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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE 
PCT 

ENTRADA EN FASE NACIONAL 
DE: OSOLICITUD 

IJ Patente de Invenciôn. U Patente de Modelo de Utilidad. 
IJ CapItulo 1. U CapItulo II. 

Nombre: BOEHRINGER INGELH ElM O VETMEDICA GMBH 

SOLICITANTE sociedad constituida 
y 

existente bajo [as IDENTIFICACION 

(71) 
leyes de RepUblica Federal de Alemania. 

C.C. U NIT U 
Qirección: Binger Strasse 173 C.E. U Otro U 

55216 Ingelheim 
Cual  Reptiblica Federal de Alemania 

NUmero  
Domicilio: 55216 Ingelheim 

RepUblica Federal de Alemania  

Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION O Direcciôn: Carrera 4. No. 72-35 C. C. tI NIT 0 
REPRESENTANTE 

Telefono: 347 36 11 
Otro C. E. D U 

o APOD ERADO 
Fax: 211 8650 

Cual  E-mail: clientestcamyp.com.  

Domicilio:Bogota,Colombia. Nümero 438.019 T.P 31.929 

1. Malik MERZA O Flogstavaegen 150 
75272 Uppsala 

INVENTOR (ES) Suecia 
(72) 

PCT (86) 

Solicitud Internacional No. PCT/EP2005/006781 Fecha: 23deiuniode2005 
Publicaciôn Internacional No. WO 2006/012949Al Fecha: 9defebrerode2006 

\ TituIo(54) 
METODODEDIAGNOSTICODELAWSONIAINTRACELLULARIS 

(D Clasificación Internacional (51) G0IN33/68 

Prioridad (33)PalsdeOrigen (32)Fecha (31)NümerodeSolicitud  

’"siII NOD 
EP 24dejuniode2004 04014804.1 
EP 16denoviembrede2004 04027193.4 

Comprobante de pago No.: 06-94.104 Fecha: 11deDiciembrede2006 
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101 Anexos: 

ID-150 

E, 

II Comprobante de pago de la tasa de presentación de la solicitud por $ 463.000.00. 

O Comprobante de pago por reivindicación de prioridad. 

EI Documento que acredita la existencia y representación legal cuando el solicitante sea persona 
u rid ca. 

II Poderes, Si fuere el caso. 

1I Documento de cesiOn del inventor al solicitante o a su causante. 

O Declaraciones. 

II Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripción, reivindicaciones, dibujos) 

LI Traducción de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripciOn, reivindicaciones, 
dibujos) 

O Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA. 

O Traducción del examen preliminar efectuado por la IPEA. 

O De ser el caso, copia del contrato de acceso. 

0 De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorización de uso de conocimientos 
tradicionales de las comunidades indIgenas. 

O De ser el caso, certificado de depOsito del material biológico. 

O Arte final l2xl2 

O De ser el caso, informaciOn sobre otras solicitudes de patente o tItulos obtenidos en el 
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invención 
de esta solicitud. 

II Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS 

12 

FIGURA CARACTERISTICA 

Solicito la concesiÆn de la patente, 

NOMBRE: EMILIO,EERRERO 

FIRMA: - 
C.C. 438.019 de UsaauØn T.P. 31.929 
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-QAVELiEP 
ABOGADQS 
E)lFICO S..KI 

CAPR�PA d’ N-72-3S 

aGOTA, B - COLOMBIA 

REPESENTACION Y PODER 

Für Pa ten te, Modelle, *’aster, Warenzeichen, 
DenstIeistiingsniarken, Hand elsnarnen und 
Jirnbleme. 

Para patentes, modelos y dibujos; mars de fiThnca 
y de servicios; nombres comerciales y enseas. 

VERTRETUNG UND VOLLMACHT 

ICH (wir) Unterzeklmende (r) / Yo (nosotros), abajo firmado (a) 

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH 

wohnhaft in / doniicillado en D-55216 Ingelheim am Rhein 

Federal Republic of Germany 

vor el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 832; 
ONZALO I’ERDOMO, tpa. 831; EMILTO FERRERJ, tpa. 

31929; y LIJZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados 
en In Carrera 46 NO 72-35, Bogota, Colombia, en obedecimiento a 
odispuesto en ci paragrafo 11’ del Artfculo 543 del Código de 
onerdo, el primero como principal y los demas como 

supientes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en 
to  dos los asuntos de propiedad industrial con facultad para 
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o 
extrajudiciales. El primer representante supiente reemplazarÆ al 
principal en caso de ausencia o inipedimento temporal o 
dfinitivo de aquØl. La misma regla se aplicarÆ cuando ci 
segundo representante suplente haya de reemplazar al priniero, 
o el tercero al segundo. En tales casos, el representante 
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos, 
declararÆn su intención de no ejercer la representación 
niediante declaración autenticada por Notario Ptiblico en 
Colombia, o por Notarlo u otro Funcionario Pdbiico, o Consul 
de Colombia, en ci extranjero; y si se tratare de impedimento, 
con ci certificado respectivo. Si aiguno de los nombrados faltare 
delinitivaniente, ci siguiente tomarÆ su lugar. Cuando cesare is 
ausencia o impedimento del representante principal, o de su 
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer In 
representaciOn, en so orden, tino u otros segn ci caso, 
asumiØndola por ci solo hecho de ejercerla, cesando en ese 
momento ci ejercicio de Ia representaciOn por el primero, 
segundo o tercer suplente en an caso. 

AdemÆa, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba 
nombrados, para obtener Is protecciOn de mi (nuestra) 

ropiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo 
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me 
(nos) representen ante cualesquiera entidades opersonas, 
ejerzan o no jurisdicciOn, especialmente ante las del orden 
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi cnnio 
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los 
siguientes asuntos: a) ObtendOn de paterttes de invención, 
modems de utilklad, y diseflos industriales; ci reistro de 
marcas de fM,rica, colectivas, defensivas, de servicto, lemas 
comerciales, nombres comerciales, enseæas, variedades 
vegtales y denominaciones de origen; su renovaciOn, traspaso, 
cambio de nombre o domicilio, cancelaciOn voluntaria; y ci 
registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de 
con’ wtencia deslea I, protección del consumidor, oposkiones u 
observaciones, cancelacidn ad ml nistrativa y judicial, nulidad, 
niedidas cautelares, concesión de licencias, la tutela y en general 
los juicios civiles, penales, administrativos o 
contencioso-admjnjstrativos relacionados con estos derechos; 

A is vuelta _ 

c 

CAVELIER AI3OGAIOS 
wrP0DERE-1l (MINIJTA NO 121.1.4.1.a) 

ernenne(n) hiermit in Ubereinstimmung mit Abs. 1 des 
Artikels 543 des Handelsgesetzbuchcs GERMAN CAVELIER 
(Rechtsanwaltsauswels Nr. 832), GONZALO PERDOMO 
(Rechtsanwaltsausweis Nr. 831), EMILIO FERRERO 
(Rechtsanwaltsausweis Nr. 31929) und LUZ CLEMENCIA DE 
I’AEZ (Rechtsanwaltsausweis Nr. 23555), mit Geschªftssitz in 
BogotÆ/Kolumbien, Cart-era 4’ NO 72-35 zu meinen (unseren) 
l’rozefbevollmachtigten (German CAVELIER zum 
Hauptbevollmhchtigten, die anderen - in der enannten 
Reihenfolge - zu semen Stellvertretern) in alien 
Angelegenheiten, die das Gewerbiiche Eigentum betreffen. Sic 
sin0 befugt, Zustellungen entgegenzunehmen und 
l’rozefThevollmichtigten und au2ergerichtiiche Bevflmachtigte 
zu ernennen. Der erste Stellvertreter hat I-Ierrn GERMAN 
CAVELIER bei dessen Abwesenheit oder im Falle einer 
vorUbergehenden oder endgültigen Verhinderung zu 
vertreten. Dasselbe gilt, wenn der zweite Steilvertreter den 
ersten, oder aber der dritte den zweiten, 7.0 vertreten hat. In 
diesoti Fallen wird der Hauptvertreter, oder gegebenenfalis der 
ct-ste oder zweite Steilvertreter, odor belde, in Form einer durch 
einen Notar On Kolumbien) oder durch elnen Notar oder 
sonstigen Offentlichen Beamten oder Konsul von Kolurnbien 
(iiii Ausland) beglaubigten Erklarung seine Absicht, die 
VertretunF nichi auszuüben, zum Ausdruck bringen. Solite 
elne Verhinderung der Grurid dafür scm, ist die entsorechende 
Besdieinigung beizuftigen. Solite einer der trnarinten 
endgultig ausaclwiden, nimmt der Nachfoigende seine Stelie 
ein. fbi feendigung der Ahweenheit oder Verhinderung des 
Hauptretez oder seines crst9 zweiten Stellvertreters, 

C 
her - je nach Fall die 

TA A - 
entsprerçf .lert retung ohne wetteres 
wk’d.r ubereudutwNtn.l’ tPI .’iiii" Stellvertret-ung gilt als 
snfgi’liol’ov’ 

Auf3erdm �ro DIt  5en wirY den oben genaInten 
Recht5anw.ILIPO die Vo 8i ht d’n Schutz meines (unset-es) 
Geweihlirhi’ti Eigerr,it t I bci I ’nlauteren-t Wettbewerb zu 
erlangen. Zn dieei jt%en wir die genani%ten 

’or samtiichen Stellen oder 
l’crsonq,, - gleiclagiii’t - b diese �:r4chtsprechende Gewaft 
ausüheæ odor nicht, vor ailem vor den Verwaitungsbehörden,  
vor der Verwaitungsgrichtsbarkeit und Gerichten, ais auch vor 
dei Schiedsgerichten und zwar in alien Fragen, die sich auf 
folgende Angelegenheiten heziehen: a) Erlangun von Patenten 
fil r Erfindungen, Gebrauchsmustern, Industriezeichnungen, 
die Eintragung von Warenzeichen, Verbandszeichen, 
De(ensivmarken, Dienstieistungsmarken, Werbeslogans, 
Handelsnamen und Emblernen, Gemüsearten und 

Weiter _.. 



acciunes y proLesos our promovamos o se nos pi-omuevan. I 
para que en Lodos his asuiitos arriba determinados, puedan 
sustituir este mandato, transigir, conclilar, admitir los hechos 
del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los 
actos de agentes oficiosos. 

Perkjiiftsbezeichnungen, .re E’neuerung; Ubertragun 
Anderung des Namens der des. Geschactssi2es, c.h 
freiwilligeit Verzicht und die Eintragung ’-’on Ntitzungslizenie u. 
für  these Rechte; b) XJaen ween Ulilaut ::eth’, Wettbeverh, 
Verbraucherschu tz, Wtdersprüclieii un Einsprüchen, 
verwaltungsrechtlicher und gerichtlicher Lôschun 
Nichtigkeit, einstwei ligen Verfügungen Konzessioneit 
Lizenzen, der "tutela" und ailgemein für zivil-, straf-
verwaltungsrechtlichen und verwaltungsgerichtliche n 
l’rozessen, die mit diesen Rechten in Verbindung stehen und 
die wir betreiben oder die gegen uns anhangig gemachf. 
werden. Wir ermächtigen sie ebenfalls dazu, in allenb ohen 
gcnannten Angeleenheiten eineri Unterbeauftra,eii 
ci nzusetzen, Vergicidie abzusdi lieI3en, zu schuicltten, 
Prozcf3sachvcrhalte anzuerkennen, zurückzutreten,Zu  
quittieren, in Emplang zu nehmen, Verzicht zu erklären  und die 
Rech tsgeschäfte iiicht bevollinächtigter Personen zu 
gene hmigen. 

Geschehen und unterzeichnet am/Dado y firmado hoy 

IngelheiFn am Rhein 

ill/en  

August 2, 1996 

BOEHRINGER IIIGELHEIM VETMEDICA GMBH 
ppa. 

rma 

Reinhold Fleschhut Dr. Dieter Laudien 

Managing Director Director of Corporate Patent Department 
LEGALIZACION BEGLAUBIGIJNG 

Es necesaria la legalización con certificado consular sobre lit Es wird eine Beglauhiun und eine Konsularbescheinigung 
existencia legal de la conlpafiIa, que Øste ejerce su objeto social y darüher benötigt, da 

g 
die Gesellschaft reclitlich besteht, da sic 

que In persona que otorga el poder estui autorizada pal-a cilo. A iltren Ccsellschaftszweck erfüllt  und dal3 die Person, die die 
este efecto les solicitamos que muestren al Consul las pruebas Vollmacht erteilt, dazu rechtllch befugt ist. Zu diesem Zweck 
pie acredilait estus liechos, bitten wir Sle höflich, dem Konsul die entspredteitdeii 

Nachweise vorlegen zu wollen. 

4 

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Seüii los artIculos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co., 
Si el poderdaLite es una sociedad, el Seæor CónsuIdebe certificar que tuvo a La vista Ins pruebas de su 
existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el poder es su representante. 



- UR.tJr.1656 / 96 V 

Umseitige, vor mir gefertigte Namensunterschriften von: 

1. Herrnr Reinhold F I e s c h h u t, Dipl.-Chemiker, wohnhaft 

in 55218 Ingelheim, Am Muhlborn 16, 

2. Herrn Dr. Dieter L a u d I e n, Dipl.-Chemiker, wohnhaft in 

55127 Mainz, Carl-Orff-Stra1e 11, 

- mir vorgesteilt durch die Sekretärin Frau Ingrid May, dienstansässig bel der Firma 

Boehringer Ingeiheim GmbH, die sich durch Vorlage ihres Führerscheines ausgewie-

sen hat - 

beglaubige ich hiermit. 

