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DESCRIPCION
Polipéptidos de Campylobacter jejuni ubicados en superficie
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polipéptidos ubicados en la superficie celular de Campylobacter jejuniy su uso en
la inmunizacion frente a la infeccion por Campylobacter, en el diagnostico de Campylobacter y en la identificacion de
compuestos con actividad anti-Campylobacter.

Antecedentes de la invencion

Incidencia de infecciones por Campylobacter

Campylobacter, una bacteria microaerofila gram-negativa, se identifico por primera vez como un patégeno humano
en 1973. Desde entonces se ha convertido en la causa bacteriana mas comun de enfermedad diarreica en el mundo
desarrollado, produciendo mas enfermedad que los patégenos transmitidos por alimentos mas reconocidos
tradicionalmente, las especies de Shigella (spp). y Salmonella spp. combinadas. De las diferentes cepas de
Campylobacter que producen enfermedad, C. jejuni es la mas importante, siendo responsable del 99% de casos de
campilobacteriosis. A nivel global, la vigilancia ha indicado una elevacion constante en el numero de casos
notificados de campilobacteriosis desde que este organismo se reconocié por primera vez como patégeno. En
efecto, la Organizacion Mundial de la Salud reconoce en la actualidad que las bacterias que producen
campilobacteriosis son los agentes mas importantes de enteritis en el mundo. Los funcionarios de salud publica
internacionales estiman que C. jejuni solo produce de 400 a 500 millones de casos de diarrea en todo el mundo cada
ano, y es el patégeno transmitido por alimentos niumero uno en los Estados Unidos. Datos recientes durante el afio
2000 ilustran la importancia de Campylobacter con respecto a otras causas mas divulgadas de enfermedades
transmitidas por alimentos. Campylobacter es responsable mas casos, hospitalizaciones y muertes que las
enfermedades transmitidas por alimentos mediadas por Salmonella o E. coli. Entre el conjunto de datos,
Campylobacter representa mas del 55% de los casos y el 33% de hospitalizaciones.

Sintomas de las infecciones por Campylobacter

La diarrea es la manifestacion mas constante y destacada de la campilobacteriosis. A menudo es con sangre. Los
sintomas tipicos de la infeccion por C. jejuni también incluyen fiebre, nausea, vémitos, dolor abdominal, cefalea y
dolor muscular. La mayoria de los casos son leves y no requieren hospitalizacién y pueden resolverse
espontaneamente. Sin embargo, la infeccion por C. jejuni puede ser grave y potencialmente mortal. La muerte es lo
mas comun cuando estan presentes otras enfermedades (por ejemplo cancer, enfermedad hepatica y enfermedades
relacionadas con la inmunodeficiencia). Los nifios menores de cinco afios de edad y los adultos jovenes de 15-29
afios de edad son los grupos de edad afectados mas frecuentemente. El periodo de incubacién (el tiempo entre la
exposicion y el inicio del primer sintoma) es normalmente de dos a cinco dias, pero el inicio puede producirse en tan
solo 2 dias o hasta 10 dias tras la ingestion. La enfermedad habitualmente no dura mas de una semana, sin
embargo, los casos graves pueden persistir hasta durante tres semanas (CDC Guidelines for confirmation of food-
borne disease outbreaks. MMWR, 1996; 45:59).

Consecuencias a largo plazo de Campylobacter

La infeccion por Campylobacter a veces puede tener consecuencias a largo plazo. Algunos pacientes pueden
desarrollar una enfermedad, denominada sindrome de Guillain-Barré, que afecta a los nervios del cuerpo tras la
campilobacteriosis. Aunque es poco frecuente, es la causa mas comun de paralisis generalizada aguda en el mundo
occidental. Comienza varias semanas tras la enfermedad diarreica en una pequefia minoria de pacientes con
Campylobacter. Se produce cuando el sistema inmunitario de una persona genera anticuerpos contra componentes
del Campylobacter y estos anticuerpos atacan los componentes de las células nerviosas del cuerpo porque son
quimicamente similares a componentes bacterianos.” El sindrome de Guillain-Barré comienza en los pies y se
extiende por el cuerpo. Las sensaciones de pinchazos dan paso a debilidad que puede conducir a paralisis. Dura de
semanas a meses y a menudo requiere cuidado intensivo. La recuperacion completa es comun, sin embargo los
pacientes pueden quedar con dafio neuroldgico grave. Aproximadamente el 15% de los pacientes con Guillain-Barré
permanecen postrados en cama o confinados a una silla de ruedas tras un afo. Se estima que aproximadamente
uno de cada 1000 (0,1 %) casos de campilobacteriosis notificados conduce al sindrome de Guillain-Barré. Hasta el
40% de los casos del sindrome de Guillain-Barré en el RU se producen tras campilobacteriosisz.

El sindrome de Miller-Fisher es otro sindrome neuroldgico relacionado que puede seguir a la campilobacteriosis y se
produce también por imitacion inmunoldgica ' En el sindrome de Miller-Fisher, los nervios de la cabeza se ven mas
afectados que los nervios del cuerpo.

Otra afeccion cronica que puede asociarse con la infeccion por Campylobacter es una artritis denominada sindrome
de Reiter. Esta es una artritis reactiva que afecta lo mas cominmente a grandes articulaciones que soportan peso
tales como las rodillas y la parte inferior de la espalda. Es una complicacion que se asocia fuertemente con una
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composicion genética particular; son mas susceptibles las personas que tienen el antigeno linfocitario humano B27
(HLA-B27).

Ademas, el Campylobacter puede producir también apendicitis o infectar la cavidad abdominal (peritonitis), el
corazoén (carditis), el sistema nervioso central (meningitis), la vesicula biliar (colecistitis), las vias urinarias y el
torrente sanguineo.

Bibliografia:
1. Ang CW et al. (2001) Infect Immun. 69(4):2462-2469.
2. Rees et al. (1995) N Engl J Med 333:1374-1379.

Tratamiento de la campilobacteriosis

Los pacientes con campilobacteriosis deben beber mucho liquido mientras que dure la diarrea con el fin de mantener
la hidratacion. Las medicaciones antidiarreicas tales como loperamida pueden disipar algunos sintomas.
Campylobacter es habitualmente una enfermedad que se resuelve espontaneamente, pero cuando se identifica, esta
indicado el tratamiento especifico con antibidticos, ya que el tratamiento puede acortar el transcurso de la
enfermedad. En casos mas graves de gastroenteritis, se inicia habitualmente un tratamiento con antibidticos antes
de que se conozcan los resultados de los cultivos. Los antibiéticos macroélidos (eritromicina, claritromicina o
azitromicina) son los agentes mas eficaces para C. jejuni. También pueden usarse antibioticos de fluoroquinolonas
(ciprofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino o moxifloxacino).

Sin embargo, se ha notificado la resistencia de Campylobacter a agentes antimicrobianos en muchos paises y esta
en aumento (Pedungton y Kaneene (2003) J. Vet. Med. Sci. 65(2):161-170). La resistencia a quinolonas esta en
aumento en Europa, Asia y los Estados Unidos. El aumento de la resistencia esta relacionado, al menos
parcialmente, con el uso de los antibiéticos en los piensos para aves (Smith et al. (1999) N Engl J Med 340:1525-
1532).

Estrategias novedosas para el tratamiento, la prevencion vy el diagndstico de Campylobacter

Debido a que el aumento en la incidencia y la aparicion extendida de resistencia, existe una necesidad considerable
del desarrollo de nuevos productos eficaces para el tratamiento y la prevencion de infecciones por Campylobacter.
Por un lado, debido a la aparicién de resistencia, existe una necesidad de compuestos anti-Campylobacter
novedosos. Por otra parte, estudios observacionales y experimentales han proporcionado evidencias de desarrollo
de inmunidad adquirida en seres humanos, lo que conduce a soportar el concepto del desarrollo de vacunas, en
particular para los grupos de riesgo (Scott y Tribble (2000) En: Campylobacter, 22 ed. Ed. de Nachamkin y Blaser,
American Society for Microbiology, pags. 303-319). Ademas, existe una necesidad de nuevos métodos rapidos y
fiables para el diagnéstico de las infecciones por Campylobacter.

Estos objetivos pueden lograrse mediante la identificacion y el uso de polipéptidos adecuados de Campylobacter
Jejuni que pueden funcionar como dianas, es decir dianas para el sistema inmunitario y/o para anticuerpos, dianas
para inhibidores citotéxicos, o dianas para restos indicadores en diagnéstico.

El documento WO 02/077183 (Elitra) se refiere a secuencias de acidos nucleicos antisentido que inhiben la
proliferacion de procariotas. Los acidos nucleicos pueden usarse, entre otros, para seleccionar acidos nucleicos
homologos que se requieren para la proliferacion en células distintas de Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

El documento US 5.470.958 (Enteric Research Laboratories Inc.) se refiere a una composicion antigénica que
incluye antigenos que pueden obtenerse a partir de Campylobacter jejuni. La composicidn antigénica se da a
conocer para su uso como vacuna para inducir anticuerpos protectores tanto contra Campylobacter coli como contra
Campylobacter jejuni.

El documento CA 2.296.869 (Angela et al.) se refiere a proteinas de Campylobacter jejuni implicadas en la adhesion
e invasion de dicha bacteria. Se refiere ademas al conjunto en un kit de los productos dados a conocer, dandose a
conocer dicho kit para su uso en la deteccidn de dicha bacteria sometiendo a ensayo para detectar una proteina o
moléculas de proteina J1pA, la presencia de moléculas de acido nucleico o la presencia de una lipoproteina o un
resto lipidico en un polipéptido en una muestra. También, se refiere a una composiciéon para el tratamiento de
enfermedades infecciosas y a una vacuna.

Resumen de la invencion
La presente solicitud, en una realizacion, se refiere a una composicion que comprende

- un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO:43 endonde XiesVoAyXoesAoTyXsesToA,
o comprende un fragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 74-81 o una
variante de dicha secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con dicha secuencia,
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- un polinucleétido que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,
- un vector de expresion que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,

- un virus recombinante o una célula recombinante que comprende dicho polinucleétido o dicho vector de
expresion, o

- un anticuerpo que puede unirse a dicho polipéptido,
para su uso como medicamento.

La presente solicitud, en una realizacion adicional, se refiere a un anticuerpo que puede unirse a un polipéptido de
SEQ ID NO:43 en donde X1es Vo Ay Xoes Ao Ty Xz es T o A para su uso como medicamento.

La presente solicitud en una realizacién adicional se refiere a una célula de Escherichia coli recombinante de
virulencia atenuada o reducida o una célula de Salmonella recombinante de virulencia atenuada o reducida
transformada o transfectada con un polinucleétido que comprende una secuencia que codifica para el polipéptido de
SEQ ID NO:43 endonde X1 esVo Ay Xoes Ao Ty Xzes T oA, oque codifica para un fragmento antigénico o una
variante de dicha secuencia tal como se define en la reivindicacion 1, para su uso como medicamento.

