las células creciendo activamente y permite la expansion continua
del cultivo y el aumento de escala. Usar un fermentador y entre aproximadamente Oy
3% de O, disuelto como se explicé anteriormente, permite el crecimiento de hasta 10°

bacterias/ml.
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Cuando se usan células de McCoys o IEC-18, es preferible afadir: gelatina,
agarosa, colageno, acrilamida o perlas de silice tales como microvehiculos porosos
Cuiltisphere-G (HyClone Laboratories, Logan Utah), junto con el medio de crecimiento.
Sin embargo, las células HEp-2 y otras no requieren microvehiculos de acuerdo con
los meétodos usados en la presente memoria.

Para fines de mantenimiento de cultivos, con cultivos de HEp-2, se retira
preferiblemente 25% a 50% del cultivo y se reemplaza con medio de cultivo fresco a
intervalos semanales. Para cultivos celulares con microvehiculos o perlas, se retira
preferiblemente 25% a 50% del cultivo y se reemplaza con medio de cultivo fresco 1-2
veces por semana. Para fines de aumento de escala, se puede afadir al cultivo un
25% a 50% adicional de medio de cultivo o medio de cultivo con microvehiculos.

Dependiendo de la velocidad a la que liegan a estar infectadas las células de
cultivo, el pase a céluias frescas tiene lugar generalmente entre aproximadamente
cada 2 y aproximadamente 7 dias. Asumiendo que las células de cultivo llegan a estar
infectadas al menos el 70% dentro de 2 a 7 dias, el pase tiene lugar preferiblemente
entre aproximadamente cada 5y 7 dias.

El diagnéstico de antigeno de L. intracellularis se lleva a cabo hoy en dia
usando inmunofluorescencia directa y PCR. El diagnostico de anticuerpos especificos
para L. intracellularis se lleva a cabo hoy en dia usando inmunofluorescencia. Estos
métodos son laboriosos y exigen mucho tiempo y no son adecuados para
investigaciones a gran escala.

E! diagnostico eficaz de EPP también ha estado impedido por el tiempo
requerido para cultivar las bacterias causantes. Como resultado de la presente
invencion, ahora es posible el desarrollo de herramientas de diagnéstico que fomenten
analisis rapidos y precisos para la presencia de L. intracellularis en muestras
biolbgicas tomadas de animal de la especie porcina y de otros animales susceptibles
de EPP.

Por lo tanto, el problema técnico que subraya la presente invencion es
proporcionar métodos mejorados para el diagnostico de enfermedad por L.
Intracellularis.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de la salud animal y en particular a
Lawsonia intracellularis. En particular, la invencion se refiere a un meétodo de

diagnoéstico de infeccién por Lawsonia intracellularis y a un estuche de ensayo de
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diagnéstico usando anticuerpos especificos de Lawsonia intracellularis. La invencién
también se refiere al uso del método o del estuche de ensayo para diagnosticar
infecciones por Lawsonia intracellularis.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Fig. 1: Resultados de ELISA de Blogueo de acuerdo con la invencién

Fig. 2: Resultados de sueros del campo 301 comparado en {FA y ELISA.

Fig. 3: Resultados de investigaciones de ELISA de bloqueo - cortes
transversales de ileitis en 3 granjas.

Fig. 4: Resultados de ELISA de ileitis - 22 granjas alemanas

Fig. 5: Correlacién-de resultados de ELISA con sintomas clinicos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones de terminologias usadas en la descripcion:

Antes de las realizaciones de la presente invencion, se debe observar que
como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "una" y "el", "la", incluyen una referencia plural, a no ser que en el
contexto se dicte claramente de otro modo. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a
“una bacteria" incluye una pluralidad de tales bacterias, la referencia a la "célula” es
una referencia a una o mas células y equivalentes de la misma conocidos por los
expertos en la materia, etcétera. A no ser que se defina de otro modo, todas las
terminologias técnicas y cientificas usadas en la presente memoria, tienen los mismos
significados que los que entiende generalmente un experto ordinario en la técnica a la
que pertenece esta invencion. Aunque se puede usar en la practica o someter a
ensayo de la presente invencion, cualquier método y material similar o equivalente a
los descritos en la presente memoria, los métodos, los diépositivos y los materiales
preferidos se describen a continuacién. Todas las publicaciones mencionadas en la
presente memoria se incorporan en la presente memoria como referencia con el fin de
describir y exponer las lineas celulares, los vectores y las metodologias segun se
resefian en las publicaciones que podian usarse en relacion con la invencién. Nada en
la presente memoria debe ser interpretado como una admisién de que la invencion no
tiene derecho a ser un precedente de tal descripcion en virtud de la invencion anterior.

Como se usa en la presente memoria, la terminologia “L. intracellularis” quiere
decir las bacterias gramnegativas curvadas, intracelulares, descritas en detalle por C.
Gebhart et al., Intl. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-538 (1.993) y S.
McOrist et al., Intl. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45, No. 4, 820-825 (1.995), cada

Lo
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uno de los cuales se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad;
la bacteria causante que puede ser obtenida de animal de la especie porcina u otros
animales, infectados con EPP de todo el mundo, dado el conocimiento en la técnica y
las explicaciones en la presente memoria; y variantes o mutantes de cualquiera de las
bacterias anteriores, obtenidas bien espontaneamente o artificialmente y ADN, ARN y
proteinas de bacterias especificas para L. intracellularis, incluyendo proteinas
expresadas en vectores o después de aplicacion in vivo y también fragmentos o
derivados antigénicos de L. intracellularis. Esta terminologia también incluye aislados
adaptados y aislados atenuados, como se define a continuacion.

Como se usa en la presente memoria, la terminologia ‘aislado adaptado’ quiere
decir cualquier aislado de L. intracellularis que se prepare de acuerdo con las técnicas
de cultivo y de pase en cultivo celular u cualquier otra técnica para replicar L.
intracellularis para fines de preparaciéon de antigeno.

Como se usa en la presente memoria, la terminologia “aislado atenuado”
quiere decir cualquier aislado de L. intracellularis que se prepare de acuerdo con las
técnicas de cultivo y de pase explicadas en la presente memoria para conseguir
avirulencia al tiempo que se mantengan propiedades inmunogénicas cuando se
administre a un animal huésped.

Como se usa en la presente memoria, la terminologia “cultivo a gran escala”
quiere decir un nivel de cultivo de L. intracellularis mayor que aproximadamente 2,0 a
3,0 litros e incluye la produccién sobre una escala de 100 litros o mas. “Cuitivo” como
se usa en la presente memoria, quiere decir el procedimiento de fomentar el
crecimiento, la reproduccion y/o la proliferacion de L. intracellutaris.