Aufgrund meiner heutigen Einsicht in das Handeisregister des Amtsgerichts 

Bingen bescheinige ich hiermit: 

Die Firma Boehringer Ingeiheim Vetmedica GmbH mit Sitz in Ingeiheim anijibMff 

wurde am 12. Juni 1978 im Handelsregister unter HR B 1491 eing n und die 
10 

Herren(Br- Reinhold Fleschhut und Dr. Dieter Laudien sind ge nsam zur Vertre-

tung der Gesellschaft berechtigt. 

Weiter bescheinige ich, clag die Gesellschaft ihren n Ingeiheim am Rhein hat. 

Gegenstand des Unternehmens I Entwicklung, die Herstellung und der Ver-

trieb von veterinärmedizinic n Praparaten und anderen Produkten zur Gesunder-

haltung von Tiere 

(COW) HOTAr,O 
, DE E0t,014  HAG ONSTAF. OUT LL 
FCT’CO COUNC E CON FL. ORIGINAL 

Qcr lit 11E 0 A LA VISTA 

In elm am Rhein, den 02. August 1996/hun 
0 

- Notarassessor als amtlich besteilter Vertreter 

s Notarassessors Dr. Peter Wirth als amtlich 

besteiltem Notariatsverweser anstelle von 

Notar Justizrat Prof. Weirich in Ingelheirn 



n b r ’ ti nu 

(iobhr fOrL 3Ie-

(Wet:DMh2) 
KostO. V. 263 7.1951 

BOBI. I S. 861 4 
OM . 

ManZ,dn 

4* 

a 

-9101 - 

Die Ectittie I I vorsletiender tlnterschri ft des NotarassessorS 

Dr Scholl als amtlich besteliter Vetreter des NotarasseSSorS 

Dr. Peter WirUi - Notariatsverweser anstelle des Notars Prof. 

Dr. Weiricti in Ingeiheim und (lie Echtheit des beigedrUckten 

Dienst-sternpets-siegels werden tiierdurch bestätigt. Zugleich 

wird bescheinigt, da1. der Vorgenannte zur Vornatime der Nuts-

handlirng gesetzlicti beftigt war. 

� Mainz, den neunten August neunzehfl-

/ hundertsectisundfleuflZig 
Der Präsident. des Landgerichts 

’7-
Al fkt ( Dr. Itarms NO TDttent)erg, 



CONSUIAI)() GENERAL DE COLOMBIA 

MUNICH 

Nr. 131 

El sucrito Consul General de Colombia 

CERTIFICA: 

Que el seæor(a) Dr. HAS PAUL TUTTENBERG, quiØn 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 estÆ registrada en ci 

Registro Mercantil del Juzgado Municipal 653 de Bingen I Rhein, bajo el nÆmero HR B 

1491 y que estÆ constituida y ejerce su objeto social de conformidad con las Leyes de la 
Repüblica de Alemania. 

Que el seæor Dr. DIETER LAUDIN y el Seæor REINHOLD FLESCHHUT, quien(es) 
firma(n) el 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 

RICARD$ MOSQUERA’MESA 
COnsul General de Colombia 

Derechos para la NaciOn US $ 6.-
Fondo Rotatorio US $ 100.-
Tasa Consular US $ 1,00= DM 1.60= DM 169.60 

- COO NCTAc,O  
- O BOGOTA  

� P flTOCOp CuPdCu’E . � 
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TF<AJ)tJCCT.OI\I OFICIAL No 5446 

de Ut, c:Ior..rnent.o escr:i t.c:  en ç emri ci cu al para su ic:tenti. ficc: iOr 

se sd }. a con ci sell u de Is traduc tora lo rnis’no qt.u- la 

presente.-

(A continuaci6n tie [a reprcsentac:iôn y ci poder" c:on’fcricJo a 

GERMAN C(WEL,IER. tpa. 8321 8ONZALO PERDOMO tpa. 831; EMIL1O 

FEF:RERO tpa 31.929; y L.UZ CLEMENCIA DE PEZ tpa 23555; 

dcru.ici 1 iados en la Carrera 4 No. 7235q Bogota Colombia por la 

DOE[4RrNc3E:R INGEL.HEIM VETMEDICA GMBH dornicil.i.ada en D -5521 

I nsy�1 he] IT, air, hhi p  RFA, a trav6s de sus r epr e’er, Lan t es los Srs. 

Reinhold Fl esc:hhut y Dr.. Dieter Laudien 

L.jc1izcj 

............ 

Cer" ti, f :i.cc: la aLt ’Len Lit..i. cian:l dc las ’f I rmas an tec: eden tes pLiestas ante 

mi por los seores 

1. F:iz..ir’,hoici F 1 e s c h h ii t. Dipi Chem . domic.i. I .iado en 552.1.8 

Inge].heicri m Mühl horn 15 

............ 
OTARJ  

015 00GOT 
OSE4c.i. C,.Cu&e 

2. Dr. Dieter Laud len Di p1 Chim - tiff Adsii 
�O t. QUE 1, 

YISTA 

Cat’-1--Orff’-’Straf3e 11 - 
19 

MEfj 
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present.!do5 por la secretaria sekoraIngrid May, con dornici 110 

comerc: .1 1 on la Boehr.inger Ingel helm GrnbH, qu.ien a SL% vez 3C 

.idcnti. f ,ic:c5 con ’n licencia do conducciOn--

icju 1 monte cerific:o por haber examinado en la fecha ci Regitro 

do Cornerc:.io del Juzqdo Municipal do Bingen: 

Quo la firma hcehringen Vetmedica Ingelheim (3mbH � (Jomici 1 i.da en 

loge 1 heim am Rhein -fue inscrita bjo ci No.. HR B .1.491 ci 12 do 

jun10 do 1978 en ci Rogistro do Comercio del Juzgdo Municipal do 

Bingen y quo los seMoresReinhold Fieschhut y Dr. Dieter L..,dien 

e.tn facultados para reprCsent2r conJuntamente a la sociedad. 

Adomu; cert..i fic-:o quo ci domic:i 1 .10 do la sociedad es Inge 1 he.i.m am 

Rhein. 

El 01)j etu social es ci desar-rol it),, producc:iOn y yenta do 

preparados mdi.co....,eter.inarios y otros productos para la sa hid 

N. 
Iriqoiheim am Rhein, 2 de aqosto do L( tt rECO, A JA  

Fdo, . 1e 

DIC 2On (Hilo y ihiea ruja en relieve:) El notarto 4ip euito 

E: notarlo supiente -- Ingei helm0
 AN 
 helm 

10 

Prof. Dr lJeIric.b 



01 

(dos sellos redoridos en tints del Tribunal Regional de Mainz y er 

ho.j j ta rudj uru’ia 

910 E 1. 

Se certif.ic:a Is autentic:idad de Is firma ant�c:edente del Dr. 

Scholl c:omc:’ rotari Euplente del Dr. Peter Wirth, notarlo sup:tente 

del Prof - Dr. We.iric:h, notario de Ingel heim y Is del sd. lo 

of :ici.a 1 que Is acompafa Igua 1 rnente se certi f.ica que ci 

uencior’ado rotario est.aba fecul tado para real i.z.ar ese acto 

of ic :i a 1 

Mainz, nueve de agosto de mil novec...len tos 

noven ta y se:i. S 

El Fresi.dente del Tribunal Regional 

(E) Fdo firma ilegible 

tflr. Hanns Paul Tüttenberg 

Costas 

Derec:hos de legal iac:ión 
( Va 1 or DII 5.000,-) 
jVl<çst.C) del  26 de Julio 1957 
(3acetas Ofic:iai I Pay 86.1. 
DII 20----
Majnz, 13 de djcjembre de 1995 
Fdo firma ilegible 
Inspector 

(�_�.’ 7’r 
CQM() NOrAP!O 3E)flO otq-

Of RO(,OTA HArO 
coNsi-Ap 

ic IOCou.JA CO, IDE Com liL lIG!’Aj 

19 DIC 2 6 

JUAN MANUL L i 



EN ESF’AFOL,.. L.a ieqiizcc:i.On de is firma antec:edentes por ci. 

Conuiado de Colombiii, crc Murc.ich (Ccrtif.icac.iOr;) bjo ci No. .131 

del 23 de agosto de i.996, y por el M.inisterio de Relaciones 

Exter.iores de Colombia bajo ci No, 205408 del 6 de sept.icmhre de 

1996. 

F’&qJos derechos y Foicdo Rota toric US$ 1.06 

ES TRDUCCION FIEL.. V COMPL.ETA, de la cual se dci a copi.a en loss 

arc:Iüvos de estas oficinas para so confrontación. 

Santf de E’fogc-)-t6, 10 de septi.emt:;r’e de 196  

COMO NOJARIO SEXTO DE SANTAFE DE BOGOTA 
HAGO CO14’STR QUE LA FIRMA DE 

’1 

. C. 
CQINCIDE C  REGISTRADA PQR EL (ELLQS) EN ESTA NO ARIA.. 

16 SET1996 
SANTAFE DE BQGQTA, D.C. �41 

Jum ma I 

urioiena-o i 
\\ 

’-I 

r...................................... . -. 
COMO N(y!i.Ro SE)tO O’L CIflCL8.O ’ 

DE 80G014, IAOO CO TAR O LA 

FOTOCO OcCcO C EL OrnGINa( 

OUt HE TENID) A ySSTA 

2006 

JLN M 
NOW.P.10 
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1ELEAX :(57) III 2355650 

CABLES CAVELEVES 

TLx 415479 

CAVELIER 
A BOGA DO S 

E:DIFICIO SISI’U 

CARRERA 44, No 72-35 

BOGOTA 8, COLOMBIA 

Sefior Jefe de la 

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 

Superintendencia de Industria y Comercio 

E. S. D. 

CopEO ELECrpON,CO MUNDIAL: CAVE 

TLCFONO 57’ III 2120100 

Pod e r d a n t e: BOEPINGER IMGELHEIM VLT"IEDTCA GMBH 
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LA CITADA COMPAF1A QUEDA FACULTADA PARA SOLICITAR EN SU NOMBRE LA 
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FIRNADO: MALIK MERZA 
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METHOD OF DIAGNOSING LAWSONIA INTRACELLULARIS 

FIELD OF THE INVENTION 

5 The present invention relates to the field of animal health and in particular to 

Lawsonia intracellular/s. 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. 

10 

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 

15 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 

20 bacteria associated with PPE have been referred to as "Campylobacter-like 

organisms." S. 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 heal symbiont (IS) intracellularis. 

C. Gebhart at al., Int’l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-538 (1993). 

25 More recently, these novel bacteria have been given the taxonomic name 

Lawsonia (L.) intracellular/s. S. McOrist at al., Int’l. 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. 

30 
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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 

5 Clinical Microbiology, Vol. 31, No. 5, 1136-1142 (1993) discuss cultivation of L. 

!ntracellularis 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 

10 conventional tissue culture flasks. 

In particular, L. intrace/lularis 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. 

15 intracellular/s 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, JEC-1 8 

(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 

20 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 monolayer, the cells may be seed into conventional flasks. 

Each flask is generally seeded with between about 1x105 cells to about 10x105 

� 
25 cells per 25, 75, 150, 850 cm2 flask or roller bottle mixed with growth media. The 

growth media may be any media for cell 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 1-5% fetal bovine serum, although other commercially available 

30 media may be used with good results. 
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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 

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

Alternatively, the cells, prior to being inoculated, may be gtwn 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 

10 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. 

� I, 

is The inoculum can be an intestinal homogenate prepared by scraping the mucosa 
off of the ileum of a swine or other animal infected with PPE. When preparing an 

intestinal homogenate, Heal 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 
20 necropsy. An antibiotic to which L. intracellularjs 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 

25 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 02 concentration. At dissolved oxygen concentrations greater than 10% 

30 L. infracellularis growth is less than optimal with cessation of growth eventually 
occurring at oxygen concentrations outside this range. Preferably, the bacteria 
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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 0% 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%, non-optimum growth occurs with cessation of growth eventually 

occurring at carbon dioxide concentrations outside this range. Preferably, the 

io 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 

15 all of the hydrogen present. Most preferably, the cells are incubated in about 0 to 

about 8.0% 02, about 8.8% CO2, and about 83.2% H2. 

Inoculated cells may be incubated in a dual gas incubator or other gas chambers 

which contains the proper hydrogen, oxygen and carbon dioxide concentrations 

20 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 

25 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. 

30 The presently preferred equipment comprises a ferrnentor, bioreactor, stir plate or 

rotary shaker containing media and capable of maintaining the culture cells in 
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suspension via sparging gas of the appropriate concentration, or other means of 

mechanical agitation, and continuously monitoring dissolved 02 levels in the 

media. New Brunswick, Braun and other companies make suitable fermentors 

and bioreactors for this purpose. 

5 

By maintaining the inoculated cells in a suspended state during incubation, 

maximum growth of the cells, and hence L. intraceliularis, 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 

io maintained in suspension by a variety of methods known in the art including, for 

example, culture flasks, roller bottles, membrane cultures, biobags, WAVETM 

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 

15 flask or other container which employs a paddles, 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 

20 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 

25 about 60 rpm on a magnetic stir plate in order to maintain the infected cells in 

suspension. 