La presente solicitud, en una realizacion adicional, se refiere al uso de

- un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO:43 en donde X1esVo Ay XoesAoTy XzsesToA,
o comprende un fragmento antigénico o una variante de dicha secuencia tal como se define en la
reivindicacion 1,

- un polinucledtido que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,
- un vector de expresion que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,

- un virus recombinante o una célula recombinante que comprende dicho polinucleétido o dicho vector de
expresion,

para la preparacion de un medicamento para la inmunizaciéon de un animal o ser humano frente a infecciones por
Campylobacter, preferiblemente Campylobacter jejuni.

La presente solicitud, en una realizacion adicional, se refiere al uso de un anticuerpo que puede unirse al polipéptido
de SEQ ID NO:43 endonde X1esVoAyXoes Ao TyXses To A, para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento o la prevencion de infecciones por Campylobacter, preferiblemente Campylobacter jejuni, en un animal o
ser humano.

La presente solicitud, en una realizacion adicional, se refiere a un método para detectar Campylobacter jejuni en una
muestra que comprende las etapas de

a. poner en contacto dicha muestra con un resto indicador que puede unirse especificamente al polipéptido de
SEQ ID NO:43 en donde X1 esVo Ay Xoes Ao Ty Xs es To A, enelque el resto indicador puede
ademas unirse especificamente a células de Campylobacter jejuni intactas, y

b. determinar si se ha generado una sefal por el resto indicador, detectando de ese modo si dicha muestra
contiene Campylobacter jejuni.

La presente solicitud en una realizacion adicional se refiere a un método para identificar un inhibidor del polipéptido
de SEQ ID NO:43 endonde X1esVoAy Xoes Ao Ty Xzes T oA, que comprende las etapas de

a. proporcionar dos células que difieren en el nivel del polipéptido de SEQ ID NO:43 en donde X1 es Vo Ay
XoesAoTyXsesToA,

b. determinar la sensibilidad de dichas células a un supuesto inhibidor, por ejemplo mediante un ensayo de
crecimiento tal como se define en la reivindicacion 38, y

c. determinar si dichas dos células se ven afectadas de manera diferente por la presencia de dicho supuesto
inhibidor.

La presente solicitud, en una realizacion adicional, se refiere a un método para identificar una pareja de unién
derivada del hospedador del polipéptido de SEQ ID NO:43 en donde X1 esVo Ay XoesAoTyXsesToA,oun
fragmento del mismo tal como se define en la reivindicacion 1, que comprende las etapas de

a. proporcionar membranas del hospedador purificadas y separadas por electroforesis transferidas sobre una
membrana,
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b. incubar dichas membranas del hospedador con el polipéptido de SEQ ID NO:43 en donde X1 es Vo Ay X;
esAoTyXszesToA, ounfragmento del mismo,

c. determinar la unién usando anticuerpos especificos para el polipéptido de SEQ ID NO:43 en donde X4 es V
oAy XsesAoTyXses ToA, odicho fragmento del mismo, y

d. identificar la pareja de unién mediante elucién de dicha membrana de transferencia y posterior analisis.

La presente solicitud se refiere a polipéptidos ubicados en superficie de Campylobacter jejuni tal como se define en
la reivindicacion 1. En el contexto de esta solicitud, una polipéptido “ubicado en superficie” se define como un
polipéptido que es al menos parcialmente (es decir, parte de la cadena de polipéptido y/o parte de la poblacién de
las moléculas de polipéptido) ubicadas en el exterior de la membrana externa de un célula de Campylobacter jejuni.
Por tanto, un polipéptido ubicado en superficie es un polipéptido que esta expuesto completa o parcialmente al
espacio exterior de la membrana externa. Los polipéptidos ubicados en superficie incluyen ademas todos los
polipéptidos o fragmentos de polipéptidos que pueden identificarse en fracciones obtenidas mediante la extraccion
de proteinas de superficie a pH bajo tal como se describe en el presente documento.

Los polipéptidos ubicados en superficie son agentes atractivos para la terapia antibacteriana y/o el diagnostico de
infeccion bacteriana, puesto que la exposicidon de tales polipéptidos al espacio extracelular significa que los
compuestos que interaccionan con estos polipéptidos (por ejemplo, compuestos usados para prevenir, tratar o
diagnosticar infecciones bacterianas) a menudo no necesitan entrar en o pasar la membrana externa para ser
eficaces.

La determinacion de la localizaciéon en la superficie celular de un polipéptido de Campylobacter jejuni sélo puede
realizarse en la actualidad de manera experimental y no mediante bioinformatica, ya que no se conocen las sefales
o motivos de clasificacion comunes para esta localizacion. Es posible predecir con cierto grado de certeza si entran
o no los polipéptidos en el periplasma, pero no se ha identificado ningin motivo general para la localizacién en
superficie de los polipéptidos, y por tanto no es posible predecir a partir de la secuencia sola si se transportara
cualquier polipéptido periplasmatico (o no periplasmatico) dado a la superficie. El nUmero de polipéptidos de
superficie confirmados es relativamente bajo en Campylobacter jejuni e incluye principalmente proteinas
estructurales de flagelos y un niumero pequefio de proteinas de superficie no relacionadas con flagelos, tales como
PEB1-4.

Los inventores han identificado 51 polipéptidos diferentes en fracciones de superficie celular de Campylobacter
jejuni. ElI método que se empled identifica polipéptidos que se expresan a un nivel relativamente alto. La
combinacion de estar expuesto en superficie y estar presente en cantidades relativamente altas hace que estos
polipéptidos sean sumamente adecuados como dianas para anticuerpos y por tanto para su uso en
inmunizacién/vacunacion pasiva o activa. La invencién sélo se refiere al polipéptido definido por la SEQ ID NO.43.
Los polipéptidos definidos por las SEQ ID NO 1-42, 44-51 simplemente se dan a conocer.

Quince de los 51 polipéptidos ubicados en superficie que se identificaron (SEQ ID NO:37-51) se han descrito
previamente entre mas de 36.000 otros loci como coincidencias en busquedas de homologia usando genes
esenciales de otras bacterias, véase el documento WO 02/077183. El documento WO 02/077183 no describe una
identificacion de la localizacion subcelular de los polipéptidos identificados ni una determinacion de sus niveles de
expresion.

La combinacion de estar expuesto en superficie y estar presente en cantidades relativamente altas también hace los
51 polipéptidos identificados por los inventores sumamente adecuados como dianas para el diagndstico de
campilobacteriosis, lo que permite la deteccion de células intactas con alta sensibilidad.

Ademas, la localizacion en superficie de los 51 polipéptidos los hace adecuados como dianas para inhibidores. Tales
inhibidores pueden ser bactericidas o bacteriostaticos o pueden impedir la interaccion de Campylobacter jejuni con el
organismo hospedador (virulencia).

Definiciones

- Vacuna: se usa para indicar una composicion que puede inducir una respuesta inmunitaria protectora frente a
un microorganismo en un ser humano o animal.

- Respuesta inmunitaria protectora: se usa para indicar una respuesta inmunitaria (humoral/anticuerpo y/o
celular) que induce memoria en un organismo, lo que da como resultado que el agente infeccioso, en el
presente documento Campylobacter jejuni, se encuentre con una respuesta secundaria en vez de primaria,
reduciendo asi su impacto en el organismo hospedador.

- Polipéptido: a menos que se especifique de otro modo, el término “polipéptido” cuando se usa en el presente
documento puede hacer referencia también a una variante o un fragmento de un polipéptido. Polipéptidos
preferidos son polipéptidos antigénicos.
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- Fragmento: se usa para indicar una parte de longitud no completa de un polipéptido. Por tanto, un fragmento
es por si mismo un polipéptido.

- Variante: una “variante” de un polipéptido de referencia dado se refiere a un polipéptido que presenta un
determinado grado de identidad de secuencia con dicho polipéptido de referencia pero no es idéntico a dicho
polipéptido de referencia.

- Antigeno/antigénico/antigenicidad/inmunégeno/inmunogénico/inmunogenicidad: hacen referencia a la
capacidad de induccién de una respuesta inmunitaria.

- Portador inmunogénico: se refiere a un compuesto que asiste o fortalece directa o indirectamente una
respuesta inmunitaria.

- Vector de expresion: se refiere a un plasmido o fago o virus, preferiblemente recombinante, que va a usarse
en la produccion de un polipéptido a partir de una secuencia de polinucleétido. Un vector de expresion
comprende un constructo de expresion, que comprende un conjunto de (1) un elemento o elementos
genéticos que tienen un papel regulador en la expresién génica, por ejemplo, promotores o potenciadores, (2)
una secuencia estructural o codificante que se transcribe en ARNm y se traduce en proteina, y que se une
operativamente a los elementos de (1); y (3) secuencias de iniciacion y terminacion de la transcripcion
apropiadas.

- Pareja de union: de un polipéptido se refiere a una molécula que puede unirse a dicho polipéptido. Tal unién
puede ser indirecta, a través de otra molécula, pero es preferiblemente directa. Una pareja de union puede
ser cualquier tipo de molécula, tal como, por ejemplo, moléculas hidréfobas pequefias o por ejemplo una
macromolécula celular o extracelular, tal como una proteina, un hidrato de carbono o un acido nucleico. Los
tipos preferidos de parejas de unién incluyen anticuerpos, ligandos o inhibidores.

- Pluralidad: el término “pluralidad” indica que mas de uno, preferiblemente mas de 10.

- Resto indicador: el término “resto indicador” cubre una molécula o un complejo de moléculas que pueden
unirse especificamente a un polipéptido y/o una célula dada, y que pueden generar una sefial detectable.
Preferiblemente, el resto indicador es un anticuerpo o comprende una molécula de anticuerpo. Por tanto, un
resto indicador preferido es un anticuerpo acoplado a en complejo con una sustancia detectable.

- Molécula derivada del hospedador o molécula del hospedador: se refiere a una molécula que se encuentra
normalmente en un organismo hospedador que puede infectarse por C. jejuni. Una molécula derivada del
hospedador es preferiblemente un polipéptido del hospedador, preferiblemente un polipéptido humano.

- Anticuerpo: el término “anticuerpos” cuando se usa en el presente documento se entiende que cubra
anticuerpos asi como equivalentes funcionales de los mismos. Por tanto, esto incluye anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales (AcM), anticuerpos quiméricos, humanos o humanizados, anticuerpos
de cadena sencilla, y también fragmentos de unién de anticuerpos, tales como, pero sin limitarse a,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’);, fragmentos producidos por una biblioteca de expresion de Fab,
anticuerpos antiidiotipicos, hibridos que comprenden fragmentos de anticuerpo, y fragmentos de unién a
epitopos de cualquiera de éstos. El término también incluye anticuerpos multivalentes, multiespecificos, tal
como anticuerpos biespecificos y mezclas de anticuerpos monoclonales.