Descripcion de la invencion

La solucién al problema técnico anterior se consigue por la descripcion y las
realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar un método de diagnostico
de infeccion preclinica o clinica por L. intracellularis. Ademas, se detectara una
respuesta inmunitaria a L. intracellularis y se tiene que proporcionar una herramienta
para epidemiologia de L. intracellularis.

Este objetivo se ha conseguido de acuerdo con la presente invencion dentro
del alcance de la memoria descriptiva y las reivindicaciones por medio de un metodo

de diagnéstico de infeccién preclinica o clinica por L. intracellularis.
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La invencion se refiere a la deteccion de anticuerpos contra L. intracellularis y a
la deteccion de L. intracellularis misma. Tales anticuerpos incluyen cualquier tipo de
anticuerpo conocido por los expertos, en particular inmunoglobulinas de los subtipos:
IgA, IgA soluble, igM, 1gG (IgG1, 1gG2a, IgG2b, igG3) y también IgD, IgE.

Para detectar anticuerpos especificos para L. intracellularis, de acuerdo con la
invencion, el método se basa en el hecho de que:

a) se toma una muestra liquida de un mamifero

b) se detecta la union especifica de tal muestra liquida a antigeno de L.

intracellularis

c) se compara el resultado obtenido con un control.

Como se definié anteriormente, L. intracellularis también incluye fragmentos o
derivados antigénicos de L. intracellularis, que se pueden usar en un método como
anteriormente.

Similarmente, de acuerdo con la invencién, para detectar L. intracellularis, el
meétodo de acuerdo con la invencidn es como sigue:

el método se basa en el hecho de que:

a) se toma una muestra liquida de un mamifero

b) se detecta la union especifica de tal muestra liquida a anticuerpos de L.

intracellularis

c) se compara el resultado obtenido con un control.

La muestra liquida puede incluir fluidos corporales incluyendo muestras de:
saliva, sudor, orina, sangre, secreciones, excreciones u otros fluidos corporales
conocidos por el experto en el campo. En una realizacién preferida, la muestra liquida
se recoge usando bien un envase de recogida (para orina u otro liquido), una
jeringaftubo de recogida (para sangre) o algun tipo de hisopo de recogida (para saliva,
sudor, etc.) Preferiblemente, si la muestra en la etapa a) es sangre, suero o plasma se
aisla de esta muestra de sangre y se lleva a cabo la etapa b) con suero o plasma en
vez de la muestra liquida. Con posterioridad, se lleva a cabo la etapa c) como
anteriormente.

En una realizacion preferida, el método es un inmunoandlisis. En un
inmunoanalisis se usan anticuerpos monocionales o antisueros policlonales
especificos a L. intracellularis. Los inmunoandlisis de acuerdo con la invencién
incluyen los métodos de deteccion conocidos en la materia tales como el ensayo

ELISA (inmunoanalisis ligado a enzimas) o el denominado ensayo ELISA de tipo
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sandwich, dot-blots, inmunotransferencias, pruebas radioinmunoldgicas
(radioinmunoanalisis RIA), ensayo de Ouchterlony basado en difusién o
fluoroinmunoanalisis de cohete. Otros inmunoanalisis son el ensayo de anticuerpos
inmunofluorescentes indirecto o directo (“IFA, por sus siglas en inglés”). Otro
inmunoandlisis es el denominado inmunotransferencia (también conocido como
procedimiento de transferencia de Western o inmunotransferencia). El fin de la
inmunotransferencia es transferir proteinas o polipéptidos aparte por electroforesis de
gel de poliacrilamida sobre un filtro de nitrocelulosa u otro vehiculo adecuado y al
mismo tiempo retener las posiciones relativas de las proteinas o polipéptidos
obtenidos a partir de la electroforesis de gel. La inmunotransferencia se incuba
después con un anticuerpo que se une especificamente a la proteina o al polipéptido
en consideracion. Estos métodos de deteccion se pueden usar por el experto medio
para llevar a cabo la invencion descrita en la presente memoria. Las referencias
bibliograficas en que el experto puede encontrar los métodos mencionados
anteriormente y otros métodos de deteccién, se enumeran como sigue: An Introduction
fo Radioimmunoassay and Related Techniques, Elsevier Science Publishers,
Amsterdam, Paises Bajos (1.986); Bullock et al., Techniques in Immunocytochemistry,
Academic Press, Orlando, FL Vol. 1 (1.982), Vol. 2 (1.983), Vol. 3 (1.985); Tijssen,
Practice and Theory of Enzyme Immunoassays: Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, Paises
Bajos (1.985). Las tecnologias de circuitos integrados de proteinas sélidas y fluidas o
tecnologias de micromatriz que usan reactivos marcados o no marcados son
inmunoanalisis adicionales de acuerdo con la invencién. Tal ensayo se describe
ampliamente por ejemplo por Kozak KR, et al., Identification of biomarkers for ovarian
cancer using strong anion-exchange ProteinChips: potential use in diagnosis and
prognosis..Proc Natl Acad Sci EE.UU. 2.003 Oct 14;100(21):12.343-8 (2.003) o por
Fulton, R.J., et al., Advanced multiplexed analysis with the FlowMetrixTM system.
Clinical Chemistry 43 (9), 1.749-1.756 (1.997).

La invencidon ademas se refiere a un estuche de ensayo de diagnostico para
detectar infeccién por L. intracellularis que contiene todos los elementos requeridos
para llevar a cabo un método de diagndstico de infeccion por L. intracellularis
preclinica o clinica, como se describe en la presente memoria.

La invencion ademas se refiere, en particular, a un estuche de ensayo de

diagnostico que contiene anticuerpos especificos para L. intracellularis.
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La invencion ademas se refiere, en particular, a un estuche de ensayo de
diagnostico, caracterizado por que los anticuerpos de acuerdo con la invencion son
policlonales.

La invencion ademas se refiere, en particular, a un estuche de ensayo de
diagndstico, caracterizado por que los anticuerpos de acuerdo con la invencién son
monocionales.

Un estuche de ensayo de diagnostico es una coleccion de todos los
componentes para un método de diagnostico de acuerdo con la invencion. Algunos

ejemplos (no una lista exhaustiva) de otros elementos para llevar a cabo un

procedimiento de acuerdo con la invencién incluyen envases tales como placas de 96

pozos o placas de microtitulo, tubos de ensayo, otros envases, superficies y
substratos, adecuados, membranas tales como filtro de nitrocelulosa, reactivos de
lavado y amortiguadores. Un estuche de ensayo de diagndstico también puede
contener reactivos que pueden detectar anticuerpos ligados tales como por ejemplo
anticuerpos secundarios marcados, croméforos, enzimas (por ejemplo, conjugadas
con anticuerpos) y los substratos de los mismos u otras sustancias que sean capaces
de unir anticuerpos.