A portion of the cultivated L. intracellular/s is then passaged to fresh culture to 

increase the production of L. intracellular/s bacteria. The term "passaging" or 

30 variations thereof herein means the process of transferring a portion of the 

cultivated L. intracelluleris 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. intracellular/s. Preferably such cells are on the average no 

more than approximately one day old. 

5 The passage of L. intraceilularis 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 104 bacteria/ml, it is preferable to add between about 

I to 10% (volume to volume) of culture from the infected flask to a new flask 

io 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. 

15 

After sufficient growth of the culture cells and subsequent infection by L. 

intracellularis, as determined by indirect fluorescent antibody (IFA) staining, 

TCID50 or another comparable method, at least a portion of the cultivated L. 

intracellular/s bacteria is then harvested. The harvesting step may be performed 

20 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. 

intracellular/s 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 

� 
25 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. if further purification is desired, the 

samples can be centrifuged at about 145xg for about five minutes to remove 

30 cellular nuclei and debris. The supernatant may then be centrifuged at about 

3000xg for about twenty minutes and the resulting pellet resuspended in an 

’2% 
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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). 

5 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 termentor and 

between about 0 to 3% dissolved 02 as explained above, enables growth of up to 

10 108 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, 

15 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 

20 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. 

25 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. 

30 Diagnosis of L. intracellularis antigen is carried out today by using direct immuno-

fluoresceAce and PCR. Diagnosis of antibodies specific to L. intracellularis is 
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carried out today by using immuno-fluorescence. These methods are laborious 

and time consuming and are not suitable for large scale screenings. 

Effective diagnosis of PPE has also been hindered by the time required to culture 

5 the causative bacteria. As a result of the present invention, development of 

diagnostic tools promoting rapid and accurate assays for the presence of L. 

intracellular/s in biological samples taken from swine and other animals 

susceptible to PPE is now possible. 

10 Therefore, the technical problem underlying the present invention is to provide 

improved methods for diagnosis of L. intracellular/s disease. 

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION 

� The present invention relates to the field of animal health and in particular to 

15 Lawson/a intracellular/s. In particular, the invention relates to a method of 

diagnosing Lawson/a intracellular/s infection and a diagnostic test kit using 

Lawson/a intracellular/s-specific antibodies. The invention also relates to the use of 

the method or test kit for diagnosing Lawson/a intracellular/s infections. 

20 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 Ileitis blocking ELISA - cross-sectional screenings in 3 farms 

Fig. 4: Results of Ileitis ELISA- 22 German farms 

� 
25 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 

30 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, 
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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 understood by one of 

5 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, 

io 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. 

15 As used herein, the term I. intracellularis" means the intracellular, curved gram-

negative bacteria described in detail by C. Gebhart et al., Int’l. J. of Systemic 

Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-538 (1993) and S. MeOrist et al., InVI. 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 

20 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 

25 derivatives of L. intracel/ularis. This term also includes adapted isolates and 
attenuated isolates as defined below. 

As used herein, the term ’adapted isolate’ means any L. intracellular/s isolate that 
is prepared according to the cultivation and passaging techniques in cell culture or 

30 any other technique to replicate L. intracejlularis 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. 

15 

20 

Disclosure of the invention 

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

embodiments characterized in the claims. 

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. 

intracellular/s shall be detected and a tool for L. intracellular/s epidemiology is to 

be provided. 

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. intracellular/s infection. 

25 The invention relates to the detection of antibodies against L. intracellularis and to 

the detection of L. intraceUu(ar(s itself. Such antibodies include any antibody type 

known to the skilled person, in particular immunoglobulins of the subtypes IgA, 

souble IgA, 1gM, lgG (IgGI, lgG2a, lgG2b, lgG3), and also lgD, 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) a liquid sample is taken from a mammal 

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

detected 

5 c) the result obtained is compared with a control. 

As defined above, L. intracellular/s also includes fragments or antigenic derivatives 

of L. intracellularis, which may be used in a method as above. 

io Similarly, according to the invention, to detect L. intracellularis, the method 

according to the invention is as follows: 

the method is based on the fact that 

a) a liquid sample is taken from a mammal 

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

detected 

c) the result obtained is compared with a control. 

The liquid sample may include any bodily fluid including saliva, sweat, urine, 

20 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 

25 carried out with serum or plasma instead of the liquid sample. Subsequently, step 

c) 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. intracellular/s. Immune 

30 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, radioimmuno tests 

(radloimmunoassay RIA), diffusion-based Ouchterlony test or rocket 

immuriofluorescent assays. Other immune tests are the indirect or direct 

immunofluorescent antibody test ("IFA"). Another immune test is the so-called 

5 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 

10 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 Radioimmunoas.say and 
15 Related Techniques, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands 

(1986); Bullock et al., Techniques in lmmunocytochemistiy, Academic Press, 

Orlando, FL Vol. 1 (1982), Vol. 2 (1983), Vol. 3 (1985); Tijssen, Practice and 
Theory of Enzyme Immunoassays: Laboratory Techniques in Biochemistry and 

Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands 

20 (1985). Solid and fluid protein chip technologies or microarray technologies using 
labeled or unlabeled reagents are further immune tests according to the invention. 
Such test are widely described, for example by Kozak KR, et al., Identification of 
biomarkers for ovarian cancer using strong anion-exchange Protein Chips: 
potential use in diagnosis and prognosis. .Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Oct 

� 
25 14;100(21):12343-8 (2003), or by Fulton, R.J., et at., Advanced multiplexed 

analysis with the FIowMetrixTM system. Clinióal Chemistry 43 (9), 1749-1756 
(1997). 

The invention further relates to a diagnostic test kit for detecting L. intracellular/s 
30 infection which contains all the elements required to carry out a method of 

diagnosing pre-clinical or clinical L. intracellularis infection as described herein. 

2’f 
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The invention further relates, in particular, to a diagnostic test kit which contains 

antibodies specific to L. intracellular/s. 

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 man 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 SOS-PAGE, preferably on 12% SOS-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. 

5 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.!ntracellularis specific antibody, preferably a 

monoclonal antibody, in blocking buffer and add to membrane. Incubate for 

10 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. 

15 

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. 

20 

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 

25 microtiter plates. The L. intracellular/s as antigen is subsequently added. After a 

washing step, the bound L. intracellufaris antigen is detected with a second, 

labeled, L. intracellular/s-s pecific antibody reactive to a different epitope on L. 

intracellularis. 

30 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 ddH20 and incubated with Lawsonfa intracellular/s 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): 

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

10 4°C. 

2. Wash 3 times with PBS. 

3. Add 0.25 ml of blocking buffer to each well of plate. Incubate I to 2 hours 

at 37°C. 

4. Wash 3 times with wash buffer. 

is 5. Dilute serum in blocking buffer and add 0.1 ml to the first wells c( plate. 

Make serial 1:2 dilutions across the plate. Incubate for 1 hour at 37. 

6. Wash 3 to 5 times with wash buffer. 

7. Dilute a conjugated anti -L. intracell ularis specific antibody, preferably a 

monoclonal antibody, in blocking buffer and add 0.1 ml to wells of plate and 

20 incubate for 1 hour at 37°C. 

8. Wash 3 to 5 times with wash buffer. 

9. Add substrate. 

10. Measure absorbance of light with a spectrophotometer. 

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

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

test. 

A preferred ELISA is carried out as follows: 

32 
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The plates are coated with unlabelled antibody, e.g. in 10% Sucrose/10% Normal 

Horse Serum in ddH20 and incubated with Lawsonia intracellularis antigen. The 

plates are then dried and sealed and stored at 37°C. 

5 1. Add 90p1 buffer into all wells. 

2. Add 10 p1 serum into selected wells. 

3. Incubate plate for 1 hour at 37C. 

4. Wash plate 3 times with PBST. 

5. Add HRP conjugated anti-L.intracellularis specific antibody, preferably a 

10 monoclonal antibody diluted in CDS-C+0.5M NaCl, 1 00p /well. 

6. Incubate plate for 1 hour at 37C. 

7. Wash plate 3 times with PBST. 

8. Add substrate, lOOpI/well and incubate at room temperature for 10 minutes. 

� 9. Add 50p1 stop/well. 

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

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

follows: 

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 I 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 I to 2 hours at 37°C. 

5. Wash 3 times with wash buffer. 

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. 
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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. 

5 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 ised with each 

test. 

10 

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. 

40 
15 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, 

20 268:29 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 Lawson/a intracellularis as compared to the 

40 
25 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 

30 Microbiology and Research (CAMR) and European Collection of Cell Cultures 

(ECACC), Salisbury, Wiltshire SF4 OJG, UK, as patent deposit according to the 
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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 deposited under ECACC Acc. No. 04092205. 
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The present invention is further 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 

5 skill in the art. 

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

entireties. 

10 EXAMPLES 

EXAMPLE I 

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 (mAb). 

Equipment and solutions for ELISA 

20 Lawsonia antigen SF 1289 N343 12/20/00 

Lawsonia positive sera: lot#052902pig#26 (experimentally infected), 

lot#052902pig69 (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 Svarova Biotech. 

30 1.1.1 Culturing of hybridomal cells and preparation of I-/RP conjugated monoclonal 

antibodies 
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� To secure the hybridomal cell -lines 15 vials of each cell line was prepared and 

stored in -135°C. 

� One vial of each hybridomal cell-line was thawed and the cells were grown in 

cell-culture flasks. 

5 � 500m1 to 1000 nil 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 

io by positive Lawsonia pig sera in ELISA. 

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

1 OOpl/well 

The pig sera was diluted 1/10, lOOpl/weH 

� The HRP conjugated mAb’s were diluted and added, lOOpI/well. 

15 

The results are expressed as Percent inhibition (P1) according to the following 

formulae: 

P1 = I - (OD sample! OD mAb) x 100. 

20 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. 

25 � 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 

30 the experiments. 
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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. 

� The negative sera showed no or very low inhibition. 

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

mAb 

Serum 301:39 110:9 268:29 287:6 113:2 268:18 

#26 exp 

+ 57 45 78 74 42 72 

#69vacc 

+ 18 23 52 43 45 25 

� - 

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 Lawson/a 

intracellu/aris. 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 Law.son!a 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. 

5 � Detection mAb 268:29 HRP gives a clear distinction between positive and 

negative sera showing a sensitivity and specificity of 100%. 

IM 

15 

20 

� 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 , Iyophlized in CDS-C buffer containing 0.5M 

NaCl. Incubation for 1 hour at 37G. 

� 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 90p1 buffer into all wells. 

� Add 10 p1 serum into selected wells. 

� Incubate plate for 1 hour at 37C. 

� 25 � Wash plate 3 times with PBST 

� Add HRP conjugate mAb diluted in CDS-C+0.5M NaCl, lOOpI /well. 

� Incubate plate for 1 hour at 370. 

� Wash plate 3 times with PBST. 

� Add substrate, lOOpIfweIl and incubate at room temperature for 10 minutes. 

30 � Add 50pl stop/well 
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Read the plate at 450 nm in a spectrophotometer. 

The results were presented as 1- OD values or 2- P1 (percent inhibition) values i.e. 

100� sample OD/ mAb OD x 100. 

2. 1.1 Test I (ELISA 030922, 030923x2) 

C-8 maxi strips coated with mAb 110:9, 113:2, 301:39,287:6, 268:29, 300ngIweII 

Blocking of strips with 10% 2251HAS(normal horse serum), 10% sucrose/UHP 

H20. 150plIwell, incubated for 30 seconds at room temperature. 

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

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

Sera: IFA pos: #26, #69. IFA neg: #6, Cl, Dl, El. 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 

15 NaCl/PBST. 

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

own. 

2.1.2 Test 2 (EL/SA 030924) 

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

Sera: IFA pos: #26, #69. IFA neg: #6, Cl, Dl, El. Diluted 1/10 in 0.5M NaCl/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). 

25 2.1.3 Test 3 (ELISA 030925) 

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

30 

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) 
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StripsStrips coated with 110:9 according to test I 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 I (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 

io 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) 

15 This test was mainly performed to assure that the standard buffer used to 

lyophilizing of the conjugate could be used. The results show that blocking was 

achieved with the positive sera. The best blocking was found with detection mAb 

268:18 or 268:29. 

20 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. 03 1008) 

25 Obtained OD and P1 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 P1 values mAb 

30 268:18 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 



WO 2006/012949 PCT/EP2005/006781 

-25-

2.3. Discussion 

After calculation of sensitivity and specificity against the immunofiourescence test 

IFA the following can be concluded: 

5 � Capture mAb 110:9 is the best choice as it gives a clear distinction between 

10 

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 0-8 

� Ag: Lawsonia intracellularis culture (preferably the concentrated material 

15 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 

NaCI. Incubation for 1 hour at 37C. 

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

20 � Svanova’s stop solution 

EXAMPLE 3 

3.1 Summary 

25 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. 

30 3.2 Introduction 
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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 

5 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 

10 Accelerated stability on plates (ELISA 031024) 

Plates were coated with Lawsonia mAb 110:9 blocked with 10% Sucrose /10% 

Normal Horse serum in ddH20 and incubated with Lawsonia antigen. Plates were 

dried and sealed and put in +37°C. Plates were taken torn +37C weeks 1, 2, 3 

and 4 and stored in a refrigerator. Plates were also stored in +4C for the whole 

15 test-period as a reference. 

Positive sera #26, #69 and #06 and negative C2, DI and E2 were used to check 

the performance of the sandwich ELISA. 