- Constante de disociacion, Kd, es una medida para describir la intensidad de unién (o afinidad o avidez) entre
macromoléculas, por ejemplo un anticuerpo y su antigeno. Cuanta mas pequefia es la Kd, mas fuerte es la
union.

- Aislado: usado con respecto a los polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos dados a conocer en el presente
documento, “aislado” se refiere a aquéllos que se han identificado y separado y/o recuperado de un
componente de su medio natural, normalmente celular. Componentes contaminantes del medio natural son
materiales que interferirian normalmente en los usos de diagnéstico o terapéuticos para el polipéptido, y
pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos y no proteicos. Preferiblemente se aislan los
polipéptidos, polinucledtidos y anticuerpos de la invencién, y las vacunas y otras composiciones de la
invencion comprenden preferiblemente polipéptidos aislados o polinucledtidos aislados o anticuerpos
aislados.

Descripcion detallada
Figuras

Figura 1. Se diluyeron 1:2000 sueros de cuatro ratones seleccionados aleatoriamente por antigeno de los
experimentos ACE003b y ACE003c y se sometieron a prueba en inmunotransferencia de tipo Western frente a
lisado de Campylobacter de células completas (B, D) o 100 ng de proteina recombinante (A, C). Proteinas
marcadoras de peso molecular PM en kD: 97, 64, 51, 39, 28, 19, 14.
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Figura 2. Un ejemplo de determinacion del titulo de anticuerpos. Se diluy6 en serie el suero de un ratén seleccionado
aleatoriamente (uno por antigeno) de los experimentos ACE003b y ACE003c tomados en el dia 21 (precedido por
inmunizacion en los dias 1 y 14) y se realizé la inmunotransferencia de tipo Western en la proteina recombinante
correspondiente (100 ng/mancha).

Figura 3. Resultados de la exposicion oral de raton. Se realizaron cinco experimentos que incluyeron diferentes
combinaciones de antigenos y controles tal como se enumeran a continuacion:

Control negativo con alumbre en cuadrados, antigeno en triangulos, excepto por ACEQ17, en el que el antigeno
también esta en triangulos, pero el control positivo es eluato de glicina (rombos) y el control negativo es CBP (véase
a continuacion) y se asemejan a cuadrados.

Nombre del experimento Antigenos usados

ACE003b Cj0092, Cj0143c, Cj0420, Cj0772c, alumbre

ACE003c Cj0715, Cj1018c, Cj1380, Cj1643, alumbre

ACEO011a Cj0092, Cj0143c, Cj0420, Cj0772c, alumbre

ACEO11b Cj0715, Cj1018c, Cj1380, Cj1643, alumbre

ACE017 Cj0092, Cj0143c, Cj0420, Cj0772c, Cj1018c, Cj1380, Cj1643, dominio de union a

celulosa de Clostridium cellulovorans (CBP, Sigma Aldrich C8581), eluato de glicina
de cepas de C.j. mencionadas en el texto.

Figura 4. Muestra la lista de secuencias de la presente solicitud.

Tabla 1. Aparicion de 8 antigenos en 13 cepas de Campylobacter jejuni seleccionadas al azar y una cepa de
Campylobacter coli. Se sometieron a inmutransferencia de tipo Western el lisado celular bacteriano de células
completas de las 14 cepas enumeradas y se estudiaron mediante sondas con sueros contra los 8 antigenos.

Composiciones de vacunas y métodos de vacunacion de la invencion

El objetivo de la vacunacion o la inmunizacion activa es proporcionar inmunidad protectora induciendo una respuesta
de memoria a un microorganismo infeccioso usando una composicién antigénica o inmunogénica. Por tanto, una
vacuna es una composicion que puede inducir una respuesta inmunitaria protectora frente a un microorganismo en
un ser humano o animal. Una respuesta inmunitaria de este tipo puede ser una respuesta celular y/o una respuesta
humoral, por ejemplo una respuesta de células T especifica o una respuesta de anticuerpos.

Por consiguiente, en una realizacién importante, la composicion es una composicién de vacuna. Es decir, la
invencion se refiere al uso de una composicion tal como se define en la reivindicacion 1 como vacuna.

La variante en el presente documento tiene preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 95%, tal
como al menos el 96%, por ejemplo al menos el 97%, tal como al menos el 98%, por ejemplo al menos el 99% con
dicha secuencia.

En otra realizacion de la composicion anterior, el polipéptido comprende la SEQ ID NO:43, o un fragmento
antigénico o variante del mismo. En una realizacion preferida, X1 de la SEQ ID NO:43 esVy X, es Ay Xzes T. En
otra realizacion preferida, X1 de la SEQ ID NO:43 es Ay Xoes Ty Xz es A.

La composiciéon puede comprender solo un polipéptido definido por la SEQ ID NO:43 o un fragmento o variante del
mismo. Sin embargo, en otras realizaciones, la composicién también comprende otros polipéptidos del grupo de las
SEQ ID NO:1-51 y/o fragmentos de los mismos. Por tanto, la composicidon segun la invencion también puede
comprender mas de uno, tal como 2, por ejemplo 3, tal como 4, por ejemplo 5, tal como 6, por ejemplo 7, tal como 8,
por ejemplo 9, tal como 10, tal como un nimero de polipéptidos y/o fragmentos en el intervalo de desde 5 hasta 10,
o mas de 10, tal como, por ejemplo, en el intervalo de desde 10 hasta 20, polipéptidos diferentes seleccionados del
grupo de las SEQ ID NO:1-51 o fragmentos antigénicos o variantes de los mismos.

De manera similar, la composicién puede comprender sélo un polinucleétido, un vector de expresion o un virus
recombinante o una célula recombinante de la invencién. Sin embargo, en otras realizaciones, la composicion
comprende mas de un polinucleétido, un vector de expresion o un virus recombinante o una célula recombinante.
Por tanto, la composicién segun la invencién puede comprender mas de uno, tal como 2, por ejemplo 3, tal como 4,
por ejemplo 5, tal como 6, por ejemplo 7, tal como 8, por ejemplo 9, tal como 10, o méas de 10, tal como, por ejemplo,
en el intervalo de desde 10 hasta 20, polinucleétidos, vectores de expresién o virus recombinantes o células
recombinantes diferentes tal como se describen en el presente documento.

Ademas, en algunas realizaciones, una célula recombinante de la invencién puede expresar mas de un polipéptido
del grupo de las SEQ ID NO:1-51 y/o mas de un fragmento antigénico o variante de un polipéptido seleccionado del
grupo de las SEQ ID NO:1-51. Por tanto, la composicién segun la invencién puede comprender una célula
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recombinante que comprende mas de uno tal como 2, por ejemplo 3, tal como 4, por ejemplo 5, tal como 6, por
ejemplo 7, tal como 8, por ejemplo 9, tal como 10, tal como un ndmero de polipéptidos y/o fragmentos antigénicos o
variantes en el intervalo de desde 5 hasta 10, o mas de 10, tal como, por ejemplo, en el intervalo de desde 10 hasta
20, polipéptidos diferentes seleccionados del grupo de las SEQ ID NO:1-51 o fragmentos antigénicos o variantes de
los mismos. En otra realizacién, la composicién para su uso en lainvencion comprende multiples virus
recombinantes o células recombinantes descritos en el presente documento.

Vacunas que comprenden polipéptidos

En una realizacion preferida, la invencion se refiere a una composicion definida en la reivindicacién 1 para su uso
como vacuna.

Por consiguiente, en esta realizacién, se proporciona antigenicidad o inmunogenicidad mediante la administracion
directa de un polipéptido ubicado normalmente en la superficie de una célula de Campylobacter jejuni. En una
realizacién particular, los polipéptidos se seleccionan de manera que la composicion de vacuna comprende multiples
polipéptidos que pueden asociarse con diferentes moléculas de CMH, tales como diferentes moléculas de CMH de
clase I. Preferiblemente, la composicion para su uso como vacuna comprende polipéptidos y/o fragmentos que
pueden asociarse con las moléculas de CMH de clase | que se producen mas frecuentemente. En una realizacion
particular de la invencién, la composicion comprende uno o mas polipéptidos y/o fragmentos que pueden asociarse
con una molécula de CMH de clase | y uno o mas polipéptidos y/o fragmentos que pueden asociarse con una
molécula de CMH de clase Il. Por tanto, la composicién de vacuna en algunas realizaciones puede producir una
respuesta de células T citotdxicas especifica y/o una respuesta de células T cooperadoras especifica. La asociacion
con las moléculas de CMH puede determinarse, por ejemplo, tal como se describe en Andersen et al. (1999) Tissue
Antigens 54:185; o en Tan et al. (1997) J. Immunol. Methods 209:25.

Adyuvantes y portadores inmunogénicos

Preferiblemente, la composiciéon para su uso como vacuna, es decir la composicion de vacuna, de la presente
invencion comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como se describe en el presente documento en
la seccion “Composiciones para su uso en la invencion”.

La composicion puede comprender ademas un adyuvante. Los adyuvantes son sustancias cuyas mezcla en la
composicion de vacuna aumenta o modifica de otro modo la respuesta inmunitaria a un polipéptido u otro antigeno.
Los adyuvantes podrian, por ejemplo, ser cualquiera de: AIK(SO4)2, AINa(SOs4)2, AINH4(SO4), silice, alumbre,
Al(OH)3, Caz(POsa)2, caolin, carbén, hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, muramil-dipéptidos, N-acetil-muramil-
L-treonil-D-isoglutamina (thr-DMP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-iso-glutamina (CGP 11687, también denominado
nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-
etilamina (CGP 19835A, también denominado MTP-PE), RIBI (MPL+TDM+CWS) en una emulsién de escualeno al
2%/Tween-80.RTM., lipopolisacaridos y derivados, incluyendo lipido A, adyuvante completo de Freund (FCA),
adyuvantes incompletos de Freund, adyuvante 65 de Merck, polinucleétidos (por ejemplo, poli-IC y poli-AU acidos),
cera D de Mycobacterium tuberculosis, sustancias encontradas en Corynebacterium parvum, Bordetella pertussis, y
miembros del género Brucella, liposomas u otras emulsiones lipidicas, Titermax, ISCOMS, Quil A, ALUN (véanse los
documentos US 58767 y 5.554.372), derivados de lipido A, derivados de toxina del colera, derivados de HSP,
derivados de LPS, matrices peptidicas sintéticas o GMDP, interleucina 1, interleucina 2, Montanide ISA-51 y QS-21.
Adyuvantes preferidos que van a usarse con la invencién incluyen Montanide ISA-51 y QS-21. Montanide ISA-51
(Seppic, Inc.) es un adyuvante a base de aceite mineral analogo al adyuvante incompleto de Freund, que se
administra normalmente como una emulsién. QS-21 (Antigenics; Aquila Biopharmaceuticals, Framingham, MA) es
una saponina altamente purificada, soluble en agua que se manipula como una solucién acuosa.

Las funcionalidades deseables de los adyuvantes que pueden usarse segun la presente invencion se enumeran en
la tabla a continuacion.