Las bacterias L. intracellularis se describen en la presente memoria o se
conocen en la técnica o los componentes procedentes de tales bacterias, se pueden
usar como antigeno en un ELISA u otro inmunoanalisis, tal como un ensayo de
anticuerpos inmunofluorescentes (“IFA”), para detectar anticuerpos para L.
intracellularis en el suero y otros fluidos corporales de animales que se sospecha que
estan infectados con las bacterias. El inmunoanalisis preferido en el momento
presente es un IFA, como se describe en el ejemplo a continuacion. Alternativamente,
las bacterias de la invencion inmediata se pueden usar en un ensayo de
inmunotransferencia.

El protocolo de fa Inmunotransferencia preferida es como sigue:

1. Hacer antigeno sobre SDS-PAGE al 12% y transferir a membrana de

nitrocelulosa.

Poner membrana en amortiguador de bloqueo durante 2 horas.

Retirar amortiguador de bloqueo y enjuagar con PBS durante 1 minuto.
Diluir suero en amortiguador de bloqueo y afiadir a membrana. Incubar
durante 2 horas a temperatura ambiente.

5. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado (5 minutos para cada lavado).
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6. Diluir un anticuerpo especifico de anti-L.intracellularis conjugado,
preferiblemente un anticuerpo monoclonal, en amortiguador de bloqueo y
anadir a membrana. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

7. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado.

8. Anadir substrato durante 10 minutos o hasta que tenga lugar bandeo
intenso.

9. Enjuagar con PBS.

10. Secar al aire y conservar en la oscuridad.

El conjugado unido al anticuerpo podia ser por ejemplo una enzima, tal como
una peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés) o fosfatasa alcalina (FA).
Alternativamente, un croméforo 6 cualquier otra substancia detectable que se pueda
cuantificar en presencia de un substrato, se puede usar como conjugado.

El inmunoanalisis mas preferido de acuerdo con la invencion es un ELISA.

Lo mas- preferiblemente, tal ELISA es un ELISA de tipo sandwich (= ELISA de
captura). Tal ELISA es mas especifico, ya que detecta con dos anticuerpos especificos
a dos diferentes epitopos sobre el mismo antigeno. En un ELISA de tipo sandwich, se
recubren los anticuerpos no marcados en las placas de microtitulo. La L. intracellularis
como antigeno se afade con posterioridad. Después de una etapa de lavado, el
antigeno de L. intracellularis ligado se detecta con un segundo anticuerpo especifico
de L. intracellularis marcado, reactivo con un diferente epitopo sobre L. intracellularis.

Un procedimiento de recubrimiento ejemplar es como sigue:

Las placas se recubren con anticuerpo no marcado, por ejemplo, en sacarosa
al 10%/Suero Normal de Caballo al 10% en ddH,O y se incuban con antigeno de
Lawsonia intracellularis. Las placas se secan después y se sellan y se conservan a
37°C. Alternativamente, se conservan las placas recubiertas de anticuerpo y se afade
el antigeno cuando se realiza el ELISA.

Un protocolo ELISA preferido de acuerdo con la invencién es como sigue (uso
de placas recubiertas de anticuerpo):

1. Afadir 0,1 ml/pozo de antigeno diluido en amortiguador de recubrimiento.

Incubar durante 18 horas a 4°C.

2. Lavar 3 veces con PBS.

3. Adadir 0,25 ml de amortiguador de bloqueo a cada pozo de la placa.
Incubar 1 a 2 horas a 37°C.

4. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado.

>
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Diluir suero en amortiguador de bloqueo y afiadir 0,1 ml a los primeros
pozos de la placa. Hacer series de diluciones 1:2 de un lado a otro de la
placa. Incubar durante 1 hora a 37.

Lavar 3 a 5 veces con amortiguador de lavado.

Diluir un anticuerpo especifico de anti-L.intracellularis conjugado,
preferiblemente un anticuerpo monoclonal, en amortiguador de bloqueo y
afadir 0,1 ml a pozos de la placa e incubar durante 1 hora a 37°C.

Lavar 3 a 5 veces con amortiguador de lavado.

Anadir substrato.

Medir la absorbancia de luz con un espectrofotometro.

Se usan los pozos en que no se afnadi6 antigeno como muestras para
ensayo en blanco.

También se deberia usar suero de animal de la especie porcina de control,

positivo y negativo, con cada ensayo.

Un ELISA preferido se lleva a cabo como sigue:

Las placas se recubren con anticuerpo no marcado, por ejemplo, en sacarosa

al 10%/Suero Normal de Caballo al 10% en ddH,O y se incuban con antigeno de

Lawsonia intracellularis. Las placas se secan después y se sellan y se conservan a

37°C.

U

9.

Afadir 90 pl de amortiguador a cada pozo.

Afadir 10 pl de suero en pozos seleccionados.

Incubar la placa durante 1 hora a 37C.

Lavar la placa 3 veces con PBST.

ARadir anticuerpo especifico de anti-L.intracellularis conjugado de HRP,
preferiblemente un anticuerpo monoclonal diluido en CDS-C+NaCl 0,5M,
100pI /pozo.

Incubar la placa durante 1 hora a 37C.

Lavar la placa 3 veces con PBST.

Afadir substrato, 100 pl/pozo e incubar a temperatura ambiente durante 10
minutos.

Afadir 50 i interrupcion/pozo.

10. Leer la placa a 450 nm en un espectrofotometro.
El protocolo ELISA de tipo sandwich mas preferido de acuerdo con la invencién

€s como sigue:
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1. Afadir 0,1 ml/pozo de mAb diluido en amortiguador de recubrimiento.

Incubar durante 18 horas a 4°C.

Lavar 3 veces con PBS.

Afadir 0,1 mi/pozo de antigeno diluido en amortiguador a cada pozo de la
placa. Incubar 1 a 2 horas a 37°C.

4. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado y/o afiadir directamente 0,25 ml
de amortiguador de bloqueo a cada pozo de la placa. Incubar 1 a 2 horas
a37°C.

5. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado.

Diluir suero en amortiguador de bloqueo y afadir 0,1 ml a los primeros
pozos de la placa. Hacer series de diluciones 1:2 de un lado a otro de la
placa. Incubar durante 1 hora a 37.

Lavar 3 a 5 veces con amortiguador de lavado.

Diluir  anticuerpo  especifico de anti-L.intracellularis  conjugado,
preferiblemente un anticuerpo monoclonal en amortiguador de blogueo y
anadir 0,1 ml a pozos de la placa e incubar durante 1 hora a 37°C.

9. Lavar 3 a 5 veces con amortiguador de lavado.

10. Anadir substrato.

11. Medir la absorbancia de luz con un espectrofotometro.

12. Se usan los pozos en que no se anadid antigeno como muestras para
ensayo en blanco.

13. También se deberia usar suero de animal de la especie porcina de control,
positivo y negativo, con cada ensayo.

El antigeno como se usa en la presente memoria es L. intracellularis, como se
definié anteriormente. mAb se refiere a un anticuerpo monoclonal especifico para L.
intracellularis. Preferiblemente, tal anticuerpo es un anticuerpo como se describe a
continuacion.