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

20 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. 

25 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 00 values in the test. The conjugated antibody was 

therefore titrated in the plate to obtain a correct signal for the test. 

30 3.4. Results 

Accelerated stability on plates 
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A big drop in OD values were seen after week I compared to the OD value from 

the strips kept in +4oC. No big differences were seen when comparing week I to 

4. 

When looking at the P1 values no significant was found between week I through 4 

5 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 

io week period. 

3.5. Discussion 

The performed accelerated stability studies indicate that the Lawson/a 

� intracellularis ELISA plate has a stability of at least one year. The anti-Lawsonia 

15 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. 

Pic 

EXAMPLE 4 

4.1. Summary 

The verification of the prototype (plate batch 040107) was performed by testing 50 

sera previously used when developing the prototype. The verification study 

� 
25 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. 
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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 hose 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. PEST 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 

çfr:: 
1) 
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CDS-.0 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-

29664, A-27239, B-27239, #26 and C2. HRP conjugated mAb 268:29 lot #030318 

5 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 

io 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. 

is 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 

20 washing buffer. 

Serum #26, El, 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. 

� 
25 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. 

30 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 00 

S 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 P1 values corresponded well regardless of obtained OD values. 

PBST with PVP 

io The results show that 20x concentrated PBST solution diluted 1/20 with addition of 

0.042% PVP gave similar results as the PBST tablets while 20x conc PBST diluted 

1/20 without the PVP showed false negative results. 

� 4.5. Discussion 

15 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 

20 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 

� 
25 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 
30 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 

L\2 
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developed using highly specific monoclonal antibodies against L. iritrace//Ularis. 

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 

s suitability and performance of the new test. 

5.2 Material and Methods 

L. intracellular/s antigen grown on a McCoy cell culture and captured by a specific 

monoclonal antibody on microtiter plates was used to detect antibodies against L. 

10 intracellularis in porcine serum samples. Sera were tested in a I 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 1MB 

15 substrate for 10 min at room temperature the reaction was stopped by adding a 

stop solution. The 0D450 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. 

intracellular/s1 were used to evaluate the new ELISA. In addition cross-sectional 

20 samples (10 samples each from 9 age groups) from two farms with known Ileitis 

and one farm with suspected Ileitis were used to demonstrate the diagnostic value 

of the ELISA in comparison to the IFA. 

5.3 Results 

s 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 

30 discriminates between negative (mean relative ELISA value 36) and positive sera 
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(mean(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. intrace!iularis in the 3 farms. 

5 

5.4 Discussion 

In comparison to the IFA test results 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 

10 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. 

15 This new test could help to improve diagnosis of Ileitis in routine samples. The 

new blocking Ileitis 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 Ileitis 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 

30 antigen detection in feces or intestinal tissue samples. All these methods have 

specific disadvantages concerning specificity, contamination risk or workload and 

11 
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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 

5 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 guts, sows and pigs 4, 7, 10, 13, 16, 20 and 24 weeks of age samples were 

10 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. 

15 Sera from guts 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 

20 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 intracellular/s in the farm without clinical 

symptoms. In the farms No. 1, 2, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 19, 21 and 22 Ileitis was 

25 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 Ileitis. 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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6.46.4 Discussion 

The summarized seroprofile from the 22 farms shows high reactivity in sows and 

guts and rising antibody reaction starting at 13 weeks up to 24 weeks. These 

findings are in agreement with serological data published so far for Ileitis (7,8,9). 

5 Pigs from the farms without diarrhea (No. 5, 6, 15 and 18) and the farm with E. coil 

diarrhea (No. 3) showed no significant seroconversion in the ELISA. In the farms 

with known Ileitis (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 

io in the ELISA, although most of these pigs have no apparent enteric problems. This 

might be due to a subclinical infection with Lawson/a intracellularis. Results from 

farm No. 17 seem to indicate a subclinical ileitis. 

The new ELISA according to the invention provides a powerful tool for serological 

40 diagnosis of Ileitis suitable for routine testing of large sample sizes and cross-

is sectional herd screenings. 
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CLAIMS: 

1. Method for the diagnosis of pre-clinical or clinical Lawsonia intracellular/s 

infection, comprising the following steps: 

5 a) a liquid sample is taken from a mammal 

10 

b) the specific binding of such liquid sample to L. intracellularis 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 I or 2, wherein such method is an ELISA. 

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

� ELISA. 

15 

20 

5. Method according to any one of claim I 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 

� 
25 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 

30 
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]FA test 
results 

farm 1. farm 2 farm 3 

guts 0/0/9 3/1/6 0/6/4 

sows 1/3/6 0/0/10 0/1/9 

4w 0/2/8 0/0/10 0/0/10 

7w 0/0/10 0/0/10 0/0/10 

10  0/0/10 0/0/10 0/0/10 

13w 0/0/8 0/0/10 2/3/5 

16w 1/0/9 0/1/9 0/0/10 

20w 0/4/4 5/3/2 0/1/9 

24w 0/3/7 9/0/1 7/3/0 

. Fig. 3 
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ELISA results correlated with clinical symptoms 
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METODO DE DIAGNOSTICO DE LAWSONIA INTRACELLULARIS 

CAMPO DE LA INVENCION 

La presente invención se refiere at campo de la salud animal y en particular a 

5 Lawsonia intracellularis. En particular, la invención se refiere a un mØtodo de 

diagnóstico de infecciôn por Lawsonia intracellularis y a un estuche de ensayo de 

diagnôstico usando anticuerpos especIficos de Lawsonia intracellularis. La invención 

tambiØn se refiere at uso del mØtodo o del estuche de ensayo para diagnosticar 

infecciones por Lawsonia intracellularis. 

10 ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

L. intracellularis, el agente causante de enteropatla protiferativa porcina 

("EPP"), afecta prÆcticamente a todos los animates, incluyendo: seres humanos, 

conejos, hurones, hamsters, zorro, cabatlos y otros animales tan diversos como 

ek 
avestruces y emüs. L. intracellularis es una causa particutarmente grande de pØrdidas 

15 en manadas de animates de la especie porcina en Europa asi como en los Estados 

Unidos 

Una caracterIstica coherente de la EPP es la presencia de bacilos 

intracitoplasmÆticos curvados, no ligados a membrana, dentro de enterocitos en las 

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

20 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 

gØnero y una especie taxonómicos, nuevos, denominados en nuestro idioma simbionte 

heat (siglas inglesas: IS) intracellular. (C. Gebhart et at., Int’l. J. of Systemic 

Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-536 (1.993). Ws recientemente, se ha dado a estas 

25 nuevas bacterias el nombre taxonOmico Lawsonia (L.) intracellularis S. McOrist et at., 

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 at mismo organismo como se 

identifica y se describe ademÆs en la presente memoria. 

L. intracellularis es una bacteria intracelular obligatoria que no puede ser 

30 cultivada por mØtodos bacteriolOgicos normales en medios convencionales, exentos de 

cØlulas, y se ha pensado que para crecer precisa cØtulas 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 et cultivo de L. 

intracellularis usando monocapas de cØlulas epitetiales intestinales de rata IEC-18 en 
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matraces convencionales para el cultivo de tejidos. AdemÆs, H. Stills, Infection and 

Immunity, Vol. 59, No. 9, 3.227-3.236 (1.991) discute usar monocapas de cØlulas 

intestinales embriónicas humanas Intestine 407 
y 

monocapas de cØlulas de 

adenocarcinoma colônico de conejillo de Indias GPC-16, en matraces convencionales 

5 para el cultivo de tejidos. 

En particular, se puede cultivar L. intracellularis por mØtodos conocidos en la 

tØcnica, preferiblemente, de acuerdo con las patentes de EE.UU. Nos. 5.714.375 y 

5.885.823. Por ejemplo, se pueden inocular primero cØlulas de cultivo con un inóculo 

que comprenda bacterias L. intracellularis de manera que se infecten las cØlulas con 

10 las bacterias. Se pueden usar numerosas Ilneas celulares en la prÆctica de la 

invención, incluyendo, pero no limitÆndose a, cØlulas epiteliales intestinales de rata 

IEC-18 (ATCC 158), cØlulas de carcinoma epidermoide humano HEp-2 (ATCC 23), 

cØlulas (no especificadas) de ratOn McCoys (ATCC 1696), cØlulas de riæón de mono 

verde 
y 

büfalo BGMK (Biowhittaker #71-176) y cØlulas epiteliales intestinales de 

15 animales de la especie porcina. Las cØlulas de cultivo preferidas son cØiulas HEp-2, 

McCoys o IEC-18. 

Si se usan cØlulas de cultivo, previamente a que se inoculen, las cØlulas 

pueden estar en la forma de una monocapa. Para formar una monocapa, se pueden 

sembrar las cØlulas en matraces convencionales. Cada matraz se siembra 

20 generalmente con, entre aproximadamente 1x105 cØlulas y aproximadamente 10x105 

cØlulas por matraz a frasco rotativo de 25, 75, 150, 850 cm2 mezclado con medio de 

crecimiento. El medio de crecimiento puede ser cualquier medio para cultivo celular 

que incluya una fuente de nitrógeno, factores de crecimiento necesarios para las 

cØlulas de cultivo elegidas 
y 

una fuente de carbono tal como glucosa o lactosa. El 

25 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 cØlulas de 

cultivo en un estado de crecimiento constante. Par Ia tanto, la monocapa de cØlulas 

30 de cultivo deberia estar, en el momento de la inoculación, a confluencia de 

aproximadamente 20 por ciento a aproximadamente 50 par ciento. Preferiblemente, 

las cØlulas deberlan estar a confluencia de aproximadamente 30 por ciento a 

aproximadamente 40 por ciento, en el momento de la inoculaciôn, 10 mÆs 

preferiblemente a confluencia de aproximadamente 30 por ciento. 
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Alternativamente, las cØlulas, previamente a que se inoculen, se pueden 

cultivar en suspension, como se infradescribiO. Preferiblemente, primero se cultivan 

las cØlulas a confluencia del 100% en la forma de una monocapa en un sistema de tipo 

adherente, por ejempto, un sistema de frascos rotativos y despuØs se transfieren a 3-

5 3.000 litros 
y 

se cultivan en suspension 

El inOcuto puede ser un cultivo de L. intracellularis obtenido a partir de animal 

de la especie porcina u otros animates, infectados. 

El inóculo puede ser un homogeneizado intestinal preparado raspando la 

mucosa del ileon de un animal de la especie porcina u otro animal, infectado con EPP. 

10 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 frÆgil de las bacterias, las muestras deberlan ser 

conservadas con preferencia a -70°C to mÆs rÆpidamente posible tras la necropsia. 

Un antibiOtico al que es resistente L. intracellularis tat como Vancomicina, Amfotericina 

15 B o miembros del grupo aminoglicósido de los antibióticos, incluyendo Gentamicina y 

Neomicina, por nombrar algunos, se aæade preferiblemente al inOculo para suprimir Ia 

contaminaciOn de las bacterias at tiempo que se permite el crecimiento de L. 

intracellularis. Tanto si el inóculo es un cultivo puro como un homogenizado intestinal, 

la inoculación de las cØlulas de cultivo se puede llevar a cabo por diversas tØcnicas 

20 conocidas en la materia, dadas las explicaciones en la presente memoria. 

DespuØs se incuban las bacterias y/o las cØlulas de cultivo inoculadas, bajo 

una concentración disminuida de 02 disuelto. A concentraciones de oxigeno disuelto 

por encima de 10%, el crecimiento de L. intracellularis es inferior at Optimo 
y 

eventualmente se produce el cese del crecimiento a concentraciones de oxigeno fuera 

25 de este intervalo. Preferiblemente, las bacterias y/o las cØlulas de cultivo inoculadas 

is 

se incuban en una concentración de oxigeno disuelto en el intervalo de 

aproximadamente 0% a aproximadamente 10%. Ws preferiblemente, las bacterias 

y/o las cØlulas se incuban en una concentración de oxigeno en el intervalo de 

aproximadamente 0% a aproximadamente 8%, siendo 10 mÆs preferido con una 

30 concentraciOn de oxigeno de aproximadamente 0% a aproximadamente 3,0%. 

TambiØn es importante para el crecimiento apropiado de L. intracellularis una 

concentraciOn apropiada de diôxido de carbono. A concentraciones de diOxido de 

carbono superiores a 0% e inferiores a 4%, se produce un crecimiento que no es el 

óptimo, y eventualmente se produce el cese del crecimiento a concentraciones de 
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dióxido de carbono fuera de este intervalo. Preferiblemente, la concentracOn de 

diOxido de carbono estÆ en el intervalo de aproximadamente 6% a aproximadamente 

10%, siendo lo mÆs preferido con una concentración de diOxido de carbono de 

aproximadamente 8,8%. 

5 AdemÆs, las cØlulas se incuban preferiblemente a una concentración de 

hidrogeno en el intervalo de aproximadamente 73% a aproximadamente 96%. Se 

puede usar nitrógeno en lugar de parte o todo el hidrogeno presente. Lo mÆs 

preferiblemente, las celulas se incuban en aproximadamente 0 a aproximadamente 

8,0% de 02, aproximadamente 8,8% de CO2 y aproximadamente 83,2% de H2-

10 Se pueden incubar las cØlulas inoculadas en un incubador de doble gas u otras 

cÆmaras de gases que contengari las concentraciones apropiadas de hidrOgeno, 

oxIgeno y dióxido de carbono y que permitan que se suspendan las cØlulas durante la 

incubaciOn. La cÆmara deberia comprender un medio para mantener en suspension 

las cØlulas inoculadas y un detector de gases y una fuente de suministro para 

15 suministrar y mantener las concentraciones apropiadas de gases. La temperatura de 

incubación deberla estar en el  intervalo de 30°C a aproximadamente 45°C y es mÆs 

preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 36°C a aproximadamente 38°C. 