Tabla 1 Modos de accién adyuvante

Accioén

Tipo de adyuvante

Beneficio

1. Inmunomodulacién

2. Presentacion

3. Induccion de CTL

Generalmente  proteinas o  moléculas
pequefias que modifican la red de citocinas

Generalmente  moléculas o  complejos
anfipaticos que interaccionan con el
inmundgeno en su conformacion nativa

e Particulas que pueden unirse o encerrar el
inmunogeno y que pueden fusionarse con
o alterar las membranas celulares

Regulacion por aumento de |la
respuesta inmune. Seleccion de Th1 o
Th2

Aumento en la respuesta de
anticuerpos neutralizantes. Mayor
duracion de la respuesta

Procesamiento citosélico de la proteina
que produce péptidos restringidos a
clase 1 correctos
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e Emulsiones w/o para la unién directa del Proceso sencillo si se conoce(n) un
péptido al CMH-1 de superficie celular péptido(s) promiscuo(s)

4. Direccionamiento e Adyuvantes particulados que se unen al Uso eficaz del adyuvante y el
inmunogeno. Adyuvantes que saturan las inmundgeno

células de Kupffer
Como anteriormente. También pueden

e Adyuvantes de hidratos de carbono determinar el tipo de respuesta si es de
dirigidos a receptores de lectina en direccionamiento selectivo
macrofagos y DC

5. Generacion de e Emulsién w/o para corto plazo Eficiencia
depdsito e Microesferas o nanoesferas para largo Potencial para vacuna de dosis Unica
plazo

Fuente: John C. Cox y Alan Coulter. Vaccine Febrero de 1997;15(3):248-56

Una composicidon de vacuna segun la presente invencion puede comprender mas de un adyuvante diferente.
También se contempla que el polipéptido de Campylobacter de la invencion, o uno o mas fragmentos del mismo, y el
adyuvante pueden administrarse por separado en cualquier secuencia apropiada.

Frecuentemente, el adyuvante de eleccion es adyuvante incompleto o completo de Freund, u organismos de B.
pertussis inactivados, usados por ejemplo en combinacién con antigeno precipitado con alumbre. Se proporciona
una discusion general de adyuvantes en Goding, Monoclonal Antibodies: Principles & Practice (2°® edicion, 1986) en
las paginas 61-63. Sin embargo, Goding observa que cuando el antigeno de interés es de bajo peso molecular, o es
escasamente inmunogénico, se recomienda el acoplamiento a un portador inmunogénico (véase a continuacion).
También se han sugerido que diversos extractos de saponina y citocinas son utiles como adyuvantes en las
composiciones inmunogénicas. Recientemente, se ha propuesto usar factor estimulante de colonias de granulocitos
y macrofagos (GM-CSF), una citocina bien conocida, como un adyuvante (documento WO 97/28816).

Ademas, una composicién de vacuna de la invencion puede comprender un portador inmunogénico tal como una
estructura de andamiaje, por ejemplo una proteina o un polisacarido, con el que puede asociarse el polipéptido de
Campylobacter o el fragmento del mismo. Un polipéptido de Campylobacter, o el fragmento antigénico o variante del
mismo, presente en la composicion de vacuna puede asociarse con un portador inmunogénico tal como, por
ejemplo, una proteina. La unién o asociacién del polipéptido a una proteina transportadora puede ser covalente o no
covalente. Una proteina transportadora inmunogénica puede estar presente independientemente de un adyuvante.
La funcién de una proteina transportadora puede ser, por ejemplo, aumentar el peso molecular de, en particular,
fragmentos con el fin de aumentar su actividad o inmunogenicidad, para conferir estabilidad, aumentar la actividad
biolégica o aumentar la semivida sérica. Ademas, una proteina transportadora inmunogénica puede ayudar a
presentar el polipéptido de Campylobacter o los fragmentos del mismo a las células T. Una proteina transportadora
podria ser, pero sin limitarse a, hemocianina de lapa californiana, proteinas séricas tales como transferrina, albimina
sérica bovina, albumina sérica humana, tiroglobulina u ovalbumina, inmunoglobulinas, u hormonas, tales como
insulina. El toxoide tetanico y/o toxoide diftérico también son portadores adecuados en una realizacion de la
invencion. Alternativa o adicionalmente, pueden afiadirse dextranos, por ejemplo Sepharose. AuUn en ofra
realizacion, puede afiadirse una célula presentadora de antigeno tal como, por ejemplo, una célula dendritica que
puede presentar el polipéptido o un fragmento del mismo a una célula T para obtener el mismo efecto que una
proteina transportadora.

Se han descrito métodos para la preparaciéon de composiciones de vacuna, por ejemplo, en el documento US
5.470.958 y las referencias en ese documento. Una cantidad eficaz del componente polipeptidico de una
composicion de vacuna de la invencion, si se inyecta, estara normalmente en el intervalo de desde
aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 1000 pg, tal como, por ejemplo, desde aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 900 ug, por ejemplo desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 500 ng, para un sujeto
humano, y generalmente en el intervalo de desde aproximadamente 0,01 hasta 10,0 ug/kg de peso corporal de un
sujeto animal. Los intervalos indicados anteriormente son meramente indicativos y no deben interpretarse como
limitativos de la presente invencion.

Una cantidad eficaz de un polipéptido antigénico de la invencién puede ser una cantidad que puede provocar una
respuesta inmunitaria humoral detectable en ausencia de un inmunomodulador. Para muchos inmunégenos, esto
esta en el intervalo de aproximadamente 5-100 ug para un sujeto humano. La cantidad apropiada de inmundégeno
que va a usarse depende de la respuesta que se desea provocar. Ademas, la cantidad eficaz exacta variara
necesariamente de sujeto a sujeto, dependiendo de la especie, la edad y el estado general del sujeto, la gravedad
de la afeccién que va a tratarse, el modo de administracion, etc. Por tanto, no siempre es posible especificar una
cantidad eficaz exacta. Sin embargo, la cantidad eficaz apropiada la puede determinar un experto en la materia
usando so6lo experimentacion de rutina o el conocimiento del estado de la técnica.
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Composiciones de vacuna de ADN y composiciones de vacuna que comprenden virus recombinantes o células
recombinantes

Las vacunas de ADN o ARN se refieren a la introduccion de, por ejemplo, un determinante de polipéptido antigénico
en un paciente sobreexpresando en las células del paciente, un constructo de polinucleétido que incluye secuencias
de control de la expresion unidas operativamente a una secuencia que codifica para el polipéptido de interés, en el
presente documento un polipéptido de SEQ ID NO:43 o un fragmento antigénico o variante del mismo tal como se
define en la reivindicacion 1. Puesto que tales fragmentos no pueden contener un codén de iniciacion de metionina,
se incluye opcionalmente un coddn de este tipo como parte de las secuencias de control de la expresion. El
constructo de polinucledtido puede ser un polinucleétido no replicante y lineal, un vector de expresion circular o un
vector de expresion viral o plasmido de replicacion auténoma . El constructo puede integrarse en el genoma del
hospedador. Cualquier vector de expresion que puede transfectar una célula de mamifero puede usarse en los
métodos de inmunizacién de un individuo segun la presente invencion. Los métodos para construir vectores de
expresion se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et
al., eds., Cold Spring Harbor Laboratory, 2% Edicion, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989). Se prefieren composiciones
que comprenden una pluralidad de genes que expresan multiples polipéptidos seleccionados de SEQ ID NO:1-51
y/o multiples fragmentos antigénicos de la invencién, permitiendo de ese modo la vacunacién simultanea contra una
variedad de dianas preseleccionadas.

Las vacunas también pueden prepararse incorporando un polinucleétido que codifica para un polipéptido antigénico
especifico de interés en un vector vivo pero inocuo, tal como un virus o una célula, tal como una célula de E. coli o
Salmonella de virulencia atenuada o reducida. El virus recombinante o célula recombinante inocuos se inyectan en
el receptor destinado. Una célula recombinante de este tipo puede afiadirse viva o muerta. Si esta viva, el organismo
recombinante puede replicar en el hospedador mientras que se produce y presenta el polipéptido antigénico al
sistema inmunitario del hospedador. Se contempla que este tipo de vacuna puede ser mas eficaz que el tipo de
vacuna no replicativo. Para que una vacuna de este tipo sea satisfactoria, el organismo vector debe ser viable, y o
bien ser no virulento de manera natural o bien tener un fenotipo de virulencia atenuada o reducida.

Se han descrito estrategias para la vacunacion usando bacterias atenuadas y cepas bacterianas adecuadas para su
uso en las mismas, por ejemplo, en Makino et al. (2001) Microb. Pathog. 31:1-8; Gentschev et al. (2002) Int. J. Med.
Microbiol. 291:577-582; Turner et al. (2001) Infect. Immun. 69:4969-4979; el documento WQ099/49026; y el
documento WO03/022307.

Ejemplos adicionales de vectores que pueden aplicarse son vectores que comprenden por ejemplo, retrovirus, tal
como se da a conocer en los documentos WO 90/07936, WO 91/02805, WO 93/25234, WO 93/25698 y WO
94/03622, adenovirus, tal como se da a conocer en Berkner, Biotechniques 6:616-627, 1988; Li et al., Hum. Gene
Ther. 4:403-409, 1993; Vincent et al., Nat. Genet. 5:130-134, 1993; y Kolls et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:215-
219, 1994), virus de la viruela, tal como se da a conocer en el documento U.S. 4.769.330; la patente estadounidense
n.°5.017.487; y el documento WO 89/01973, ADN desnudo tal como se da a conocer en el documento WO
90/11092, una molécula de polinucleétido complejada a una molécula policationica tal como se da a conocer en el
documento WO 93/03709, y polinucleétidos asociados con liposomas tal como se da a conocer en Wang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84:7851, 1987. En determinadas realizaciones, el ADN puede ligarse a adenovirus muerto o
inactivado tal como se da a conocer en Curiel et al., Hum. Gene Ther. 3:147-154, 1992; Cotton et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:6094,1992. Otras composiciones adecuadas incluyen ligandos de ADN tal como se dan a
conocer en Wu et al., J. Biol. Chem. 264: 16985-16987, 1989), y combinaciones de lipido-ADN tal como se da a
conocer en Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7417, 1989). Ademas, puede aumentarse la eficiencia
de la captacion de ADN desnudo en las células, recubriendo el ADN sobre perlas de latex biodegradables.

Los vectores de vacuna comprenden preferiblemente un promotor adecuado que se une operativamente a la
secuencia de polinucledtido que codifica para el polipéptido inmunogénico. En la invencién puede usarse cualquier
promotor que puede dirigir un alto nivel de iniciacion de la transcripcion en las células diana. Por tanto, también
pueden usarse promotores no especificos de tejido, tales como los promotores de citomegalovirus (DeBernardi et
al., Proc Natl Acad Sci USA 88:9257-9261 [1991], y referencias en ese documento), metalotionina | de raton
(Hammer et al., J Mol Appl Gen 1:273-288 [1982]), timidina cinasa de VHS (McKnight, Cell 31:355-365 [1982]), y
promotores tempranos de SV40 (Benoist et al., Nature 290:304-310 [1981]).