Sorprendentemente, los anticuerpos relevantes se generaron para que se
usaran en el ELISA de acuerdo con la invencion. Los anticuerpos tienen los siguientes
nameros de referencia: 301:39, 287:6, 268:29, 110:9, 113:2 y 268:18. Todos los
anticuerpos son especificos para antigenos de bacterias L. intracellularis.
Preferiblemente como anticuerpos de captura en un ELISA de tipo sandwich son:
110:9, 113:2 6 287:6 y como anticuerpos conjugados 268:18, 268:29 6 287:6. Como

anticuerpo de captura el mas preferido es el anticuerpo 110:9 y como anticuerpo
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conjugado es el anticuerpo 268:29.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién se producen por células de
hibridoma. Dichas células de hibridoma de acuerdo con la invencion, estan
depositadas en el Centre for Applied Microbiology and Research (CAMR) y European
Collection of Cell Cultures (ECACC)‘, Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, Reino Unido,
como deposito de patentes de acuerdo con el Tratado de Budapest. La fecha de
deposito fue 11 de mayo de 2.004. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 110:9 se
deposita con éxito bajo ECACC Reg. No. 04092204. LINEA CELULAR DE
HIBRIDOMA 113:2 se deposita con éxito bajo ECACC Reg. No. 04092201. LINEA
CELULAR DE HIBRIDOMA 268:18 se deposita con éxito bajo ECACC Reg. No.
04092202. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 268:29 se deposita con éxito bajo
ECACC Reg. No. 04092206. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 287:6 se deposita con
éxito bajo ECACC Reg. No. 04092203. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 301:39 se
deposita con éxito bajo ECACC Reg. No. 04092205.

La presente invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejempilos,
que se proporcionan sélo con fines ilustrativos y no deben ser considerados limitantes.
Por supuesto, otras variantes de la invencion seran faciimente evidentes para un
experto en la materia.

Todas las publicaciones y patentes citadas en la presente memoria se
incorporan por referencia en su totalidad.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

1.0 Material

Linea celular de hibridoma anti-Lawsonia: 372:13, 113:2, 268:18, 287:6, 110:9,
268:29, 301:39.

Equipo y medios de cultivo para cultivo de células de hibridoma.

Equipo y amortiguadores para la purificacién y la conjugacion de HRP de
anticuerpos (mAb) monoclonales. |

Equipo y soluciones para ELISA

Antigeno de Lawsonia SF 1289 N343 12/20/00

Sueros  positivos de  Lawsonia: lote#052902cerdo#26  (infectado
experimentalmente),

lote#052902cerdo#69 (vacunar)
sueros negativos de Lawsonia: p 25,8#273 Dia 52 6-30-95,

R
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116705
1.1 Métodos
La preparacion de los anticuerpos monoclonales se llevo a cabo de acuerdo
con procedimientos de operacion clasicos en Svanova Biotech.
1.1.1 Cultivo de células de hibridoma y preparacién de anticuerpos
monoclonales conjugados de HRP
» Para asegurar las lineas celulares de hibridoma se prepararon 15 viales de
cada linea celular y se conservaron a —135°C.
e Se descongel6 un vial de cada linea celular de hibridoma y las células se
cultivaron en matraces para cultivo de células.
» Se purificaron 500 ml a 1.000 m! de sobrenadante de cada linea celular y se
conjugaron a peroxidasa de rabano.
1.1.2 ELISA de Bloqueo
Se ensay6 en el mADb purificado y conjugado de HRP su capacidad para que se
bloguee por sueros de cerdo de Lawsonia positivos en ELISA.
¢ La placa de ELISA se recubri6 con antigeno de Lawsonia en una dilucion de
1/200, 100 pl/pozo
e Los sueros de cerdo se diluyeron 1/10, 100 pl/pozo
o Se diluy6 el mAb conjugado de HRP y se afiadi6, 100 pl/pozo.
Los resultados se expresan como Porcentaje de inhibicion (Pl) de acuerdo con
la siguiente férmula:
Pl =1 - (muestra OD / mAb OD) x 100.
1.2 Resultados
1.2.1 Cultivo de células de hibridoma y preparacion de anticuerpos
monoclonales conjugados de HRP
e Todos los mAb menos uno se purificaron con éxito y se conjugaron de HRP.
Tuvieron buena capacidad de produccién.
¢« mAb 372:13 tuvo una capacidad de produccion deficiente. Este mAb no se
conjugd con éxito a HRP y por lo tanto no se ensay6 en el ELISA de
bloqueo.
1.2.2 ELISA de Bloqueo
o Se usaron dos sueros positivos (#26, #69) y dos negativos (25,8#273,
116705) en los experimentos.

e Los sueros (#26) infectados experimentalmente inhibieron los seis mAb

P
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conjugados de HRP, pero en niveles diferentes. Los sueros de un cerdo

vacunado inhibieron el mAb en mucha menor medida.

» Los sueros negativos no mostraron inhibicion o muy baja.

Los resultados se presentan en la tabla a continuacioén y en la Fig. 1.

mAb
Suero 301:39 110:9
#26 exp
+ 57
#vac 69
+ 18
25,8#273
- 7
116705
- -7

1.3 Discusion

45

23

268 :29 287:6

78

52

27

-24

74

43

20

-13

113:2

42

45

14

18

268 :18

72

25

21

-19

Los resultados de este estudio muestran claramente que uno o mas de los

anticuerpos monoclonales ensayados son adecuados para un ensayo ELISA de

bloqueo contra Lawsonia intracellularis. Los mAb 268:29, 287:6 y 268:18 muestran la

distincion mas clara entre los sueros positivo y negativo, es decir, son fuertes

candidatos en el desarrolio del ELISA de blogueo.

EJEMPLO 2

2.0 Sumario

Desarrollo y establecimiento de un prototipo de b-ELISA de tipo sandwich para

la deteccién de anticuerpos para Lawsonia intracellularis:

Después del calculo de la sensibilidad y la especificidad usando analisis de

inmunofluorescencia IFA como patrén de oro se pudo concluir lo siguiente:

e Capturar mAb 110:9 da una clara distincion entre muestras positivas y

negativas.

e La deteccién de mAb 268:29 HRP da una clara distincién entre sueros

positivo y negativo, que muestra una sensibilidad y especificidad de 100%.

e Se recomienda que el prototipo sea como sigue:
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mAb 110:9 como mAb de captura, recubierto en tiras C-8 de maxi-sorc de
Nunc

Antigeno (Ag): Cultivo de Lawsonia intracellularis (preferiblemente el
material concentrado producido en R&D a Bl)

Muestras de suero diluidas 1/10 en NaCl 0,5M/PBST. Incubacion durante 1
hora a 37C.

mAb conjugado de HRP 268:29, liofilizado en amortiguador CDS-C que
contenia NaCl 0,5M. Incubacion durante 1 hora a 37C.