Lo mÆs preferiblemente, la temperatura es aproximadamente 37°C. El equipo 

necesario para el cultivo y la atenuación estÆ fÆcilmente disponible para aquØllos o los 

20 expertos comunes en la materia, dadas las explicaciones en la presente memoria. Un 

ejemplo de equipo adecuado para Ilevar a cabo la presente invenciOn es un incubador 

de doble gas, per ejemplo, el modelo 480 (Lab-Line, Melrose Park, IL) junto con 

frascos giratorios para mantener en suspensiOn las cØlulas. El equipo preferido en el 

memento presente comprende: un fermentador, un biorreactor, una placa de agitaciOn 

25 0 Ufl agitador rotatorio conteniendo medio de cultivo y capaz de mantener en 

suspension las cØlulas de cultivo por burbujeo de gas de la concentraciOn apropiada U 

otros medios de agitacion mecÆnica y controlando continuamente los niveles de 02 

disuelto en el medio de cultivo. New Brunswick, Braun y otras companIas hacen 

fermentadores y biorreactores adecuados para este fin. 

30 Manteniendo las cØlulas inoculadas en un estado suspendido durante la 

incubación, se consigue el mÆximo crecimiento de las cØlulas y por lo tanto de L. 

iritracellularis aumentando cada exposiciOn individual de las cØlulas a medio de 

crecimiento y la mezcla apropiada de hidrOgeno, oxIgeno y diOxido de carbono. Las 

cØlulas de cultivo se pueden agitar y mantener en suspension por una variedad de 
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mØtodos conocidos en la materia incluyendo, por ejemplo, matraces para cultivo, 

frascos rotativos, cultivos de membrana, biobolsas, sistemas de biorreactor WAVETM y 

frascos giratorios. Se pueden mantener en suspension las cØlulas durante la 

incubación, incubando las cØlulas en un matraz giratorio dentro de un incubador de 

5 doble gas o aparato similar. La terminologla "matraz giratorio", como se usa en la 

presente memoria, quiere decir un matraz u otro envase que emplee paletas, hØlice u 

otros medios para agitar el cultivo y mantener en suspension las cØlulas contenidas en 

el mismo. 

Alternativamente, las cØlulas inoculadas se incuban hasta que las cØlulas 

10 alcanzan confluencia y despuØs las cØlulas se ponen en un matraz giratorio que 

contiene medio de crecimiento y se ihcuban en un incubador de doble gas mientras 

gira el matraz. Preferiblemente, las cØlulas inoculadas se raspan a tripsinizan y se 

hacen pasar al matraz giratorio. Esto se puede Hevar a cabo mediante diversos 

mØtodos conocidos en la tØcnica, por ejemplo usando un rascador de cØlulas para 

15 desprenderlas. Una vez que las cØlulas 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 agitaciôn magnØtica para 

mantener en suspension las cØlulas infectadas. 

Una porcion de las L. intracellularis cultivadas se hace pasar despuØs a cultivo 

20 fresco para aumentar la producciOn de bacterias L. intracellularis. La terminologla 

"hacer pasar" o las variaciones de la misma en la presente memoria quieren decir el 

procedimiento de transferir una porción de las L. intracellularis cultivadas a cØlulas de 

cultivo fresco para infectar las cØlulas frescas con (a bacteria. La terminologla "fresco", 

como se usa en la presente memoria, quiere decir cØlulas que aün no se han infectado 

25 por L. intracellularis. Preferiblemente tales cØlulas no tienen de media mÆs de 

aproximadamente un dia. 

El pase de L. intracellularis en cultivos en suspensiOn se puede Ilevar a cabo 

retirando una porciOn del cultivo original y aæadiØndolo a un matraz nuevo que 

contenga cØlulas de cultivo frescas. Si el cultivo original tiene un alto nümero de 

30 bacterias/mI, por ejemplo, mayor que aproximadamente 10 bacterias/mI, es preferible 

aæadir entre aproximadamente 1 y 10% (volumen a volumen) de cultivo del matraz 

infectado a un nuevo matraz que contenga cØlulas frescas. Esto se hace 

preferiblemente cuando estÆn infectadas el 50-100% de las cØlulas. Si estÆn 

infectadas menos de 50% de las cØlulas, el pase se Ileva a cabo preferiblemente 
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dividiendo el cultivo 1:2 en un nuevo matraz y aumentando a escala el volumen 

mediante Ia adición de medio de cultivo fresco. En cualquier caso, no son necesarias 

lisis celulares ni otras etapas, to que contrasta directamente con el pase de cuitivos en 

monocapa, tat como se realizaba en la tØcnica anterior. 

5 DespuØs de suficiente crecimiento de las cØlulas de cultivo y posterior infecciôn 

por L. intracellularis, como se determina por marcado de anticuerpo fluorescente 

indirecto (IFA, por sus siglas en ingles), TCID50 u otro mØtodo comparable, at menos 

una porciOn de las bacterias L. intracellularis cultivadas se recoge despuØs. La etapa 

de recolección se puede Ilevar a cabo separando las bacterias de la suspension 

10 mediante diversas tØcnicas conocidas por los especialistas con una pericia ordinaria 

en la tØcnica, dadas las explicaciones en la presente memoria. Preferiblemente, (as 

bacterias L. intracellularis se recogen centrifugando el contenido de toda Ia suspension 

o de una porciOn de la misma, para sedimentar las cØlulas del cultivo, volviendo a 

suspender los sedimentos de cØlulas resultantes y produciendo la lisis de las cØlulas 

15 infectadas. Tipicamente, at menos una porcion del contenido se centrifuga a 

aproximadamente 3.000xg durante aproximadamente 20 minutos para sedimentar las 

cØlulas y las bacterias. El sedimento se puede despuØs volver a suspender en, por 

ejemplo, una solución de sacarosa-fosfato-glutamato (SFG) y se hace pasar 

aproximadamente 20 veces por una aguja de calibre 25 para producir la lisis de las 

20 cØlulas. Si se desea purificación adicional, se pueden centrifugar las muestras a 

aproximadamente 145xg durante aproximadamente cinco minutos para retirar nicleos 

y partIculas celulares. DespuØs se puede centrifugar el sobrenadante a 

aproximadamente 3.000xg durante aproximadamente veinte minutos y volver a 

suspender el sedimento resultante en un diluyente apropiado, tat como SFG con suero 

25 fetal bovino (para preparar las bacterias recogidas adecuadas para liofihización, 

congelacion o uso como inoculante) o medio de crecimiento (para preparar las 

bacterias recogidas mÆs adecuadas para pase a cØlulas frescas). 

Como se mencionó previamente, se incrementa el crecimiento eficaz de L. 

intracellularis para la producción a gran escala manteniendo las cØlulas del tejido 

30 creciendo activamente. Usar cultivos de suspension facilita enormente el 

mantenimiento de las cØlulas creciendo activamente y permite la expansiOn continua 

del cultivo y el aumento de escala. Usar un fermentador y entre aproximadamente 0 y 

3% de 02 disuelto como se explicO anteriormente, permite el crecimiento de hasta 108 

bacterias/ml. 
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Cuando se usan cØlulas de McCoys o IEC-18, es preferible anadir: gelatina, 

agarosa, colÆgeno, acrilamida o perlas de silice tales como microvehiculos porosos 

Cultisphere-G (HyClone Laboratories, Logan Utah), junto con el medio de crecimiento. 

Sin embargo, las cØlulas HEp-2 
y 

otras no requieren microvehIculos de acuerdo con 

5 los mØtodos 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 0 perlas, se retira 

preferiblemente 25% a 50% del cultivo 
y 

se reemplaza con medio de cultivo fresco 1-2 

10 veces por semana. Para fines de aumento de escala, se puede aæadir al cultivo un 

25% a 50% adicional de medio de cultivo o medio de cultivo con microvehIculos. 

Dependiendo de Ia velocidad a la que Ilegan a estar infectadas las cØlulas de 

cultivo, el pase a cØlulas frescas tiene lugar generalmente entre aproximadamente 

cada 2 
y 

aproximadamente 7 dIas. Asumiendo que las cØlulas de cultivo Ilegan a estar 

15 infectadas al menos el 70% dentro de 2 a 7 dias, el pase tiene tugar preferiblemente 

entre aproximadamente cada 5 y 7 dIas. 

El diagnóstico de antigeno de L. intracellularis se Ileva a cabo hoy en dIa 

usando inmunofluorescencia directa 
y 

PCR. El diagnóstico de anticuerpos especificos 

para L. intracellularis se Ileva a cabo hoy en dia usando inmunofluorescencia. Estos 

20 mØtodos son laboriosos 
y 

exigen mucho tiempo y no son adecuados para 

investigaciones a gran escala. 

El diagnostico eficaz de EPP tambiØn ha estado impedido por el tiempo 

requerido para cultivar las bacterias causantes. Como resultado de la presente 

invención, ahora es posible el desarrollo de herramientas de diagnOstico que fomenten 

25 anÆlisis rÆpidos 
y 

precisos para la presencia de L. intracellularis en muestras 

biológicas tomadas de animal de la especie porcina 
y 

de otros animales susceptibles 

de EPP. 

Por lo tanto, el problema tØcnico que subraya la presente invención es 

proporcionar mØtodos mejorados para el diagnóstico de enfermedad por L. 

30 Intracellularis. 

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION 

La presente invención se refiere al campo de la salud animal y en particular a 

Lawsonia intracellularis. En particular, la invención se refiere a un mØtodo de 

diagnOstico de infecciOn por Lawson/a intracellularis y a un estuche de ensayo de 
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diagnOstico usando anticuerpos especificos de Lawsonia intraceilularis. La invención 

tambiØn se refiere al uso del mØtodo o del estuche de ensayo para diagnosticar 

infecciones par Lawsonia intracelkilaris. 

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

5 Fig. 1: Resultados de ELISA de Bloqueo de acuerdo con la invención 

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

Fig. 3: Resultados de investigaciones de ELISA de bloqueo - cortes 

transversales de ileitis en 3 granjas. 

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

10 Fig. 5: Correlaciónde resultados de ELISA con sintomas clinicos. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Definiciones de terminologlas usadas en Ia descripciOn: 

Antes de las realizaciones de la presente invenciôn, se debe observar que 

40 como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas 

15 singulares "un", "una" y "el", "la", incluyen una referenda 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 Ia "cØlula" es 

una referencia a una o mÆs cØlulas y equivalentes de la misma conocidos por los 

expertos en la materia, etcetera. A no ser que se defina de otro modo, todas las 

20 terminologIas tØcnicas y cientIficas usadas en la presente memoria, tienen los mismos 

significados que los que entiende generalmente un experto ordinario en la tØcnica a la 

que pertenece esta invenciôn. Aunque se puede usar en la prÆctica o someter a 

ensayo de la presente invención, cualquier mØtodo y material similar o equivalente a 

los descritos en la presente memoria, los mØtodos, los dispositivos y los materiales 

25 preferidos se describen a continuación. Todas las publicaciones mencionadas en la 

presente memoria se incorporan en la presente memoria como referencia con elfin de 

describir y exponer las lineas celulares, los vectores y las metodologIas segün se 

reseæan en las publicaciones que podian usarse en relación con la invención. Nada en 

la presente memoria debe ser interpretado como una admisión de que la invención no 

30 tiene derecho a ser un precedente de tal descripción en virtud de la invención anterior. 

Como se usa en la presente memoria, la terminologla "L. intracellularis" quiere 

decir las bacterias gramnegativas curvadas, intracelulares, descritas en detalle P0I C. 

Gebhart et al., Int’l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-538 (1.993) y S. 

McOrist et al., Int’l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45, No. 4, 820-825 (1.995), cada 
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uno de los cuales se incorpora en la presente memoria por referenda en su totalidad; 

la bacteria causante que puede ser obtenida de animal de la especie porcina u otros 

animates, infectados con EPP de todo el mundo, dado el conocimiento en la tØcnica y 

las explicaciones en la presente memoria; y variantes o mutantes de cualquiera de las 

5 bacterias anteriores, obtenidas bien espontÆneamente o artificialmente y ADN, ARN y 

proteinas de bacterias especificas para L. intracellularis, incluyendo proteinas 

expresadas en vectores o despuØs de aplicación in vivo y tambiØn fragmentos o 

derivados antigØnicos de L. intracellularis. Esta terminotogla tambiØn incluye aislados 

adaptados y aislados atenuados, como se define a continuación. 

10 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 tØcnicas 

de cultivo y de pase en cultivo cetular u cualquier otra tØcnica para replicar L. 

intracellularis para fines de preparación de antigeno. 

Como se usa en la presente memoria, la terminologia "aislado atenuado" 

15 quiere decir cualquier aislado de L. intracellularis que se prepare de acuerdo con las 

tØcnicas de cultivo y de pase explicadas en la presente memoria para conseguir 

avirulencia at tiempo que se mantengan propiedades inmunogØnicas cuando se 

administre a un animal huØsped. 