Métodos de vacunacién

En un aspecto principal adicional, la presente invencion se refiere al uso de una composicion definida en la
reivindicacion 1 para la preparacion de un medicamento para la inmunizacién de un animal o ser humano frente a
infecciones por Campylobacter jejuni. La inmunizacion induce preferiblemente una respuesta inmunitaria protectora.
El animal puede ser cualquier ave o mamifero, por ejemplo una gallina, un pato, un pavo, una vaca o un cerdo.
Poblaciones objetivo particulares de seres humanos pueden ser individuos de poblaciones en riesgo, tales como la
poblacion de nifios hasta los 4 afos de edad, la poblacion de personas en paises industrializados o la poblacién de
personas no inmunizadas o semiinmunes que viajan a paises en vias de desarrollo.
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Los modos de administracion de la composicion segun la invencion incluyen, pero no se limitan a administracion
sistémica, tal como administracién intravenosa o subcutanea, administracion intradérmica, administracion
intramuscular, administracion intranasal, administracion oral, y generalmente cualquier forma de administracion
mucosa.

El efecto inmunogénico segun la presente invencion puede medirse, por ejemplo, mediante ensayo de anticuerpos
en muestras de suero, por ejemplo, mediante un RIA. Ademas, el efecto puede determinarse in vivo, midiendo por
ejemplo una capacidad de respuesta de células T aumentada para polipéptidos antigénicos dependientes de células
T, siendo caracteristica la capacidad de repuesta aumentada de una potenciacién de una respuesta inmunitaria
normal para tales polipéptidos antigénicos. También puede medirse un efecto inmunoestimulante como una
produccion potenciada de células T de, en particular, IL-2, IL-3, IFN-y y/o GM-CSF. Por tanto, pueden identificarse
facilmente polipéptidos o fragmentos de los mismos que tienen un potencial para provocar una respuesta inmunitaria
potenciada examinando la produccion potenciada de IL-2, IL-3, IFN-y o GM-CSF por las células T. Young ef al.
(2000) En: Campylobacter, 22 ed. Ed. de Nachamkin y Blaser, American Society for Microbiology, pags. 287-301
también describen una serie de modelos en animales adecuados que pueden usarse en la evaluacion de la eficacia
de estrategias y composiciones terapéuticas y preventivas. Se han descrito varios aspectos relacionados con la
vacunacion contra Campylobacter, incluyendo las posibles poblaciones objetivo, modelos en animales y estrategias
de vacunacién por Scott y Tribble (2000) En: Campylobacter, 22 ed. Ed. de Nachamkin y Blaser, American Society
for Microbiology, pags. 303-319).

Los polinucleétidos y vectores de expresion descritos en el presente documento pueden introducirse en células
diana in vivo o in vitro mediante cualquier método convencional: por ejemplo, como ADN desnudo (Donnelly et al.,
Annu Rev Immunol 15:617-648 [1997]), incorporado en ISCOMS, liposomas, o eritrocitos fantasmas, o mediante
transferencia biolistica, precipitacion con calcio o electroporacién. Alternativamente, se puede emplear un vector
basado en virus como medio para introducir el polinucleétido que codifica para el polipéptido de interés en las
células del animal o ser humano. Los vectores virales preferidos incluyen los derivados de virus de la hepatitis de
replicacion defectuosa (por ejemplo, VHB y VHC), retrovirus (véanse, por ejemplo, el documento WO89/07136; y
Rosenberg et al., N Eng J Med 323 (9):570-578 [1990]), adenovirus (véase, por ejemplo, Morsey et al., J Cell
Biochem, Supl. 17E [1993]), virus adenoasociados (Kotin et al., Proc Natl Acad Sci USA 87:2211-2215 [1990]), virus
del herpes simple de replicacion defectuosa (VHS; Lu et al., Abstract, pagina 66, Abstracts of the Meeting on Gene
Therapy, 22-26 de septiembre de 1992, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.), virus de la viruela
del canario, y cualquier version modificada de estos vectores. Pueden cultivarse y clonarse células transfectadas in
vitro, si se desea, antes de la introduccion en el paciente.

Ademas de los procedimientos in vivo directos, pueden usarse procedimientos ex vivo en los que se extraen las
células de un animal, se modifican y se colocan en el mismo u otro animal. Sera evidente que puede utilizarse
cualquiera de las composiciones indicadas anteriormente para la introduccion de polipéptidos antigénicos o
polinucleétidos que codifican para los mismos segun la invencién en células de tejido en un contexto ex vivo. Los
protocolos para métodos de captacion virales, fisicos y quimicos se conocen bien en la técnica. Por tanto, como
alternativa a la administracién de un polipéptido de la invencion o un vector que puede expresar un polipéptido de
este tipo directamente en el paciente, pueden extraerse células T cooperadoras del paciente; estimular esas células
T ex vivo usando el mismo vector o polipéptido antigénico ; e introducir las células T cooperadoras estimuladas en el
mismo paciente.

Anticuerpos y métodos para producir los anticuerpos de la invencion

En una realizacion principal adicional, la composicion para su uso como medicamento comprende un anticuerpo que
puede unirse a un polipéptido definido por la SEQ ID NO:43. Un medicamento de este tipo puede usarse para la
terapia con anticuerpos, tal como la inmunizacion pasiva de un individuo que la necesita.

En otro aspecto principal, la invencion se refiere a un anticuerpo que puede unirse, preferiblemente unirse
especificamente, a una célula de Campylobacter jejuni intacta y que puede unirse, preferiblemente unirse
especificamente, a un polipéptido seleccionado del polipéptido de SEQ ID NO:43 y/o un fragmento y/o una variante
del mismo tal como se define en la reivindicacion 1.

Anticuerpos greferldos son los que se unen con una constante de dlsomamon o Kd inferiora 5 X 10° M, taI como
inferiora 10™ M, por ejemplo inferior a 5 X 107 M, taI como inferior a 107 M, por ejemplo inferiora 5 X 10® M, tal
como inferior a 10°® M or ejemplo inferior a 5 X 10° M, taI como inferior a 10° M, por ejemplo inferiora 5 X 10 18 M,
tal como inferior a 107'% M, por ejemplo inferiora 5 X 10" M, taI como inferior a 107" M, por ejemplo inferiora 5 X
10" M, tal como inferior a 1072 M, por ejemplo inferior a 5 X 10" ™, tal como inferior a 10 M, por ejemplo inferior
a5 X 10™ M, tal como inferior a 107 M, por ejemplo inferior a 5 X 10™"® M, o inferior a 10™"® M. Pueden determinarse
las constates de unién usando métodos bien conocidos en la técnica, tales como ELISA (por ejemplo tal como se
describe en Orosz y Ovadi (2002) J. Immunol. Methods 270:155-162) o analisis de resonancia de plasmoén
superficial.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2358 804 T3

Los anticuerpos pueden usarse para la inmunizacién pasiva de mamiferos, preferiblemente seres humanos, mas
preferiblemente pacientes inmunocomprometidos. Puede realizarse un tratamiento con anticuerpos para curar o
prevenir infecciones por Campylobacter jejuni.

Los anticuerpos de la invencion incluyen los siguientes grupos mecanisticos preferidos:

1. Anticuerpos inhibidores de la funcién que actian como agente antibacteriano (afectan a la viabilidad de la
bacteria). Tales anticuerpos debe ser eficaces a pesar del estado inmunitario del paciente. Preferiblemente,
tales anticuerpos pueden reducir el crecimiento de Campylobacter jejuni in vitro hasta menos del 50%, tal como
menos del 25%, por ejemplo menos del 10%, tal como menos del 5% de un control sin anticuerpo afiadido.

2. Anticuerpos opsonizantes que se disefian para potenciar la destrucciéon fagocitica. La eficacia de tales
anticuerpos puede depender del estado inmunitario del paciente, pero es muy posible que potencien la
destruccion fagocitica incluso en pacientes comprometidos.

3. Anticuerpos conjugados a un resto terapéutico tal como una toxina o un agente bactericida, por ejemplo, ricina o
radioisétopos. Las técnicas para conjugar un resto terapéutico a anticuerpos se conocen bien, véase, por
ejemplo Thorpe et al(1982) Immunol. Rev. 62, 119-158. Estos anticuerpos también deben ser eficaces
independientemente del estado inmunitario del paciente.

Un anticuerpo con o sin un resto terapéutico conjugado al mismo, puede usarse como agente terapéutico que se
administra solo o en combinacion con agentes quimioterapicos u otros agentes terapéuticos.

En una realizacion, los anticuerpos de la invencion son opsonizantes asi como inhibidores de la funcién. En otra
realizacion, los anticuerpos de la invencién son opsonizantes pero no inhibidores de la funcién. Este ultimo grupo de
anticuerpos, por ejemplo, pueden ser anticuerpos dirigidos contra un polipéptido diana que no es esencial para la
viabilidad de Campylobacter.

En otro aspecto principal, la invencion da a conocer un método para producir anticuerpos frente a un polipéptido
definido por la SEQ ID NO:43 en un animal no humano, en el que los anticuerpos pueden unirse a una célula de
Campylobacter jejuni intacta, comprendiendo el método las etapas de

a. proporcionar

- un polipéptido que consiste en la SEQ ID NO:43, o que comprende un fragmento antigénico o variante de
dicha secuencia tal como se define en la reivindicacion 1,

- un polinucleétido que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,
- un vector de expresién que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido, o

- un virus recombinante o una célula recombinante que comprende dicho polinucleétido o dicho vector de
expresion,

b. introducir una composicién que comprende dicho polipéptido, polinucledtido, vector, virus recombinante o célula
recombinante en dicho animal,

c. producir anticuerpos en dicho animal,
d. aislary purificar opcionalmente los anticuerpos, y
e. seleccionar los anticuerpos que pueden unirse a una célula de Campylobacter jejuni intacta.

Los métodos anteriores se realizan preferiblemente en un animal transgénico que puede producir anticuerpos
humanos. En una realizacién preferida adicional, los métodos anteriores son no terapéuticos.

Anticuerpos monoclonales/policlonales

Los anticuerpos de la invencién pueden ser anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales o mezclas de
anticuerpos monoclonales. En una realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o un fragmento
del mismo. Los anticuerpos monoclonales (AcM) son anticuerpos en los que cada molécula de anticuerpo es similar
y por tanto reconoce el mismo epitopo. El anticuerpo puede ser cualquier clase de anticuerpo, sin embargo, es
preferiblemente un anticuerpo de IgG o IgA.