Substrato K-Blue Max, incubacion durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

solucion de interrupcion de Svanova

2.1 Material y métodos

Se llevo a cabo el ELISA de acuerdo con el siguiente procedimiento:
2.1.0 Procedimiento ELISA

Afadir 90 pi de amortiguador a todos los pozos.

Afadir 10 ul de suero a los pozos seleccionados.

Incubar la placa durante 1 hora a 37C.

Lavar la placa ’3 veces con PBST

Afadir mAb conjugado de HRP diluido en CDS-C+NaCl 0,5M, 100 pl /pozo.
Incubar la placa durante 1 hora a 37C.

Lavar la placa 3 veces con PBST.

Afadir substrato, 100 pl/pozo e incubar a temperatura ambiente durante 10

minutos.

Afadir 50 ul interrupcién/pozo

Leer la placa a 450 nm en un espectrofotometro.

Los resultados se presentaron como 1- valores OD o 2- valores Pl (porcentaje
de inhibicién) es decir 100 — OD muestra/ OD mAb x 100.

2.1.1 Ensayo 1 (ELISA 030922, 030923 x2)

Maxitiras C-8 recubiertas con mAb 110:9, 113:2, 301:39, 287:6, 268:29, 300
ng/pozo. Bloqueo de tiras con 10% de 2251HAS(suero normal de caballo), sacarosa al

10% /UHP H,0. 150 pl/pozo, incubados durante 30 segundos a temperatura ambiente.
Ag # 030619 diluido 1/10 en PBST, 100 pl/pozo, 3 horas de incubacion en 4C.
Tiras secadas en 37C durante 3 horas. Conservadas en 4C.
Sueros: IFA pos: #26, #69. IFA neg: #6, C1, D1, E1. Diluido 1/10 en NaCl



10

15

20

25

30

20
P01-1729-PCT ?(%

0,5M/PBST

Conjugado: 268:18, 113:2, 301:39110:9, 287:6, 268:29 HRP diluido en NaCl
0,5M/PBST.

Todo el mAb de captura se ensay6 frente a todo el mAb conjugado de HRP
salvo frente a si mismo.

2.1.2 Ensayo 2 (ELISA 030924)

Tiras recubiertas con 110:9, 113:2 y 287:6 de acuerdo con el ensayo 1 anterior.

Sueros: IFA pos: #26, #69. |FA neg: #6, C1, D1, E1. Diluido 1/10 en NaCl
0,5M/PBST

mAb conjugado de HRP 268:18, 268:29, 287:6 diluido en NaCl 0,5M/CDS-C
(amortiguador clasico para liofilizacién de conjugados como Svanova en la
produccion).

2.1.3 Ensayo 3 (ELISA 030925)

Tiras recubiertas con 110:9, 113:2 y 287:6 de acuerdo con el ensayo 1 anterior.

Sueros: se ensayaron 24 sueros (10 IFA pos, 10 IFA neg y 4 dudosos).
Diluciéon: 1/10 en NaCl 0,5M/PBST.

Conjugado: 268:18 HRP diluido en NaCl 0,5M/CDS-C.

2.1.4 Ensayo 4 (ELISA 030930, 031002, 031008)

Tiras recubiertas con 110:9 de acuerdo con el ensayo 1 anterior.

Sueros: 21 IFA positivo y 69 IFA negativo. Dilucién: 1/10 en NaCl 0,5M/PBST

Conjugado: 268:18 conjugado con HRP y 268:29 conjugado con HRP diluido
en NaCl 0,5M/CDS-C.

2.2 Resultados

2.2.1 Ensayo 1 (ELISA 030922, 030923 x2)

. Los mAb de captura 110:9, 113:2 y 287:6 con los conjugados 268:18 y 268:29
y 287:6 parece que son los mejores candidatos para el b-ELISA de tipo sandwich ya
que estas combinaciones mostraron la mejor capacidad de blogueo en los sueros
positivos. Los sueros N° #6 obtuvieron positivo en la mayoria de los ensayos. Esto se
sospeché debido a que este suero también obtuvo positivo en el prototipo b-ELISA
desarrollado previamente.

2.2.2 Ensayo 2 (ELISA 030924)

Este ensayo se llevo a cabo principalmente para asegurar que se podia usar el
amortiguador patron usado para liofilizar el conjugado. Los resultados muestran que el

bloqueo se consiguié con los sueros positivos. El mejor bloqueo se encontrd con la
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deteccion de mAb 268:18 6 268:29.

2.2.3 Ensayo 3 (ELISA 030925)

Se encontrd que el mAb de captura 110:9 era la mejor eleccion ya que daba la

diferenciacién mas clara entre muestras positivas y negativas.

2.2.4 Ensayo 4 (ELISA 030930, 031002. 031008)

Se pueden encontrar valores de OD y P! obtenidos en el apéndice 5. Cuando

se representan graficamente los valores OD frente a los resultados IFA el mAb 268:29
conjugado de HRP da la distincion méas clara entre muestras positivas y negativas con
una sensibilidad y especificidad del 100 %. mAb 268:18 también da una sensibilidad y
especificidad de 100% pero el area entre muestras positivas y negativas es ligera.
Cuando se representan graficamente los valores Pl, el mAb 268:18 da una sensibilidad
de 95,7 y una especificidad de 100% a corte 20,9 mientras que el mAb 268:29 da tanto
una sensibilidad como una especificidad de 100% a corte 28,6.

2.3. Discusién

Después del calculo de la sensibilidad y la especificidad frente al analisis de

inmunofluorescencia IFA, se puede concluir lo siguiente:

e mAb 110:9 de captura es la mejor eleccién ya que da una distincion clara
entre muestras positivas y negativas.

o Deteccion de mAb 268:29 conjugado con HRP es la mejor eleccion ya que
da una distincion clara entre sueros positivos y negativos con una
sensibilidad y una especificidad del 100%.

Se recomienda que el prototipo sea como sigue:

e mAb 110:9 como mAb de captura, recubierto en tiras C-8 de maxi-sorc Nunc

e Ag: Cultivo de Lawsonia intracellularis (preferiblemente el material
concentrado producido en R&D a Bl)

e Muestras de suero diluidas 1/10 en NaCl 0,5 M/PBST. Incubacion durante 1
hora a 37C.

e mAb 268:29 conjugado de HRP, liofiizado en amortiguador CDS-C que
contenia NaCl 0,5M. Incubacién durante 1 hora a 37C.

e Substrato K-Blue Max, incubacién durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

o solucion de interrupcion de Svanova

74
g
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EJEMPLO 3

3.1 Resumen

Los estudios de estabilidad acelerada realizados indican que la placa de ELISA
capturada por antigeno de Lawsonia intracellularis tiene una estabilidad de al menos
un afo y que el conjugado 268:29 de HRP a- Lawsonia tiene una estabilidad de 6 a 12
meses en una forma liofilizada.