Como se usa en la presente memoria, la terminologIa "cultivo a gran escala" 

20 quiere decir un nivel de cultivo de L. intracellularis mayor que aproximadamente 2,0 a 

3,0 litros e incluye la producciOn sobre una escala de 100 litros o mÆs. "Cultivo" como 

se usa en la presente memoria, quiere decir el procedimiento de fomentar el 

crecimiento, la reproducción y/o la proliferación de L. intracellularis. 

DescripciOn de la invenciOn 

25 La soluciôn at problema tØcnico anterior se consigue por la descripción y las 

realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones. 

El objetivo de la presente invención es proporcionar un mØtodo de diagnôstico 

de infección preclInica o clinica por L. intracellularis. AdemÆs, se detectarÆ una 

respuesta inmunitaria a L. intracellularis y se tiene que proporcionar una herramienta 

30 para epidemiologIa de L. intracellularis. 

Este objetivo se ha conseguido de acuerdo con la presente invención dentro 

del alcance de la memoria descriptiva y las reivindicaciones por medio de un mØtodo 

de diagnostico de infección preclInica o clinica por L. intracellularis. 
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La invenciôn se refiere a la detección de anticuerpos contra L. intracellularis y a 

la detección de L. intracellularis misma. Tales anticuerpos incluyen cualquier tipo de 

anticuerpo conocido por los expertos, en particular inmunoglobulinas de los subtipos: 

IgA, IgA soluble, 1gM, lgG (IgGI, lgG2a, lgG2b, IgG3) y tambiØn lgD, IgE. 

5 Para detectar anticuerpos especificos para L. intracellularis, de acuerdo con la 

invenciOn, el mØtodo se basa en el hecho de que: 

a) se toma una muestra liquida de un mamifero 

b) se detecta la union especifica de tat muestra liquida a antIgeno de L. 

intracellularis 

10 c) se compara el resultado obtenido con un control. 

Como se definió anteriormente, L. intracellularis tambiØn incluye fragmentos o 

derivados antigØnicos de L. intracellu!aris, que se pueden usar en un mØtodo como 

anteriormente. 

Similarmente, de acuerdo con la invenciOn, para detectar L. intracellularis, el 

15 mØtodo de acuerdo con la invenciôn es como sigue: 

el mØtodo 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 

20 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 realización preferida, la muestra liquida 

se recoge usando bien un envase de recogida (para orina u otro liquido), una 

25 jeringa/tubo de recogida (para sangre) o algün 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 Ileva a cabo la etapa b) con suero o plasma en 

vez de la muestra liquida. Con posterioridad, se Ileva a cabo (a etapa c) como 

anteriormente. 

30 En una realización preferida, el mØtodo es un inmunoanÆlisis. En un 

inmunoanÆlisis se usan anticuerpos monoclonales o antisueros policlonales 

especIficos a L. intracellularis. Los inmunoanÆlisis de acuerdo con (a invenciOn 

incluyen los mØtodos de detección conocidos en la materia tales como el ensayo 

ELISA (inmunoanÆlisis ligado a enzimas) o el denominado ensayo ELISA de tipo 
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sandwich, dot-blots, inmunotransferencias, pruebas radioinmunológicas  

(radioinmunoanÆlisis RIA), ensayo de Ouchterlony basado en difusión 0 

fluoroinmunoanÆljsjs de cohete. Otros inmunoanÆlisis son el ensayo de anticuerpos 

inmunofluorescentes indirecto o directo ("lEA, por sus siglas en inglØs"). Otro 

5 inmunoanØlisis es el denominado inmunotransferencia (tambiØn conocido como 

procedimiento de transferencia de Western o inmunotransferencia). El fin de la 

inmunotransferencia es transferir proteInas o polipØptidos aparte por electroforesis de 

gel de poliacrdamida sobre un filtro de nitrocelulosa u otro vehiculo adecuado 
y 

al 

mismo tiempo retener las posiciones relativas de las proteInas o polipØptidos 

10 obtenidos a partir de la electroforesis de get. La inmunotransferencia se incuba 

despuØs con un anticuerpo que se une especificamente a la proteIna o al polipØptido 

en consideración. Estos mØtodos de detecciOn se pueden usar por el experto medlo 

para llevar a cabo la invenciOn descrita en la presente memoria. Las referencias 

bibliogrÆficas en que el experto puede encontrar los mØtodos mencionados 

15 anteriormente 
y 

otros mØtodos de detecciOn, se enumeran como sigue: An Introduction 

to Radioimmunoassay and Related Techniques, Elsevier Science Publishers, 

Amsterdam, Palses Bajos (1.986); Bullock et al., Techniques in Immunocytochemistiy, 

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 

20 Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, Paises 

Bajos (1.985). Las tecnologias de circuitos integrados de proteinas sôlidas 
y 

fluidas o 

tecnologIas de micromatriz que usan reactivos marcados o no marcados son 

inmunoanÆlisis adicionales de acuerdo con la invención. Tal ensayo se describe 

ampliamente por ejemplo por Kozak KR, et al., Identification of biomarkers for ovarian 

25 cancer using strong anion-exchange Protein Chips: 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 invención ademÆs se refiere a un estuche de ensayo de diagnóstico para 

30 detectar infección por L. intracellularis que contiene todos los elementos requeridos 

para Ilevar a cabo un mØtodo de diagnOstico de infecciôn por L. intraceliularis 

preclinica o clinica, como se describe en la presente memoria. 

La invenciôn ademÆs se refiere, en particular, a un estuche de ensayo de 

diagnóstico que contiene anticuerpos especificos para L. intracellularis. 
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La invención ademÆs se refiere, en particular, a un estuche de ensayo de 

diagnôstico, caracterizado por que los anticuerpos de acuerdo con la invenciôn son 

policlonales. 

La invención ademÆs se refiere, en particular, a un estuche de ensayo de 

5 diagnóstico, caracterizado por que los anticuerpos de acuerdo con la invención son 

monoclonales. 

Un estuche de ensayo de diagnóstico es una colección de todos los 

componentes para un mØtodo de diagnôstico de acuerdo con la invenciôn. Algunos 

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

10 procedimiento de acuerdo con la invención 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 diagnóstico tamblØn puede 

contener reactivos que pueden detectar anticuerpos ligados tales como por ejemplo 

15 anticuerpos secundarios marcados, cromóforos, 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 0 se 

conocen en la tØcnica o los componentes procedentes de tales bacterias, se pueden 

20 usar como antigeno en un ELISA u otro inmunoanÆlisis, tal como un ensayo de 

anticuerpos inmunofluorescentes (1 FA"), para detectar anticuerpos para L. 

intracellular/s en el suero 
y 

otros fluidos corporales de animales que se sospecha que 

estÆn infectados con las bacterias. El inmunoanÆlisis preferido en el momento 

presente es un IFA, como se describe en el ejemplo a continuación. Alternativamente, 

25 las bacterias de la invención inmediata se pueden usar en un ensayo de 

inmunotransferencia. 

El protocolo de la lnmunotransferencia preferida es como sigue: 

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

nitrocelulosa. 

30 2. Poner membrana en amortiguador de bloqueo durante 2 horas. 

3. Retirar amortiguador de bloqueo y enjuagar con PBS durante 1 minuto. 

4. Diluir suero en amortiguador de bloqueo y aæadir a membrana. lncubar 

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 

aæadir a membrana. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. 

7. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado. 

5 8. Aæadir substrato durante 10 minutos o hasta que tenga lugar bandeo 

intenso. 

9. Enjuagar con PBS. 

10. Secar at aire y conservar en Ia oscuridad. 

El conjugado unido al anticuerpo podia ser por ejemplo una enzima, tat como 

10 una peroxidasa de rÆbano (HRP, por sus siglas en ingles) o fosfatasa alcalina (FA). 

Alternativamente, un cromôforo o cualquier otra substancia detectable que se pueda 

cuantificar en presencia de un substrato, se puede usar como conjugado. 

El inmunoanÆlisis mÆs preferido de acuerdo con la invención es un ELISA. 

Lo mÆs preferiblemente, tat ELISA es un ELISA de tipo sandwich (= ELISA de 

15 captura). Tat ELISA es mÆs 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 aæade con posterioridad. DespuØs de una etapa de lavado, el 

antigeno de L. intracellularis ligado se detecta con un segundo anticuerpo especIfico 

20 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 ddH20 y se incuban con antigeno de 

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

25 37°C. Alternativamente, se conservan las placas recubiertas de anticuerpo y se aæade 

� 
el antigeno cuando se realiza el ELISA. 

Un protocolo ELISA preferido de acuerdo con la invenciÆn es como sigue (uso 

de placas recubiertas de anticuerpo): 

1. Aæadir 0,1 mI/pozo de antigeno diluido en amortiguador de recubrimiento. 

30 Incubar durante 18 horas a 4°C. 

2. Lavar 3 veces con PBS. 

3. Aæadir 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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5. Diluir suero en amortiguador de bloqueo y aæadir 0,1 ml a los primeros 

pozos de la placa. Hacer series de dituciones 1:2 de un lado a otro de la 

placa. Incubar durante 1 hora a 37. 

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

5 7. Dituir un anticuerpo especifico de anti-L.intracellularis conjugado, 

preferiblemente un anticuerpo monoclonal, en amortiguador de bloqueo y 

aæadir 0,1 ml a pozos de la placa e incubar durante 1 hora a 37°C. 

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

9. Aæadir substrato. 

10 10. Medir la absorbancia de luz con un espectrofotômetro. 

11. Se usan los pozos en que no se aæadió antigeno como muestras para 

ensayo en blanco. 

12. TambiØn se deberla usar suero de animal de la especie porcina de control, 

positivo y negativo, con cada ensayo. 

15 Un ELISA preferido se lieva a cabo coma sigue: 

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

at 10%/Suero Normal de Caballo al 10% en ddH20 y se incuban con antigeno de 

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

37°C. 

20 1. Aæadir 90 p1 de amortiguador a cada pozo. 

2. Aæadir 10 p1 de suero en pozos seleccionados. 

3. Incubar la placa durante 1 hora a 37C. 

4. Lavar la placa 3 veces con PBST. 

5. Aæadir anticuerpo especifico de anti-L.intracellularis conjugado de HRP, 

25 preferiblemente un anticuerpo monoclonal diluido en CDS-C+NaCI 0,5M, 

� 

6. Incubar la placa durante 1 hora a 37C. 

7. Lavar la placa 3 veces con PBST. 

8. Aæadir substrato, 100 pI/pozo e incubar a temperatura ambiente durante 10 

30 minutos. 

9. Aæadir 50 p1 interrupción/pozo. 

10. Leer la placa a 450 nm en un espectrofotómetrO. 

El protocolo ELISA de tipo sandwich mÆs preferido de acuerdo con la invención 

es coma sigue: 
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1. Aæadir 0,1 ml/pozo de mAb diluido en amortiguador de recubrimiento. 

Incubar durante 18 horas a 4°C. 

2. Lavar 3 veces con PBS. 

3. Aæadir 0,1 ml/pozo de antIgeno diluido en amortiguador a cada pozo de la 

5 placa. Incubar 1 a 2 horas a 37°C. 

4. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado y/o aæadir directamente 0,25 ml 

de amortiguador de bloqueo a cada pozo de la placa. Incubar 1 a 2 horas 

a 37°C. 

5. Lavar 3 veces con amortiguador de lavado. 

10 6. Diluir suero en amortiguador de bloqueo y aæadir 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. 

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

8. DiIuir anticuerpo especifico de anti-L. intracellularis conjugado, 

15 preferiblemente un anticuerpo monoclonal en amortiguador de bloqueo y 

aæadir 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. Aæadir substrato. 

11. Medir la absorbancia de Iuz con un espectrofotOmetro. 

20 12. Se usan los pozos en que no se aæadió antIgeno como muestras para 

ensayo en blanco. 

13. TamblØn 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 

25 definió anteriormente, mAb se refiere a un anticuerpo monoclonal especifico para L. 

intraceilularis. Preferiblemente, tal anticuerpo es un anticuerpo como se describe a 

continuación. 

Sorprendentemente, los anticuerpos relevantes se generaron para que se 

usaran en el ELISA de acuerdo con la invenciOn. Los anticuerpos tienen los siguientes 

30 nümeros 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 ó 287:6 y como anticuerpos conjugados 268:18, 268:29 ó 287:6. Como 

anticuerpo de captura el mÆs 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 invención se producen por cØlulas de 

hibridoma. Dichas cØlulas de hibridoma de acuerdo con la invención, estÆn 

depositadas en el Centre for Applied Microbiology and Research (CAMR) y European 

5 Collection of Cell Cultures (ECACC)", Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Reino Unido, 

como depôsito de patentes de acuerdo con el Tratado de Budapest. La fecha de 

depôsito fue 11 de mayo de 2.004. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 110:9 se 

deposita con Øxito bajo ECACC Reg. No. 04092204. LINEA CELULAR DE 

HIBRIDOMA 113:2 se deposita con Øxito bajo ECACC Reg. No. 04092201. LINEA 

10 CELULAR DE HIBRIDOMA 268:18 se deposita con Øxito bajo ECACC Reg. No. 

04092202. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 268:29 se deposita con Øxito bajo 

ECACC Reg. No. 04092206. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 287:6 se deposita con 

Øxito bajo ECACC Reg. No. 04092203. LINEA CELULAR DE HIBRIDOMA 301:39 se 

deposita con Øxito bajo ECACC Reg. No. 04092205. 

15 La presente invenciÆn se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, 

que se proporcionan solo con fines ilustrativos y no deben ser considerados limitantes. 