En general, los anticuerpos monoclonales se producen mediante una linea celular de hibridoma. Los métodos de
preparacion de anticuerpos monoclonales y células de hibridoma que sintetizan anticuerpos los conocen bien los
expertos en la materia. Pueden prepararse hibridomas productores de anticuerpos, por ejemplo, mediante la fusion
de un linfocito B productor de anticuerpos con una linea celular inmortalizada. Un anticuerpo monoclonal puede
producirse mediante las siguientes etapas. Se inmuniza un animal con un antigeno tal como un polipéptido de
longitud completa o un fragmento del mismo. La inmunizacion se lleva a cabo normalmente administrando el
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antigeno a un mamifero inmunoldgicamente competente en una cantidad inmunoldgicamente eficaz, es decir, una
cantidad suficiente para producir una respuesta inmunitaria. Preferiblemente, el mamifero es un roedor tal como un
conejo, rata o raton. Entonces, se mantiene el mamifero en un programa de inmunizacion de refuerzo durante un
periodo de tiempo suficiente para que el mamifero genere moléculas de anticuerpo de alta afinidad. Se extrae una
suspension de células productoras de anticuerpos de cada mamifero inmunizado que secreta el anticuerpo deseado.
Tras un tiempo suficiente para generar anticuerpos de alta afinidad, se sacrifica el animal (por ejemplo, ratén) y se
obtienen los linfocitos productores de anticuerpos de uno o mas de los ganglios linfaticos, bazos y sangre periférica.
Se prefieren las células de bazo, y pueden separarse de manera mecanica en células individuales en un medio
fisiolégico usando métodos bien conocidos por un experto en la materia. Se inmortalizan las células productoras de
anticuerpo mediante fusion a las células de una linea de mieloma de raton. Los linfocitos de ratén proporcionan un
alto porcentaje de fusiones estables con mielomas homodlogos de ratén, sin embargo, también pueden usarse
células somaticas de rata, conejo y rana. Se inmortalizan células de bazo de los animales productores de
anticuerpos deseados mediante fusién con células de mieloma, generalmente en presencia de un agente de fusién
tal como polietilenglicol. Cualquiera de varias lineas celulares de mieloma adecuadas como pareja de fusién pueden
ser, por ejemplo, las lineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 o Sp2/0-Ag14, disponibles de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), Rockville, Md.

También pueden generarse anticuerpos monoclonales mediante otros métodos bien conocidos por los expertos en
la materia de la tecnologia del ADN recombinante. Se ha desarrollado un método alternativo, denominado método
de “presentacion de anticuerpos combinatorios”, para identificar y aislar fragmentos de anticuerpo que tienen una
especificidad particular, y pueden utilizarse para producir anticuerpos monoclonales.

Un anticuerpo policlonal es una mezcla de moléculas de anticuerpo que reconocen un antigeno dado especifico, por
tanto, los anticuerpos policlonales pueden reconocer diferentes epitopos dentro de, por ejemplo, un polipéptido. En
general, se purifican los anticuerpos policlonales del suero de un mamifero, que previamente se ha inmunizado con
el antigeno. Los anticuerpos policlonales pueden prepararse, por ejemplo, mediante cualquiera de los métodos
descritos en Antibodies: A Laboratory Manual, By Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1988. Los anticuerpos policlonales pueden derivarse de cualquier especie de mamifero adecuada, por ejemplo de
ratones, ratas, conejos, burros, cabras y ovejas.

Especificidad

Los anticuerpos de la invencion pueden ser monoespecificos hacia los polipéptidos de SEQ ID NO:43. En otra
realizacion, el anticuerpo es biespecifico o multiespecifico teniendo al menos una parte que es también especifica
hacia cualquiera de los polipéptidos de SEQ ID NO:1-51.

Los anticuerpos monoespecificos pueden ser monovalentes, es decir, que tienen sélo un dominio de union. Para un
anticuerpo monovalente, las secuencias de aminoacidos del dominio constante de inmunoglobulina comprenden
preferiblemente las partes estructurales de una molécula de anticuerpo conocida en la técnica como CH1, CH2, CH3
y CH4. Se prefieren aquéllas que se conocen en la técnica como C.. Ademas, en la medida en que el dominio
constante puede ser un dominio constante de cadena o bien pesada o bien ligera (Cu o Cy, respectivamente), la
presente invencion contemplan una variedad de composiciones de anticuerpos monovalentes. Por ejemplo, los
dominios constantes de cadena ligera pueden formar puentes disulfuro con o bien otro dominio constante de cadena
ligera, o bien con un dominio constante de cadena pesada. Por el contrario, un dominio constante de cadena pesada
puede formar dos puentes disulfuro independientes, que permiten la posibilidad de formar puentes disulfuro tanto
con otra cadena pesada como con una cadena ligera, o formar polimeros de cadenas pesadas. Por tanto, en otra
realizacion, la invencion contempla una composicion que comprende un polipéptido monovalente en el que el
dominio de cadena constante C tiene un residuo de cisteina que puede formar al menos un puente disulfuro,
comprendiendo la composicién al menos dos polipéptidos monovalentes unidos de manera covalentes por dicho
puente disulfuro.

En otra realizacion de la invencion, el anticuerpo es un anticuerpo multivalente que tiene al menos dos dominios de
unién. Los dominios de union pueden tener especificidad para el mismo ligando o para diferentes ligandos.

Multiespecificidad, incluyendo biespecificidad

En una realizacién preferida, la invencion se refiere a anticuerpos multiespecificos, que tienen afinidad por y que
pueden unirse puede especificamente a al menos dos entidades diferentes.

En una realizacion, el anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo biespecifico, que lleva al menos dos dominios de
union diferentes, al menos uno de los cuales tiene su origen en anticuerpo. Una molécula biespecifica de la
invencion también puede ser una molécula biespecifica de cadena sencilla. Las moléculas multiespecificas también
pueden ser moléculas de cadena sencilla o pueden comprender al menos dos moléculas de cadena sencilla. Los
anticuerpos multiespecificos, incluyendo biespecificos, pueden producirse mediante cualquier manera conocida por
el experto en la materia. Se han desarrollado varios enfoques tales como los descritos en los documentos WO
94/09131; WO 94/13804; WO 94/13806 o las patentes estadounidenses n°® 5.260.203; 5.455.030; 4.881.175;
5.132.405; 5.091.513; 5.476.786; 5.013.653; 5.258.498; y 5.482.858.
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El uso de un anticuerpo biespecifico o multiespecifico segin la invencion la invencion ofrece varias ventajas en
comparacion con los anticuerpos monoespecificos/monovalentes. Un anticuerpo biespecifico/multiespecifico tiene
un primer dominio de unién que puede reconocer especificamente y unir cualquiera de los polipéptidos de
Campylobacter jejuni de SEQ ID NO:1-51, mientras que el/los otro(s) dominio(s) de unidon puede(n) usarse para
otros fines. En una realizacién, al menos se usa otro dominio de unién para la unién a un polipéptido de
Campylobacter jejuni, tal como la unidn a otro epitopo en el mismo polipéptido de Campylobacter jejuni como el
primer dominio de unién. De ese modo puede aumentarse la especificidad para Campylobacter jejuni asi como
aumentar la avidez del anticuerpo. En otra realizacion, el al menos otro dominio de unién puede usarse para unirse
especificamente a una célula de mamifero, tal como una célula humana. Se prefiere que el al menos otro dominio de
union pueda unirse a una célula inmunoactiva, tal como un leucocito, un macréfago, un linfocito, una célula basdfila
y/o una célula eosindfila, con el fin de aumentar el efecto del anticuerpo en un método terapéutico. Esto puede
lograrse estableciendo que el al menos otro dominio de unién pueda unirse especificamente a una proteina de
mamifero, tal como una proteina humana, tal como una proteina seleccionada de cualquiera de las proteinas de
diferenciacion del grupo (CD), En particular, CD64 y/o CD89.

Anticuerpos humanizados

No siempre se desea usar anticuerpos no humanos para la terapia en seres humanos, puesto que los epitopos
“foraneos” no humanos pueden provocar una respuesta inmunitaria en el individuo que va a tratarse. Para eliminar o
minimizar los problemas asociados con anticuerpos no humanos, se desea modificar mediante ingenieria genética
derivados de anticuerpo quimérico, es decir, moléculas de anticuerpo “humanizadas” que combinan los
determinantes de unién de region variable Fab no humana con una region constante humana (Fc). Tales anticuerpos
se caracterizan por una especificidad antigénica y afinidad equivalentes de los anticuerpos monoclonales y
policlonales descritos anteriormente, y son menos inmunogénicos cuando se administran a seres humanos, y por
tanto es mas probable que los tolere el individuo que va a tratarse.

Por consiguiente, en una realizacion, el anticuerpo de la invencién es un anticuerpo humanizado. Los anticuerpos
humanizados son en general anticuerpos quiméricos que comprenden regiones derivadas de un anticuerpo humano
y regiones derivadas de un anticuerpo no humano, tal como un anticuerpo de roedor. La humanizacién (también
denominada remodelacion o injerto de CDR) es una técnica bien establecida para reducir la inmunogenicidad de
anticuerpos monoclonales (AcM) procedentes de fuentes xenogénicas (comunmente roedores), que aumenta la
homologia con una inmunoglobulina humana, y para mejorar su activacion del sistema inmunitario humano. Por
tanto, los anticuerpos humanizados son normalmente anticuerpos humanos en los que se sustituyen algunos
residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de region de entramado por residuos de sitios analogos en
anticuerpos de roedores.

Es importante que los anticuerpos humanizados retengan una alta afinidad por el antigeno y otras propiedades
bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, segun un método preferido, se preparan anticuerpos humanizados
mediante un procedimiento de andlisis de las secuencias parentales y diversos productos humanizados
conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los modelos de
inmunoglobulinas tridimensionales estan disponibles comunmente y los expertos en la materia estan familiarizados
con los mismos. Estan disponibles programas informaticos que ilustran y visualizan probables estructuras
conformacionales tridimensionales de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La inspeccién de
estas visualizaciones permite el analisis del posible papel de determinados residuos en el funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de residuos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, pueden seleccionarse y combinarse residuos
del receptor e importar secuencias de modo que se maximice la caracteristica deseada del anticuerpo, tal como un
aumento de la afinidad por el/los antigeno(s) diana, aunque son los residuos de CDR los que influyen directa y lo
mas sustancialmente sobre la union a antigenos.

Un método para humanizar AcM se refiere a la produccion de anticuerpos quiméricos en los que se fusiona un sitio
de union a antigenos que comprende los dominios variables completos de un anticuerpo a dominios constantes
derivados de un segundo anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo humano. Los métodos para llevar a cabo tales
procedimientos de quimerizacion se describen, por ejemplo, en los documentos EP-A-0 120 694 (Celltech Limited),
EP-A-0 125 023 (Genentech Inc.), EP-A-0 171 496 (Res. Dev. Corp. Japan), EP-A-0173494 (Universidad de
Stanford) y EP-A-0 194 276 (Celltech Limited).

El anticuerpo humanizado de la presente invencion puede prepararse mediante cualquier método que pueda sustituir
al menos una parte de una CDR de un anticuerpo humano por una CDR derivada de un anticuerpo no humano.
Winter describe un método que puede usarse para preparar los anticuerpos humanizados de la presente invencion
(solicitud de patente britanica GB 2188638A).