3.2 Introduccion

Para estimar la estabilidad de los componentes de un futuro estuche de ELISA
de Lawsonia intracellularis se tienen que llevar a cabo ensayos de estabilidad
acelerada. El componente que se tiene que ensayar se conserva a 37C durante 4
semanas y se ensaya después en el ELISA en comparacién con un componente
conservado a 4C. La estabilidad de 4 semanas en 37C indica un tiempo de durabilidad
de aproximadamente 12 meses. Este informe describe estudios de estabilidad
acelerada realizados sobre placa ELISA capturada de antigeno y en el conjugado de
HRP.

3.3 Materiales y métodos

Estabilidad acelerada sobre placas (ELISA 031024)

Las placas se recubrieron con mAb 110:9 de Lawsonia blogueado con
sacarosa al 10%/suero normal de caballo al 10% en ddH.O y se incubaron con
antigeno de Lawsonia. Las placas se secaron y se sellaron y se pusieron a +37°C. Se
tomaron placas de 1, 2, 3 y 4 semanas, de +37C, y conservadas en un refrigerador.
Las placas también se almacenaron en +4C durante el periodo de ensayo completo
como referencia.

Se usaron sueros positivos #26, #69 y #06 y negativos C2, D1 y E2 para
comprobar la realizacion del ELISA de tipo sandwich.

Se us6 mAb 268:29 conjugado de HRP lote #030120.

Estabilidad acelerada sobre conjugado liofilizado (ELISA 031027)

Se diluyé 1/1.000 mAb 268:29 conjugado de HRP, lote #030120, en
amortiguador CDS-C distribuido en frascos de vidrio y liofilizado de acuerdo con
procedimientos clasicos. Se conservaron cuatro frascos liofilizados a +37C durante 1,
2, 3 y 4 semanas. También se conservaron frascos a 4C. Se ensayaron los diferentes
frascos en el ELISA de tipo sandwich. Se us6é como suero positivo #26 y se usaron
como suero negativo 030926. Se encontré que una dilucién de 1/1.000 del anticuerpo

conjugado (“dilucién de conjugado”) daba valores OD demasiado altos en el ensayo. El
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anticuerpo conjugado se valord por lo tanto en la placa para obtener una sefal
correcta para el ensayo.

3.4. Resultados

Estabilidad acelerada sobre placas

Se vio una gran caida en los valores OD después de 1 semana comparado
con el valor OD de las tiras mantenidas a +40C. No se vieron grandes diferencias
cuando se comparé la semana 1 a 4. Cuando se miran los valores Pl no se encontrd
nada significativo entre la semana 1 a 4 y +4°C.

Estabilidad acelerada sobre conjugado liofilizado

A una “dilucion de conjugado” de 1/8.000 el suero # 26 mostré una disminucion
de 0,547 a 0,398 despué’s'de' 4 semanas y el suero 030926 cay6 de 1,654 a 0,99
después del periodo de 4 semanas.

3.5. Discusion

Los estudios de estabilidad acelerada llevados a cabo indican que la placa
ELISA de Lawsonia intracellularis tiene una estabilidad de al menos un afo. El
anticuerpo 268:29 conjugado de HRP de anti-Lawsonia mostré una disminucién del
40% en el valor OD frente a los sueros negativos y después de 4 semanas. Esto podia
indicar alguna inestabilidad del conjugado. Cuando se calcula en los valores OD una
disminucién del 40% de una senal a la media de 1,5 y el valor OD de 0,9 después de 1
ano que esta aun dentro de los criterios de aceptacion.

EJEMPLO 4

4.1 Resumen

Se llevé a cabo la verificacion del prototipo (lote de placa 040107) ensayando
50 sueros usados previamente cuando se desarrollé el prototipo. El estudio de
verificacion mostré un acuerdo del 100% con los sueros positivos mientras 2 de los 25
sueros negativos obtuvieron positivo en el lote verificado.

Se encontrd que se podia usar suero normal de caballo en el amortiguador de
CDS-C en vez de sueros de animal de la especie porcina que es el caso hoy en dia.

Se encontr6 que PBST que contenia PVP al 0,042% mostraba resuitados
similares que usando los comprimidos de PBST (que contenian PVP).

4.2 Introduccion

Para verificar el prototipo ELISA de tipo sandwich se tiene que ensayar un gran
numero de sueros en un lote de placa producido a gran escala. El estudio se realiz6

sobre el lote de placa 040107 que se ensay6 examinando 50 muestras de suero que
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previamente se habian usado para desarrollar el prototipo.

Se us6 amortiguador CDS-C como conservante cuando se estaba liofilizando el
conjugado de HRP. Este amortiguador contiene sueros de animal de la especie
porcina. Como puede ser problematico en el futuro encontrar sueros negativos de
Lawsonia para que se usen en el amortiguador de CDS-C se tiene que ensayar una
alternativa. En este estudio se ensayaron suero normal de caballo y suero bovino fetal.

La mayoria del trabajo de laboratorio en este ELISA se ha llevado a cabo con
comprimidos de PBST. Se ha visto que el PBST conc.20x que esta incluido en
estuches Svanovir no se puede usar puesto que el ensayo no diferenciara
correctamente entonces entre muestras positivas y.negativas. Cuando se comparan
las recetas de los comprimidos y el PBST conc. 20x se encontré que todos los
componentes eran el mismo salvo PVP al 0,042% (polivinilpirrolidona K25) que se
incluyé en los comprimidos como un factor de estabilizacién. Los experimentos
mostraron que cuando se afadia el PVP al PBST 20x se conseguian los mismos
resultados que con los comprimidos.

4.3 Materiales y métodos

Verificacion de prototipo (ELISA 040312)

50 sueros (recibidos de Bioscreen) ensayados previamente en el ELISA
prototipo se ensayaron en el lote # 040107 de placa de gran escala. Se usé
amortiguador de PBST conc 20x con PVP al 0,042%. Se us6 lote 040308 de
conjugado liofilizado.

Amortiguador CDS-C con suero normal de caballo

Ensayo ELISA 040203

El amortiguador de CDS-C se preparé con; 1- suero de animal de la especie
porcina (como en TJ4/05F), 2- con suero normal de caballo y 3- con suero bovino fetal.
Los amortiguadores se ensayaron como amortiguador conjugado en el ELISA. Los
sueros ensayados fueron gris 2, 4, 13 y 17, 1-29664, 3-20664, A-27239, B-27239, #26
y C2. Se us6 mAb conjugado de HRP 268:29 lote #030318. Se usé PBST conc 20 x
con PVP al 0,042%.