Por supuesto, otras variantes de la invención serÆn fÆcilmente evidentes para un 

experto en la materia. 

Todas las publicaciones y patentes citadas en (a presente memoria se 

20 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, 

25 268:29,301:39. 

� 
Equipo y medios de cultivo para cultivo de cØlulas de 

Equipo y amortiguadores para (a purificaciOn y (a conjugaciOn de HRP de 

anticuerpos (mAb) monoclonales. 

Equipo y soluciones para ELISA 

30 AntIgeno de Lawsonia SF 1289 N343 12/20/00 

Sueros positivos de Lawsonia: Iote#052902cerdo#26 (infectado 

experimentalmente), 

lote#052902cerdo#69 (vacunar) 

sueros negativos de Lawsonia: p 25,8#273 Dia 52 6-30-95, 
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La preparación de los anticuerpos monoclonales se llevó a cabo de acuerdo 

con procedimientos de operación clÆsicos en Svanova Biotech. 

5 1.1.1 Cultivo de ce/u/as de hibridoma y preparaciOn de anticuerpos 

monoclonales conjugados de HRP 

� Para asegurar tas Ilneas celulares de hibridoma se prepararon 15 viales de 

cada linea celular y se conservaron a �135°C. 

� Se descongeló un vial de cada linea celular de hibridoma y las cØlulas se 

10 cultivaron en matraces para cuttivo de cØlulas. 

� Se purificaron 500 ml a 1.000 ml de sobrenadante de cada linea celular y se 

conjugaron a peroxidasa de rÆbano. 

1.1.2 ELISA de B/oqueo 

Se ensayó en el mAb purificado y conjugado de HRP su capacidad para que se 

15 bloquee por sueros de cerdo de Lawsonia positivos en ELISA. 

� La placa de ELISA se recubriô con antigeno de Lawsonia en una dilución de 

1/200, 100 jlIpozo 

� Los sueros de cerdo se diluyeron 1/10, 100 pI/pozo 

� Se diluyó el mAb conjugado de HRP y se aæadió, 100 pI/pozo. 

20 Los resultados se expresan como Porcentaje de inhibiciOn (P1) de acuerdo con 

la siguiente formula: 

P1 = 1 - (muestra 00/ mAb 00) x 100. 

1.2Resultados 

1.2.1 Cultivo de ce/u/as de hibridoma y preparac/On de anticuerpos 

25 monoclonales conjugados de HRP 

� Todos los mAb menos uno se purificaron con Øxito y se conjugaron de HRP. 

Tuvieron buena capacidad de producciOn. 

mAb 372:13 tuvo una capacidad de producción deficiente. Este mAb no se 

conjugó con Øxito a HRP y por lo tanto no se ensayO en el ELISA de 

30 bloqueo. 

1.2.2 ELISA de Bloqueo 

� Se usaron dos sueros positivos (#26, #69) y dos negativos (25,8#273, 

116705) en los experimentos. 

� Los sueros (#26) infectados experimentalmente inhibieron los seis mAb 
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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 inhibiciôn o muy baja. 

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

mAb 

Suero 301 :39 110:9 268:29 287:6 113:2 268 :18 

#26 exp 

+ 57 45 78 74 42 72 

#vac 69 

+ 18 23 52 43 45 25 

25,8#273 

- 7 3 27 20 14 21 

116705 

- -7 -9 -24 -13 18 -19 

1.3 DiscusiOn 

Los resultados de este estudio muestran claramente que uno 0 mÆs de los 

10 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 

distinciôn mÆs clara entre los sueros positivo y negativo, es decir, son fuertes 

candidatos en el desarrollo del ELISA de bloqueo. 

EJEMPLO 2 

15 2.0 Sumario 

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

la detecciôn de anticuerpos para Lawsonia intracellularis: 

DespuØs del cÆlculo de la sensibilidad y Ia especificidad usando anÆlisis de 

inmunofluorescencia IFA como patron de 010 se pudo concluir lo siguiente: 

20 � Capturar mAb 110:9 da una clara distinción entre muestras positivas y 

negativas. 

La detección de mAb 268:29 HRP da una clara distinción entre sueros 

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

25 � 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 intraceliularis (preferiblemente el 

material conceritrado producido en R&D a BI) 

5 � Muestras de suero diluidas 1/10 en NaCl 0,5M/PBST. lncubación durante 1 

hora a 37C. 

� mAb conjugado de HRP 268:29, liofilizado en amortiguador CDS-C que 

contenla NaCl 05M. lncubaciOn durante 1 hora a 37C. 

� Substrato K-Blue Max, incubaciOn durante 10 minutos a temperatura 

10 ambiente. 

� soluciOn de interrupciOn de Svanova 

2.1 Material y mØtodos 

Se llevO a cabo el ELISA de acuerdo con el siguiente procedimiento: 

2.1.0 Procedimiento ELISA 

15 � Aæadir 90 p1 de amortiguador a todos los pozos. 

Aæadir 10 p1 de suero a los pozos seleccionados. 

� Incubar la placa durante 1 hora a 37C. 

� Lavar la placa 3 veces con PBST 

� Aæadir mAb conjugado de HRP diluido en CDS-C+NaCI 0,5M, 100 p1 /pozo. 

20 � Incubar la placa durante 1 hora a 37C. 

� Lavar la placa 3 veces con PBST. 

� Aæadir substrato, 100 pI/pozo e incubar a temperatura ambiente durante 10 

minutos: 

� Aæadir 50 p1 interrupción/pozo 

25 � Leer Ia placa a 450 nm en un espectrofotômetro.  

Los resultados se presentaron como 1- valores OD o 2- valores P1 (porcentaje 

de inhibición) es decir 100 - OD muestra/ OD mAb x 100. 

2.1.1 Ensayo I (ELISA 030922, 030923x2) 

Maxitiras C-8 recubiertas con mAb 110:9, 113:2, 301:39, 287:6, 268:29, 300 

30 ng/pozo. B(oqueo de tiras con 10% de 2251HAS(suero normal de caballo), sacarosa al 

10% /UHP H20. 150 pI/pozo, incubados durante 30 segundos a temperatura ambiente. 

Ag #030619 diluido 1/10 en PBST, 100 pI/pozo, 3 horas de incubación en 4C. 

Tiras secadas en 37C durante 3 horas. Conservadas en 4C. 

Sueros: IFA pos: #26, #69. IFA neg: #6, Cl, Dl, El. Diluido 1/10 en NaCl 
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0,5M/PBST 

Conjugado: 268:18, 113:2, 301:39110:9, 287:6, 268:29 HRP diluido en NaCI 

0,5M/PBST. 

Todo el mAb de captura se ensayó frente a todo el mAb conjugado de HRP 

5 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. IFA neg: #6, Cl, Dl, El. Diluido 1/10 en NaCI 

0,5M/PBST 

10 mAb conjugado de HRP 268:18, 268:29, 287:6 diluido en NaCI 0,5M/CDS-C 

(amortiguador clÆsico para liofilización de conjugados como Svanova en la 

producción). 

2.1.3 Ensayo 3 (ELISA 030925) 

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

15 Sueros: se ensayaron 24 sueros (10 IFA pos, 10 IFA neg y 4 dudosos). 

Dilución: 1/10 en NaCI 0,5M/PBST. 

Conjugado: 268:18 HRP diluido en NaCI 0,5M/CDSC. 

2.1.4 Ensayo 4 (ELISA 030930, 031002, 031008) 

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

20 Sueros: 21 IFA positivo y 69 IFA negativo. Dilución: 1/10 en NaCI 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 I (ELISA 030922, 030923 x2) 

25 . 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 bloqueo en los sueros 

positivos. Los sueros NO #6 obtuvieron positivo en la mayoria de los ensayos. Esto se 

sospechó debido a que este suero tambiØn obtuvo positivo en el prototipo b-ELISA 

30 desarrollado previamente. 

2.2.2 Ensayo 2 (ELISA 030924) 

Este ensayo se Ilevô a cabo principalmente para asegurar que se podia usar el 

amortiguador patrOn usado para liofilizar el conjugado. Los resultados muestran que el 

bloqueo se consiguiO con los sueros positivos. El mejor bloqueo se encontró con la 
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detección de mAb 268:18 ó 268:29. 

2.2.3 Ensayo 3 (ELISA 030925) 

Se encontró que el mAb de captura 110:9 era la mejor elección ya que daba la 

diferenciaciôn mÆs clara entre muestras positivas y negativas. 

5 2.2.4 Ensayo 4 (ELISA 030930, 031002. 031008) 

Se pueden encontrar valores de OD y P1 obtenidos en el apØndice 5. Cuando 

se representan grÆficamente los valores OD frente a los resultados IFA el mAb 268:29 

conjugado de HRP da la distinciôn mÆs clara entre muestras positivas y negativas con 

una sensibilidad y especificidad del 100 %. mAb 268:18 tambiØn da una sensibilidad y 

10 especificidad de 100% pero el area entre muestras positivas y negativas es ligera. 

Cuando se representan grÆficamente los valores P1, 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. Discusión 

15 DespuØs del câlculo de la sensibilidad y la especificidad frente al anÆlisis de 

tnmunofluorescencia IFA, se puede concluir lo siguiente: 

� mAb 110:9 de captura es la mejor elección ya que da una distinción clara 

entre muestras positivas y negativas. 

� Detección de mAb 268:29 conjugado con HRP es la mejor elecciOn ya que 

20 da una distinciôn clara entre sueros positivos y negativos con una 

sensibilidad y una especificidad del 100%. 

Se recomienda que el prototipo sea como sigue: 

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

� Ag: Cultivo de Lawsonia intracellularis (preferiblemente el material 

25 concentrado producido en R&D a BI) 

� 
� Muestras de suero diluidas 1/10 en NaCl 0,5 M/PBST. Incubación durante 1 

hora a 37C. 

� mAb 268:29 conjugado de HRP, liofilizado en amortiguador CDS-C que 

contenia NaCl 05M. IncubaciOn durante 1 hora a 37C. 

30 � Substrato K-Blue Max, incubación durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. 

� solución de interrupciOn de Svanova 
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EJEMPLO 3 

3.1 Resumen 

Los estudios de estabilidad acelerada realizados indican que la placa de ELISA 

capturada P01 antigeno de Lawsonia intraceflularis tiene una estabilidad de at menos 

5 un aæo y que el conjugado 268:29 de HRP a- Lawsonia tiene una estabilidad de 6 a 12 

meses en una forma liofihizada. 

3.2 Introducción 

Para estimar la estabilidad de los componentes de un futuro estuche de ELISA 

de Lawsonia intracellularis se tienen que Ilevar a cabo ensayos de estabilidad 

10 acelerada. El componente que se tiene que ensayar se conserva a 37C durante 4 

semanas y se ensaya despuØs en el ELISA en comparaciOn 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 

15 HRP. 

3.3 Materiales y mØtodos 

Estabilidad acelerada sobre placas (ELISA 031024) 

Las placas se recubrieron con mAb 110:9 de Lawsonia bloqueado con 

sacarosa al 10%/suero normal de caballo at 10% en ddH20 y se incubaron con 

20 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 tambiØn se almacenaron en -MC durante el periodo de ensayo completo 

como ref erencia. 

Se usaron sueros positivos #26, #69 y #06 y negativos C2, Dl y E2 para 

25 comprobar la realización del ELISA de tipo sandwich. 

� 
Se usô mAb 268:29 conjugado de HRP tote #030120. 

Estabilidad acelerada sobre conjugado llofilizado (ELISA 031027) 

Se diluyô 1/1.000 mAb 268:29 conjugado de HRP, tote #030120, en 

amortiguador CDS-C distribuido en frascos de vidrio y liofilizado de acuerdo con 

30 procedimientos clÆsicos. Se conservaron cuatro frascos liofilizados a +37C durante 1, 

2, 3 y 4 semanas. TambiØn se conservaron frascos a 4G. Se ensayaron los diferentes 

frascos en el ELISA de tipo sandwich. Se usó como suero positivo #26 y se usaron 

como suero negativo 030926. Se encontró que una dilución de 1/1.000 del anticuerpo 

conjugado ("dilución de conjugado") daba valores OD demasiado altos en el ensayo. El 
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anticuerpo conjugado se valorô par to tanto en la placa para obtener una seæal 

correcta para el ensayo. 

3.4. Resultados 

Estabilidad acelerada sobre placas 

5 Se vio una gran caida en los valores OD despuØs de 1 semana comparado 

con el valor OD de las tiras mantenidas a +4oC. No se vieron grandes diferencias 

cuando se comparó  la semana 1 a 4. Cuando se miran los valores Pt no se encontró 

nada significativo entre la semana 1 a 4 y +4°C.  

Estabilidad acelerada sobre conjugado liofilizado 

10 A una "dituciOn de conjugado" de 1/8.000 el suero # 26 rnostro una disminución 

de 0547 a 0,398 despuØs de 4 semanas y el suero 030926 cayó de 1,654 a 0,99 

despuØs del periodo de 4 semanas. 

3.5. DiscusiOn 

Los estudios de estabilidad acelerada Ilevados a cabo indican que la placa 

is 

ELISA de Lawsonia intracellularis tiene una estabilidad de at menos un aæo. El 

anticuerpo 268:29 conjugado de HRP de anti-Lawsonia mostrO una disminuciOn del 

40% en el valor OD frente a los sueros negativos y despuØs de 4 semanas. Esto podia 

indicar alguna inestabilidad del conjugado. Cuando se calcula en los valores OD una 

disminución del 40% de una seæal a la media de 1,5 yet valor OD de 0,9 despuØs de I 

20 aæo que estÆ aün dentro de los criterios de aceptación. 