Como ejemplo, los anticuerpos humanizados de la presente invencién pueden producirse mediante el siguiente
procedimiento:

(a) construir, mediante técnicas convencionales, un vector de expresion que contiene un operén con una secuencia
de ADN que codifica para una cadena pesada de anticuerpo en la que las CDR vy tales partes minimas de la
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region de entramado de dominio variable que se requieren para retener la especificidad de union a anticuerpos
se derivan de una inmunoglobulina no humana, y las partes restantes de la cadena de anticuerpo se derivan de
una inmunoglobulina humana;

(b) construir, mediante técnicas convencionales, un vector de expresion que contiene un operén con una secuencia
de ADN que codifica para una cadena ligera de anticuerpo complementaria en la que las CDR y tales partes
minimas de la region de entramado de dominio variable que se requieren para retener la especificidad de union
a anticuerpos del donante se derivan de una inmunoglobulina no humana, y las partes restantes de la cadena
de anticuerpo se derivan de una inmunoglobulina humana;

(c) transfectar los vectores de expresion en una célula hospedadora mediante técnicas convencionales; y
(d) cultivar la célula transfectada mediante técnicas convencionales para producir el anticuerpo humanizado.

La célula hospedadora puede cotransfectarse con los dos vectores de la invencion, conteniendo el primer vector un
operdn que codifica para un polipéptido derivado de cadena ligera y conteniendo el segundo vector un operon que
codifica para un polipéptido derivado de cadena pesada. Los dos vectores contienen diferentes marcadores de
seleccion, pero por lo demas, aparte de las secuencias codificantes de cadena ligera y pesada de anticuerpo, son
preferiblemente idénticos, para garantizar, en la medida de lo posible, una expresion equitativa de los polipéptidos
de cadena ligera y pesada. Alternativamente, puede usarse un unico vector, incluyendo el vector las secuencias que
codifican para polipéptidos tanto de cadena ligera como pesada. Las secuencias codificantes para las cadenas ligera
y pesada pueden comprender ADNc o ADN gendémico o ambos.

La célula hospedadora usada para expresar el anticuerpo alterado de la invencion puede ser o bien una célula
bacteriana tal como Escherichia coli, o bien una célula eucariota. En particular, puede usarse una célula de
mamifero de un tipo bien definido para este fin, tal como una célula de mieloma o una célula de ovario de hamster
chino.

Los meétodos generales mediante los que pueden construirse los vectores de la invencion, los métodos de
transfeccion requeridos para producir la célula hospedadora de la invencién y los métodos de cultivo requeridos para
producir el anticuerpo de la invencion a partir de tales células hospedadoras son todos técnicas convencionales.
Asimismo, una vez producidos, los anticuerpos humanizados de la invencién puede purificarse segun
procedimientos convencionales.

Anticuerpos humanos

En una realizacion mas preferida, la invencion se refiere a un anticuerpo, en el que el dominio de union lo lleva un
anticuerpo humano, es decir en el que los anticuerpos tienen un mayor grado de secuencias peptidicas humanas
que los anticuerpos humanizados.

Pueden generarse anticuerpos AcM humanos dirigidos contra proteinas humanas usando ratones transgénicos que
llevan el sistema inmunitario humano en vez del sistema murino. Se usan esplenocitos de estos ratones
transgénicos inmunizados con el antigeno de interés para producir hibridomas que secretan AcM humanos con
afinidades especificas por epitopos de una proteina humana (véanse, por ejemplo, Wood et al. solicitud internacional
WO 91/00906, Kucherlapati et al. publicacion PCT WO 91/10741; Lonberg et al. solicitud internacional WO
92/03918; Kay et al. solicitud internacional 92/03917; Lonberg, N. et al. 1994 Nature 368:856-859; Green, L. L. et al.
1994 Nature Genet. 7:13-21; Morrison, S. L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855; Bruggeman et al.
1993 Year Immunol 7:33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90:3720-3724; Bruggeman et al. 1991 Eur J Immunol
21:1323-1326). Tales ratones transgénicos estan disponibles de Abgenix, Inc., Fremont, Calif., y Medarex, Inc.,
Annandale, N.J. Se ha descrito que la delecion homocigota del gen de la region de union de cadena pesada de
anticuerpo (IH) en ratones mutantes de linea germinal y quimérica da como resultado una completa inhibicion de la
produccion endégena de anticuerpos. La transferencia de la matriz génica de inmunoglobulina de linea germinal
humana en tales ratones mutantes de linea germinal dara como resultado la produccion de anticuerpos humanos
con la exposicion al antigeno. Véanse, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551 (1993);
Jakobovits et al., Nature 362:255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); y Duchosal et al.
Nature 355:258 (1992). Los anticuerpos humanos también pueden derivarse de bibliotecas de presentacion en fago
(Hoogenboom et al ., J. Mol. Biol. 227: 381 (1992); Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991); Vaughan, et al.,
Nature Biotech 14:309 (1996)).

Ademas se han descrito métodos adecuados para producir anticuerpos monoclonales humanos en los documentos
WO 03/017935, WO 02/100348, US 2003 091561 y US 2003 194403.

Fragmentos de unién de anticuerpos

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo es un fragmento de un anticuerpo, preferiblemente un fragmento de
union a antigenos o una region variable. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo utiles con la presente invencion
incluyen Fab, Fab’, F(ab’). y Fv. La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos de union a
antigenos idénticos, denominados el fragmento Fab, cada uno con un Unico sitio de unién a antigenos, y un
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fragmento residual “Fc”, denominado asi por su capacidad para cristalizar rapidamente. El tratamiento con pepsina
produce un fragmento F(ab’), que tiene dos fragmentos de unién a antigenos que pueden reticular el antigeno, y otro
fragmento (que se denomina pFc’). Fragmentos adicionales pueden incluir diacuerpos, anticuerpos lineales,
moléculas de anticuerpo de cadena sencilla y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo.

Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv difieren de los anticuerpos completos en que los fragmentos de
anticuerpo sélo llevan un Unico sitio de unién a antigenos. Se han preparado fragmentos recombinantes con dos
sitios de unién de varias maneras, por ejemplo, mediante reticulacion quimica de residuos de cisteina introducidos
en el extremo C-terminal del VH de un Fv (Cumber et al., 1992), o en el extremo C-terminal del VL de un scFv (Pack
y Pluckthun, 1992), o a través de residuos de cisteina bisagra de los Fab’ (Carter et al., 1992).

Los fragmentos de anticuerpo preferidos retienen parte o esencialmente la totalidad de la capacidad de un
anticuerpo para unirse selectivamente con su antigeno. Ciertos fragmentos preferidos se definen tal como sigue:

(1) Fab es el fragmento que contiene un fragmento de unién a antigenos monovalente de una molécula de
anticuerpo. Puede producirse un fragmento Fab mediante la digestion de un anticuerpo completo con la enzima
papaina para producir una cadena ligera intacta y una parte de una cadena pesada.

(2) Fab’ es el fragmento de una molécula de anticuerpo y puede obtenerse tratando el anticuerpo completo con
pepsina, seguido por reduccion, para producir una cadena ligera intacta y una parte de la cadena pesada. Se
obtienen dos fragmentos Fab’ por molécula de anticuerpo. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab
por la adicién de unos cuantos residuos en el extremo carboxilo-terminal del dominio CH1 de cadena pesada
incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra del anticuerpo.

(3) (Fab’). es el fragmento de un anticuerpo que puede obtenerse tratando el anticuerpo completo con la enzima
pepsina sin posterior reduccion. F(ab’), es a un dimero de dos fragmentos Fab’ mantenidos juntos mediante dos
enlaces disulfuro.

(4) Fv es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio de unidn y reconocimiento de antigenos
completo. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena ligera
en una fuerte asociacion, no covalente (dimero Vy-V.). Es en esta configuracion en la que interaccionan las tres
CDR de cada dominio variable para definir un sitio de unién a antigenos en la superficie del dimero Vu-V..
Conjuntamente, las seis CDR confieren especificidad de unién a antigenos al anticuerpo. Sin embargo, incluso
un unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno)
tiene la capacidad para reconocer y unir el antigeno, aunque a una afinidad menor que el sitio de union
completo.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla, definido como una
molécula modificada mediante ingenieria genética que contiene la regién variable de la cadena ligera, la region
variable de la cadena pesada, unidas mediante un conector de polipéptido adecuado como una molécula de cadena
sencilla fusionada genéticamente. Tales anticuerpos de cadena sencilla también se denominan fragmentos de
anticuerpo “sFv” o “Fv de cadena sencilla”’. Generalmente, el polipéptido de Fv comprende ademas un conector de
polipéptido entre los dominios Vy y Vi que permite que el sFv forme la estructura deseada para la unién a antigenos.

Los fragmentos de anticuerpo segun la invencion pueden producirse en cualquier manera adecuada conocida por €l
experto en la materia. Ya se han desarrollado varios sistemas de expresion microbiana para producir fragmentos de
anticuerpo activos, por ejemplo se ha descrito la produccién de Fab en diversos hospedadores, tales como E. coli o
levadura. Los fragmentos pueden producirse como Fab o como Fv, pero se ha mostrado adicionalmente que pueden
unirse genéticamente un Vy y un V. en cualquier orden mediante un conector de polipéptido flexible, combinacion
gue se conoce como scFv.

Composiciones para su uso en la invencion

En una realizacion preferida de la composicidon para su uso como medicamento, dicha composicién comprende,
ademas del componente activo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “farmacéuticamente aceptable” usada en relacion con
composiciones o vehiculos representa que los materiales pueden administrarse a o en un ser humano o animal sin
la produccién de efectos fisioldgicos indeseables tales como nauseas, mareo, molestias gastricas y similares.

La preparacion de una composicion que contiene principios activos disueltos o dispersos en la misma se entiende
bien en la técnica. A menudo se preparan tales composiciones como componentes inyectables estériles o bien como
disoluciones o bien como suspensiones liquidas, acuosas o no acuosas, sin embargo, también pueden prepararse
formas solidas adecuadas para la disolucién, o suspension, en liquido antes de su uso. La preparacion también
puede emulsionarse. El principio activo puede mezclarse con vehiculos que son farmacéuticamente aceptables y
compatibles con el principio activo y en cantidades adecuadas para su uso en los métodos descritos en el presente
documento. Vehiculos adecuados son, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares y
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combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la composicion puede contener cantidades minoritarias de
sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes de tamponamiento del pH y
similares que potencian la eficacia del principio activo.