Ensayo ELISA 040311

Se ha usado suero normal de caballo que contenia amortiguador CDS-C para
preparar conjugado liofilizado en dos ocasiones (040211, 040308). Se preparo el
conjugado para obtener una dilucion final de 1/20k, 1/25k y 1/30k. Se ensayd
conjugado recién preparado en paralelo. Se usaron los sueros: #26, 1-29664, 3-29664,
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A-27239, B-27239, conjunto pos 030926 y conjunto negativo 030926. Se us6 mAb
conjugado de HRP, 268:29, lote #030318. Se usé PBST conc 20 x con PVP al
0,042%.

PBST con PVP (ELISA 040301)

Amortiguador PBST concentrado 20x se diluyd 1/20 y se afiadié una
concentracion final de PVP al 0,042%. Se ensay6 este amortiguador en paralelo con
comprimidos de PBST (que ya contenian PVP) y amortiguador PBST conc 20x diluido
1/20. Se usaron los amortiguadores en todas las etapas, es decir en el amortiguador
de la muestra y de dilucién del conjugado asi como en el amortiguador de lavado.

Se usaron los sueros: #26, E1, 1-29664, 3-29664, A-27239, B-27239 y gris 13.
Se us6 mAb 268:29 conjugado de HRP, ’lote. #630318. Se us6 como amdrtiguador
CDS-C conjugado con suero de animal de la especie porcina.

4.4. Resultados

Verificacion de prototipo

Los resultados muestran que todos los 25 sueros previamente positivos
también obtenian positivo en el lote de verificacion. Dos de los 25 sueros previamente
negativos obtuvieron positivo.

Amortiguador CDS-C con suero normal de caballo

El amortiguador que contenia suero normal de caballo mostré resultados
similares al de con sueros de animal de la especie porcina.

La lectura del mAb conjugado de HRP liofilizado disminuy6 a lo sumo 0,4 OD
cuando se compara con el conjugado recién preparado. Esta caida se observo en
ambos lotes de conjugado liofilizado. No esta afectando a la realizacion del ensayo ya

que los valores de PI calculados correspondian bien sin tener en cuenta los valores de

OD obtenidos.

PBST con PVP

Los resultados muestran que solucion de PBST concentrada 20x, diluida 1/20
con adicion de PVP al 0,042% daba resultados similares que los comprimidos de
PBST mientras PBST conc 20x diluido 1/20 sin el PVP mostraba resultados falsos
negativos.

4.5. Discusion

Se llevo a cabo la verificacién del prototipo (lote de placa 040107) ensayando
50 sueros usados previamente cuando se desarrollé el prototipo. El estudio de

verificacién mostré un acuerdo del 100% con los sueros positivos mientras 2 de los 25

!
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sueros negativos obtuvieron positivo en el lote verificado. Los resultados “falsos”
negativos son aceptables ya que la mayor importancia de este ensayo es detectar
muestras positivas. No se ha demostrado tampoco que los resultados del ensayo
previo sean por supuesto verdaderos.

Se encontr6 que PBST que contenia PVP al 0,042% mostraba resultados
similares que usando los comprimidos de PBST (que contienen PVP). Los estuches
futuros contendran por lo tanto este amortiguador. Se tiene que llevar a cabo un
estudio de estabilidad del PBST conc 20x con PVP para asegurar la validez de los
estuches.

EJEMPLO 5

5.1 Introduccion y Objetivos

La deteccion de anticuerpos de suero frente a Lawsonia intracellularis se hace
hasta ahora por el uso de ensayos IFA (1). Estos ensayos confian en un criterio
individual y altamente subjetivo en la interpretacion de resultados. Recientemente se
desarrollé un ELISA de bloqueo de tipo sandwich usando anticuerpos monoclonales
altamente especificos frente a L. intracellularis. Los datos de este ensayo se pueden
medir y evaluar sobre una base objetiva, que mejora la reproducibilidad, repetitividad y
analisis comparativos. En este estudio se presentan los primeros datos comparativos
al ensayo IFA, demostrando la idoneidad y realizacién del nuevo ensayo.

5.2 Material y Métodos

Se us6 el antigeno de L. intracellufaris crecido en un cultivo de células McCoy
y capturado por un anticuerpo monoclonal especifico en placas de microtitulo, para
detectar anticuerpos frente a L. intracellularis en muestras de suero porcino. Se
ensayaron sueros en una dilucion 1 a 10. Después de 1 hora de incubacion a 37 °C se
lavaron placas con solucién de PBS y Tween, se afadi6 anticuerpo monoclonal
marcado de peroxidasa de rabano (diferente al anticuerpo de captura). Las placas se
incubaron durante una hora adicional a 37 °C. Se retiraron anticuerpos no ligados por
lavado. Después de incubacién con substrato TMB, durante 10 min., a temperatura
ambiente, se detuvo la reaccion anadiendo una solucion de interrupcion. Se leyo el
OD.s, en un fotdmetro para cada pozo. Se calcularon los resultados como porcentaje
de inhibicién de controles sin suero. Se usaron sueros de campo 301, ensayados en
un ensayo (2) IFA validado para anticuerpos frente a L. intracellularis, para evaluar el
nuevo ELISA. Ademas se usaron muestras de corte transversal (10 muestras cada

una de grupos de edad 9) de dos granjas con ileitis conocida y una granja con ileitis
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sospechada, para demostrar el valor de diagnéstico del ELISA en comparacion con el
IFA.

5.3 Resultados

Muchos sueros negativos dieron como resultado valores de inhibicion
negativos. Por lo tanto, el valor medido mas bajo se fijé a 0 y todos los demas valores
se refirieron a éste. Se declaran estos datos como “valores ELISA relativos”.

Los resultados de los sueros del campo 301 se resumen en la Figura 2. El
ELISA discrimina claramente entre sueros negativos (valor ELISA relativo medio 36) y
positivos (valor ELISA relativo medio 89). La mayoria de las muestras que obtuvieron
dudoso en el IFA fueron positivas en el ELISA. Los resultados de las investigaciones
de cortes transversales en las 3 granjas se muestran en la Figura 3. Ambos ensayos
detectan claramente anticuerpos frente a L. intracellularis en las 3 granjas.