EJEMPLO 4 

4.1 Resumen 

Se llevó a cabo la verificación del prototipo (lote de placa 040107) ensayando 

50 sueros usados previamente cuando se desarrolló el prototipo. El estudio de 

25 verificación mostró un acuerdo del 100% con los sueros positivos mientras 2 de los 25 

sueros negativos obtuvieron positivo en el lote verificado. 

Se encontró 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 encontrô que PBST que contenia PVP at 0,042% mostraba resultados 

30 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 

nümero de sueros en un tote de placa producido a gran escala. El estudio se realizó 

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

Se usó amortiguador CDS-C como conservante cuando se estaba hofilizando el 

conjugado de HRP. Este amortiguador contiene sueros de animal de la especie 

porcina. Como puede ser problemÆtico en el futuro encontrar sueros negativos de 

5 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 Ilevado a cabo con 

comprimidos de PBST. Se ha visto que el PBST conc.20x que estÆ incluido en 

estuches Svanovir no se puede usar puesto que el ensayo no diferenciarÆ 

10 correctamente entonces entre muestras positivas 
y 

negativas. Cuando se comparan 

las recetas de los comprimidos 
y 

el PBST conc. 20x se encontró que todos los 

componentes eran el mismo salvo PVP at 0,042% (polivinhlpirrolidona K25) que se 

incluyô en los comprimidos como un factor de estabilización. Los experimentos 

mostraron que cuando se aæadIa el PVP at PBST 20x se consegulan los mismos 

15 resultados que con los comprimidos. 

4.3 Materiales 
y 

mØtodos 

Verificaciôn 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 usO 

20 amortiguador de PBST conc 20x con PVP at 0,042%. Se usó tote 040308 de 

conjugado liofilizado. 

Amortiguador CDS-C con suero normal de caballo 

Ensayo ELISA 040203 

El amortiguador de CDS-C se preparó con; 1- suero de animal de la especie 

25 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, 3-29664, A-27239, B-27239, #26 

y 

C2. Se usO mAb conjugado de HRP 268:29 tote #030318. Se usó PBST conc 20 x 

con PVP at 0,042%. 

so 

Ensayo ELISA 040311 

Se ha usado suero normal de caballo que contenla amortiguador CDS-C para 

preparar conjugado liofilizado en dos ocasiones (040211, 040308). Se preparó el 

conjugado para obtener una dituciOn final de 1/20k, 1/25k y 1/30k. Se ensayó 

conjugado rechØn 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 usó mAb 

conjugado de HRP 268:29, tote #030318. Se usó PBST conc 20 x con PVP at 

0,042%. 

PBST con PVP (ELISA 040301) 

5 Amortiguador PBST concentrado 20x se diluyó 1/20 y se aæadiO una 

concentraciôn final de PVP at 0,042%. Se ensayO 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 dilución del conjugado asi como en el amortiguador de lavado. 

10 Se usaron los sueros: #26, El, 1-29664, 3-29664, A-27239, B-27239 y gris 13. 

Se usó mAb 268:29 conjugado de HRP, tote #030318. Se usô como amortiguador 

CDS-C conjugado con suero de animal de la especie porcina. 

4.4. Resultados 

Verificación de prototipo 

15 Los resultados muestran que todos los 25 sueros previamente positivos 

tambiØn obtenlan positivo en el tote de verificación. 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 mostrO resultados 

20 similares al de con sueros de animal de la especie porcina. 

La lectura del mAb conjugado de HRP liofilizado disminuyô a to sumo 0,4 OD 

cuando se compara con el conjugado reciØn preparado. Esta caida se observó en 

ambos totes de conjugado liofilizado. No estÆ afectando a Ia realizaciôn del ensayo ya 

que los valores de Pt calculados correspondlan bien sin tener en cuenta los valores de 

25 OD obtenidos. 

�PBST con PVP 

Los resultados muestran que soluciôn de PBST concentrada 20x, diluida 1/20 

con adición de PVP at 0,042% daba resultados similares que los comprimidos de 

PBST mientras PBST conc 20x diluido 1/20 sin el PVP mostraba resultados falsos 

30 negativos. 

4.5. DiscusiOn 

Se llevó a cabo la verificación del prototipo (lote de placa 040107) ensayando 

50 sueros usados previamente cuando se desarrolló el prototipo. El estudio de 

verificación mostró 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. 

5 Se encontró que PBST que contenla PVP al 0,042% mostraba resultados 

similares que usando los comprimidos de PBST (que contienen PVP). Los estuches 

futuros contendrÆn por lo tanto este amortiguador. Se tiene que Ilevar a cabo un 

estudio de estabilidad del PBST conc 20x con PVP para asegurar la validez de los 

estuches. 

10 EJEMPLO 5 

5.1 IntroducciOn y Objetivos 

La detecciôn de anticuerpos de suero frente a Lawsonia intracellularis se hace 

hasta ahora por el uso de ensayos IFA (1). Estos ensayos conflan en un criterio 

�. 
individual y altamente subjetivo en la interpretaciôn de resultados. Recientemente se 

15 desarrollô 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 

anÆlisis comparativos. En este estudlo se presentan los primeros datos comparativos 

al ensayo IFA, demostrando la idoneidad y realización del nuevo ensayo. 

20 5.2 Material y MØtodos 

Se uso el antIgeno de L. intracellularis crecido en un cultivo de cØlulas 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 dilución 1 a 10. DespuØs de 1 hora de incubación a 37 °C se 

25 lavaron placas con solución de PBS y Tween, se aæadió anticuerpo monoclonal 

marcado de peroxidasa de rÆbano (diferente al anticuerpo de captura). Las placas se 

incubaron durante una hora adicional a 37 °C. Se retiraron anticuerpos no ligados P01 

lavado. DespuØs de incubaciOn con substrato TMB, durante 10 mm., a temperatura 

ambiente, se detuvo la reacciOn aæadiendo una solución de interrupción. Se leyó el 

30 0D450 en un fotómetro para cada pozo. Se calcularon los resultados como porcentaje 

de inhibición 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. AdemÆs 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 diagnóstico del ELISA en comparación con el 

IFA. 

5.3 Resultados 

Muchos sueros negativos dieron como resultado valores de inhibición 

5 negativos. Por to tanto, el valor medido mÆs bajo se fijó a 0 y todos los demÆs valores 

se refirieron a Øste. 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 medlo 89). La mayoria de las muestras que obtuvieron 

10 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 comparación con los resultados del ensayo IFA el ELISA proporciona una 

15 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 montón de 

resultados cuestionables debido a fluorescencia no especifica. Los perfiles serológicos 

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 10 y 16 

20 semanas en comparación 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 diagnóstico de ileitis en muestras de rutina. 

ELISA de ileitis de bloqueo nuevo proporciona una herramienta para investigación 

rÆpida y sensible de grandes cantidades de muestras sobre una base objetiva. 

25 Referencias 

� 
1. Guedes RMC et at., 2.002. Can J Vet Res 66:99-107. 

2. Knittel JP et al.,1.998. AJVR 59:722-726. 

3. Biksi I et at., 2.002. Proc. 17th IPVS, Ames, Iowa, EE.UU. 

4. van Aken N et at, 2002. Proc. 17th IPVS, Ames, Iowa, EE.UU. 

30 EJEMPLO 6 

6.1 IntroducciOn y Objetivos 

El diagnóstico especIfico de ileitis se hace hasta ahora por el uso de ensayos 

IFA para detección de anticuerpos (1,2) o PCR (3,4), mØtodos histolôgicos y de 

inmunomarcado (2,5,6) para detecciOn de antigeno en muestras de heces o de tejido 
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intestinal. Todos estos mØtodos presentan desventajas especIficas que conciernen a 

la especificidad, riesgo de contaminación o carga de trabajo y no son adecuados para 

investigaciones de rutina de manadas en una gran escala. As! la mayorIa de los 

ensayos de diagnóstico se hacen sOlo para unos cerdos de una manada. Por el uso de 

5 un ELISA de bloqueo desarrollado recientemente el ensayo serolOgico se hace mÆs 

fÆcil, mÆs fiable y adecuado para perfil de manada. Las investigaciones de cortes 

transversales de 22 granjas en Alemania se Ilevaron a cabo para demostrar la 

realizaciOn de diagnôstico del nuevo ensayo. 

6.2 Material y MOtodos 

10 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 describió en el ejemplo 5. 

6.3 Resultados 

15 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 

20 sintomas cllnicos en las granjas. Las granjas No. 5, 6 y 15 no tuvieron problemas 

entØricos cimnicos al tiempo del muestreo. En la granja No. 3, lechones de 4 a 13 

semanas tuvieron problemas entØricos que se diagnosticaron como diarrea por E. coli. 

En la granja No. 18, ensayos serológicos previos indicaron la presencia de Lawsonia 

intracellularis en la granja sin sintomas clinicos. En las granjas No. 1,2,7, 8, 9, 10, 11, 

25 12, 19, 21 y 22 se diagnosticô ileitis antes del muestreo para este estudio. Las granjas 

No. 4, 13, 14, 16 y 20 indican problemas entØricos en productores y cebadores, en Las 

granjas No. 4 y 13 se sospecha ileitis cilnica. En la granja No. 17 no se observan 

seæales clinicas de diarrea pero se usan antibiôticos en productores y en el comienzo 

del engorde. 

30 6.4 DiscusiOn 

El seroperfil resumido de las 22 granjas muestra alta reactividad en cerdas y 

primerizas y aumento de la reacción de anticuerpos que empieza a las 13 semanas 

hasta 24 semanas. Estas observaciones estÆn de acuerdo con datos serolOgicos 

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. coil (No. 3) no mostraron seroconversión significativa en el ELISA. En las 

granjas con ileitis conocida (No. 1, 2, 7, 8, 9, 10, ii, 12, 19, 21 y 22) se puede 

detectar una seroconversión clara entre las semanas 7 y 13. Interesantemente, las 

5 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 entØricos 

aparentes. Esto podia ser debido a una infección subclinica con Lawsonia 

intracellularis. Los resuitados de la granja No. 17 parecen indicar una ileitis subclInica. 

El nuevo ELISA de acuerdo con la invención proporciona una herramienta poderosa 

10 para diagnOstico serológico de ileitis adecuado para ensayo de rutina de 

investigaciones de manadas de tamaæos de muestra grandes y de cortes 

transversales. 

Referencias 

� 
1. Knittel JP et al., 1.998. AJVR 59:722-726. 

15 2. Guedes RMC et al., 2.002. Can J Vet Res 66:99-107. 

3. Jones GF et al., 1.993. J Clin Microbiol 31: 2.611-2.615. 

4. Suh-DK et al., 2.000. J Vet Sd 1:33-37. 

5. McOrist S et al., 1.989. Vet Pathol 26: 260-264. 

6. Huerta B et al., 2.003. J Comp Path 129: 179-185. 

20 7. Biksi I et al., 2.002. Proc. 17th IPVS, Ames, Iowa, EE.UU. 

8. van Aken N et al., 2.002. Proc. 17th IPVS, Ames, Iowa, EE.UU. 

9. HoIyoake PKetal., 1.994. J Gun Microbiol 32: 1.980-1.985. 
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REIVINDICACIONES 

0 MØtodo para el dagnóstico de infecciOn por Lawsonia intracellularis 

precllnica o clinica, que comprende las siguientes etapas: 

a) se toma una muestra liquida de un mamifero 
(Ykt 

5 b) se detecta la yEj§n as ecIfic de tal muestra llquida a L. intracellularis 

c) se compara el resultado obtenido con un control. 

2. MØtodo de acuerdo con la reivindicación 1 en el que tal mØtodo es un 

inmunoanÆlisis. 

3. MØtodo de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, en el que tal mØtodo es un 

10 ELISA. 

4. MØtodo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el 

que tal mØtodo es un ELISA de bloqueo. 

5. MØtodo 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 

15 consiste en: anticuerpo 301:39, anticuerpo 287:6, anticuerpo 268:29, anticuerpo 110:9, 

anticuerpo 113:2 y anticuerpo 268:18. 

ETLinea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092204 que segrega 

anticuerpo 110:9 

Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092201 que segrega 

20 anticuerpo 113:2 

(9 Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092202 que segrega 

anticuerpo 268:18 

0 9. Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092206 que segrega 

anticuerpo 268:29 

25 
C, 6) 

Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092203 que segrega 

anticuerpo 287:3 

C, ?)- 
Linea celular de hibridoma ECACC Registro No. 04092205 que segrega 

anticuerpo 301:39 

(3Estuche de partes que comprende un anticuerpo monoclonal seleccionado 

30 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 mØtodo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6. 
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METODO DE DIAGNOSTICO DE LAWSON1A INTRACELLULARIS 

RESUMEN 

La presente invención se refiere al campo de la salud animal y en particular a 

5 Lawsonia intracellularis. En particular, la invenciOn se refiere a un metoclo cie 

diagnOstico de infecciôn por Lawsonia intracellularis y a un estuche de ensayo de 

diagnóstico usando anticuerpos especificos de Lawsonia intracellularis. La invenciófl 

tambiØn se refiere al uso del mØtodo o del estuche de ensayo para diagnosticar 

10 

UA 

infecciones por Lawsonia intracellularis. 
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