5.4 Discusion

En comparacion con los resultados del ensayo IFA el ELISA proporciona una
sensibilidad mayor. En algunos grupos de las 3 granjas ensayadas el resultado del
ELISA es mucho menos ambiguo que en el ensayo IFA, que da un monton de
resultados cuestionables debido a fluorescencia no especifica. Los perfiles serologicos
en las 3 manadas correspondian bien con datos publicados previamente de manadas
europeas (3,4). El aumento de los valores ELISA entre el grupo de cerdos de 10y 16
semanas en comparacién con los resultados del ensayo IFA indican que los sueros
con valores ELISA relativos mayores de 55 se pueden juzgar como positivos. Este
nuevo ensayo podia ayudar a mejorar el diagnéstico de ileitis en muestras de rutina.
ELISA de ileitis de blogqueo nuevo proporciona una herramienta para investigacion
rapida y sensible de grandes cantidades de muestras sobre una base objetiva.
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EJEMPLO 6

6.1 Introduccion y Objetivos

El diagndstico especifico de ileitis se hace hasta ahora por el uso de ensayos
IFA para deteccion de anticuerpos (1,2) o PCR (3,4), metodos histologicos y de

inmunomarcado (2,5,6) para deteccion de antigeno en muestras de heces o de tejido
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intestinal. Todos estos métodos presentan desventajas especificas que conciernen a
la especificidad, riesgo de contaminacion o carga de trabajo y no son adecuados para
investigaciones de rutina de manadas en una gran escala. Asi la mayoria de los
ensayos de diagnostico se hacen solo para unos cerdos de una manada. Por el uso de
un ELISA de blogueo desarrollado recientemente el ensayo seroldgico se hace mas
facil, mas fiable y adecuado para perfii de manada. Las investigaciones de cortes
transversales de 22 granjas en Alemania se llevaron a cabo para demostrar la
realizaciéon de diagnostico del nuevo ensayo.

6.2 Material y Métodos

Se ensayaron en ELISA muestras de cortes transversales de veintidos granjas
alemanas. Se tomaron muestras de primerizas, cerdas y cerdos de 4, 7, 10, 13, 16, 20
y 24 semanas en cada granja (10 muestras en cada grupo de edad). Se hizo el ELISA
como se describié en el ejemplo 5.

6.3 Resultados

En la Figura 4 se resumen los valores medios relativos de ELISA de las 22
granjas. Sueros de primerizas y cerdas son altamente reactivos en el ELISA, mientras
son bajos los resultados de lechones destetados de 4 a 10 semanas de edad. En los
cebados los valores ELISA aumentan de 13 a 24 semanas.

En la Figura 5 se correlacionan valores medios relativos de ELISA con los
sintomas clinicos en las granjas. Las granjas No. 5, 6 y 15 no tuvieron problemas
entéricos clinicos al tiempo del muestreo. En la granja No. 3, lechones de 4 a 13
semanas tuvieron problemas entéricos que se diagnosticaron como diarrea por E. coli.
En la granja No. 18, ensayos serologicos previos indicaron la presencia de Lawsonia
intracellularis en la granja sin sintomas clinicos. En las granjas No. 1, 2,7, 8, 9, 10, 11,
12, 19, 21 y 22 se diagnostico ileitis antes del muestreo para este estudio. Las granjas
No. 4, 13, 14, 16 y 20 indican problemas entéricos en productores y cebadores, en las
granjas No. 4 y 13 se sospecha ileitis clinica. En la granja No. 17 no se observan
sefales clinicas de diarrea pero se usan antibiéticos en productores y en el comienzo
del engorde.

6.4 Discusion

El seroperfil resumido de las 22 granjas muestra alta reactividad en cerdas y
primerizas y aumento de la reaccién de anticuerpos que empieza a las 13 semanas
hasta 24 semanas. Estas observaciones estan de acuerdo con datos serolégicos

publicados hasta ahora para ileitis (7,8,9).
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Los cerdos de las granjas sin diarrea (No. 5, 6, 15 y 18) y la granja con diarrea
por E. coli (No. 3) no mostraron seroconversion significativa en el ELISA. En las
granjas con ileitis conocida (No. 1, 2, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 19, 21 y 22) se puede
detectar una seroconversion clara entre las semanas 7 y 13. Interesantemente, las
muestras de la mayoria de los grupos de cerdas y primerizas son altamente reactivos
en el ELISA, aunque la mayoria de estos cerdos no tenian problemas entéricos
aparentes. Esto podia ser debido a una infeccidn subclinica con Lawsonia
intracellularis. Los resultados de la granja No. 17 parecen indicar una ileitis subclinica.
El nuevo ELISA de acuerdo con la invencion proporciona una herramienta poderosa
para diagnostico serolégico de ileitis adecuado para ensayo de rutina de
investigaciones de manadas de tamafos de muestra grandes y de cortes
transversales.
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REIVINDICACIONES

@ Método para el diagnéstico de infeccion por Lawsonia intracellularis

preclinica o clinica, que comprende las siguientes etapas:

a) se toma una muestra liquida de un mamifero

c) se compara el resultado obtenido con un control.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que tal método es un
inmunoanalisis.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que tal método es un
ELISA.

4. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que tal método es un ELISA de bloqueo.

5. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
que se usa uno o varios anticuerpos monoclonales seleccionados del grupo que
consiste en: anticuerpo 301:39, anticuerpo 287:6, anticuerpo 268:29, anticuerpo 110:9,
anticuerpo 113:2 y anticuerpo 268:18.

Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092204 que segrega \

anticuerpo 110:9

@Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092201 que segrega
anticuerpo 113:2

@Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092202 que segrega
anticuerpo 268:18

@Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092206 que segrega
anticuerpo 268:29

@ Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092203 que segrega
anticuerpo 287:3

61) Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092205 que segrega
anticuer;;o 301:39

12)Estuche de partes que comprende un anticuerpo monocional seleccionado

del grupo de: anticuerpo 301:39, anticuerpo 287:6, anticuerpo 268:29, anticuerpo
110:9, anticuerpo 113:2 y anticuerpo 268:18 y cualquier otro elemento requerido para
realizar un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

(et

b) se detecta la unién especifica de tal muestra liquida a L. intracellularis gt
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METODO DE DIAGNOSTICO DE LAWSONIA INTRACELLULARIS

RESUMEN
La presente invencion se refiere al campo de la salud animal y en particular a
Lawsonia intracellularis. En particular, la invencién se refiere a un método de
diagnéstico de infeccion por Lawsonia intracellularis y a un estuche de ensayo de
diagndstico usando anticuerpos especificos de Lawsonia intracellularis. La invencion
también se refiere al uso del método o del estuche de ensayo para diagnosticar

infecciones por Lawsonia intracellularis.
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Comparacion de resultados IFA y ELISA de bloqueo
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Qb
primerizas cerdas 4s

E:::;??:: granja 1 granja 2 granja 3
primerizas 0/0/9 3/1/6 0/6/4
cerdas 17376 0/0¢410 0/1/9
4s 07278 0/0/10 0/0/10
Ts 0/0/10 0/0/10 0/0/10
10 s 0/0/10 0/0/10 0/0/10
13s 0/0/8 0/0/710 2/3/75
16 s 17079 0/1/9 0/0/10
28s 0/4/4 54372 g/1/9
24 s 0/37/7 2/0/1 7370

Fig. 3
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Resultados ELISA en correlacion con sintomas clinicos
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