Las composiciones de la presente invencion pueden incluir sales farmacéuticamente aceptables de los componentes
en las mismas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los
grupos amino libres del polipéptido) que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos
clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas
con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos
de sodio, potasio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanal,
histidina, procaina y similares.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se conocen bien en la técnica. Vehiculos liquidos a modo de ejemplo
son disoluciones acuosas estériles que no contienen materiales ademas de los principios activos y agua, o contienen
un tampén tal como fosfato de sodio a un valor de pH fisioldgico, solucion salina fisiolégica o ambos, tal como
solucion salina tamponada con fosfato. Todavia adicionalmente, los vehiculos acuosos pueden contener mas de una
sal tampdn, asi como sales tales como cloruros de sodio y potasio, dextrosa, propilenglicol, polietilenglicol y otros
solutos. Las composiciones liquidas también pueden contener fases liquidas ademas de y con la exclusién de agua.
Tales fases liquidas adicionales a modo de ejemplo son glicerina, aceites vegetales tales como aceite de semilla de
algodon, ésteres organicos tales como oleato de etilo y emulsiones de agua-aceite.

Una composicidon que contiene un polipéptido o anticuerpo de la presente invencion contiene preferiblemente una
cantidad de al menos el 0,1 por ciento en peso de polipéptido o anticuerpo por peso de composicién farmacéutica
total. Un tanto por ciento en peso es una razén en peso de polipéptido o anticuerpo con respecto a composicion
total. Por tanto, por ejemplo, el 0,1 por ciento en peso es 0,1 gramos de polipéptido o anticuerpo por 100 gramos de
composicion total.

La composicién también puede ser un kit en parte incluyendo ademas un agente antibiético, tal como antibiéticos
seleccionados de B-lactamas, cefalosporinas, penicilinas, aminoglicésidos, antibiéticos macrdlidos (eritromicina,
claritromicina o azitromicina) y antibiéticos de fluoroquinolona (ciprofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino o
moxifloxacino) y/o incluyendo un agente inmunoestimulante, tal como citocinas, interferones, factores de
crecimiento, por ejemplo GCSF o GM-CSF. El kit en parte puede usarse para la administracién simultanea,
secuencial o separada.

Polipéptidos de la invencion

Fragmentos de la invencion

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un fragmento de SEQ ID NO:43 definido por cualquiera de las SEQ
ID NO 74-81.

Preferiblemente, los fragmentos de la invencion estan expuestos en superficie en una célula de Campylobacter jejuni
intacta u otra célula cuando se expresan de manera recombinante en la misma. La exposicion en superficie puede
determinarse, por ejemplo, usando un anticuerpo monoclonal especifico para dicho fragmento, por ejemplo tal como
se describe en Singh et al. (2003) Infect. Immun. 71:3973-3946. También se prefieren fragmentos que pueden
inducir anticuerpos que pueden unirse especificamente a una célula de Campylobacter jejuni intacta. Esto puede
determinarse generando anticuerpos monoclonales usando dicho fragmento y la posterior caracterizacion de la
unién de anticuerpos individuales a células intactas, por ejemplo tal como se describe en Singh et al. (2003) Infect.
Immun. 71:3973-3946.

El polipéptido de longitud completa de SEQ ID NO:43 asi como los fragmentos de la invencion pueden producirse de
manera recombinante mediante técnicas convencionales conocidas en la técnica. Células huésped adecuados
pueden ser células de mamifero, por ejemplo células CHO, COS o HEK293. Alternativamente, pueden usarse
células de insecto, células bacterianas o células fungicas. Los expertos en la materia conocen bien métodos para la
expresion heterdloga de secuencias de polinucledtido en los tipos celulares enumerados anteriormente y la posterior
purificacion de los polipéptidos producidos, por ejemplo usando una secuencia de etiqueta, como una cola de
histidina, que puede eliminarse tras la purificacién. Alternativamente, pueden producirse de manera sintética
fragmentos de la invencion.

Variantes de la invencién

En un aspecto principal adicional, la invencion se refiere al uso de variantes del polipéptido expuesto en la SEQ ID
NO: 43 tal como se define en la reivindicacion 1 en una composicion para su uso como medicamento.

Cuando se usan en el presente documento, se usan expresiones tales como “un polipéptido que tiene una identidad
de secuencia de al menos el 95% con la SEQ ID NO:X"* de manera intercambiable con, y pretenden referirse al
mismo contenido que, expresiones tales como “el polipéptido de SEQ ID NO:X y variantes de la misma, en el que la
variante tiene una identidad de secuencia de al menos el 95% con dicha secuencia”.
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Las variantes tienen una identidad de secuencia de al menos el 75%, por ejemplo una identidad de secuencia de al
menos el 80%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 85%, por ejemplo una identidad de secuencia de
al menos el 90%, tal como una identidad de secuencia de al menos el 91%, tal como una identidad de secuencia de
al menos el 92%, por ejemplo una identidad de secuencia de al menos el 93%, tal como una identidad de secuencia
de al menos el 94%, por ejemplo una identidad de secuencia de al menos el 95%, tal como una identidad de
secuencia de al menos el 96%, por ejemplo una identidad de secuencia de al menos el 97%, tal como una identidad
de secuencia de al menos el 98%, por ejemplo una identidad de secuencia del 99% con el polipéptido o fragmento
dado. Se determina la identidad de secuencia con cualquiera de los algoritmos GAP, BESTFIT o FASTA en el
paquete de software Wisconsin Genetics version 7.0, usando los pesos de huecos por defecto.

Variantes preferidas de un polipéptido o fragmento dado son variantes en las que todas las sustituciones de
aminoacidos entre la variante y el polipéptido o fragmento de referencia dado son sustituciones conservativas. Las
sustituciones conservativas de aminoacidos se refieren a la capacidad de intercambio de residuos que tienen
cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina,
alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifatico es
serina y treonina, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y
glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales arométicas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos de sustitucion conservativa de
aminoacidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y
asparagina-glutamina.

Las variantes de un polipéptido o de un fragmento del mismo también incluyen formas del polipéptido o fragmento en
las que se han delecionado o insertado uno o mas aminoacidos. Preferiblemente, se han insertado o delecionado
menos de 5, tal como menos de 4, por ejemplo menos de 3, tal como menos de 2, por ejemplo s6lo un aminoacido.
Las “variantes” de un polipéptido o de un fragmento del mismo también incluyen formas de estos polipéptidos o
fragmentos modificados mediante modificaciones postraduccionales de la secuencia de aminoacidos.

Polinucleodtidos y vectores de expresion de la invencion

Vectores de expresion preferidos como los adecuados para la vacunacion con ADN. Otros vectores de expresion
preferidos son aquéllos en los que un polinucleétido de la invencion esta bajo el control de un promotor que dirige la
expresion de la secuencia en Escherichia coli o Salmonella. Estos ultimos vectores de expresion son utiles en la
produccion de un virus recombinante o una célula recombinante de la invencion tal como se describe en el presente
documento.

Los polinucledtidos y vectores de expresion de la invencién pueden prepararse mediante técnicas de ADN
recombinante convencionales que conoce bien el experto en la materia.

Células recombinantes de la invencion

Se han descrito cepas bacterianas adecuadas para su uso en el presente documento, por ejemplo, en Makino et al.
(2001) Microb. Pathog. 31: 1-8; Gentschev et al. (2002) Int. J. Med. Microbiol. 291:577-582; Turner et al. (2001)
Infect. Immun. 69:4969-4979; documentos W099/49026; y WO03/022307 y referencias en los mismos. Ejemplos de
cepas de Salmonella adecuadas son CvD908-T7pol (Santiago-Machuca et al. (2002) Plasmid 47:108-119), ATCC
39183, ATCC 53647 y ATCC 53648. Ejemplos de cepas de E. coli adecuadas son YT106 y E1392/75-2A.

Métodos y usos de la invencion

Las composiciones y otros productos definidos anteriormente pueden usarse para tratar o prevenir infecciones por
Campylobacter jejuni, y/o la enfermedad que resulta de tales infecciones, en animales o seres humanos que lo
necesitan. Preferiblemente, el animal es una gallina, un pato, un pavo, una vaca o un cerdo. Poblaciones humanas
preferidas son poblaciones en riesgo, tales como la poblacion de nifios hasta los 4 afios de edad, la poblacion de
personas en paises industrializados o la poblacion de personas no inmunizadas o semi-inmunes que viajan a paises
en vias de desarrollo.

El tratamiento y la prevencion en el presente documento incluyen todos los tipos de tratamiento terapéutico y
tratamiento preventivo y otros tratamientos para combatir Campylobacter jejuni, incluyendo pero sin limitarse a
vacunacion, profilaxis, inmunizacion activa, inmunizacién pasiva, administracion de anticuerpos, tratamiento curativo,
tratamiento de mejora. En particular, la inmunizacion pasiva usando anticuerpos de la invencion es un tratamiento
adecuado para individuos inmunocomprometidos.

Preferiblemente, dicha administracién se realiza por via parenteral, por via intravenosa, por via intramuscular, por
via subcutanea, por via oral o por via intranasal.

Preferiblemente, dicho medicamento es un medicamento adecuado para la administracion parenteral, intravenosa,
intramuscular, subcutanea, oral o intranasal.
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Métodos de diagnéstico de la invencion

La combinacion de estar expuesto en superficie y estar presente en nimeros de copias relativamente altos en las
células también hace que los 51 polipéptidos identificados por los inventores sean sumamente adecuados como
dianas para la deteccion de Campylobacter jejuni, permitiendo la deteccién de este microorganismo con alta
sensibilidad.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para detectar un Campylobacter jejuni que comprende las
etapas de

a. poner en contacto dicha muestra con un resto indicador que puede unirse especificamente a un polipéptido que
consiste en la SEQ ID NO:43, en el que el resto indicador puede unirse ademas, preferiblemente unirse
especificamente a, células de Campylobacter jejuni intactas, y

b. determinar si se ha generado una sefial por el resto indicador, detectando de ese modo si dicha muestra
contiene Campylobacter jejuni o partes del mismo.

En realizaciones preferidas de los métodos de diagndstico anteriores, se realiza una etapa de lavado entre la etapa
de puesta en contacto y la etapa de determinacion, con el fin de mejorar la especificidad de deteccion.

La muestra puede ser, por ejemplo, heces, orina, un tejido, extracto de tejido, muestra de fluido o muestra de liquido
corporal, tal como sangre, plasma o suero. Otro ejemplo de una muestra es una muestra alimenticia, tal como una
muestra de carne.

Los métodos anteriores pueden usarse, por ejemplo, para diagnosticar infecciones por Campylobacter jejuni o
campilobacteriosis en un individuo. En realizaciones preferidas de los métodos anteriores, dicho resto indicador no
pasa a través de la membrana externa de una célula de Campylobacter jejuni. Un tipo preferido de dicho resto
indicador consiste en o comprende un anticuerpo, tal como un anticuerpo de la invencion tal como se define en el
presente documento.

Los expertos en la materia entenderan que existen numerosos procedimientos quimicos de diagnéstico clinico bien
conocidos en los que puede usarse un resto indicador un producto de reaccion de unién cuya cantidad esta
relacionada con la cantidad del ligando, en el presente documento C. jejuni o partes del mismo, en una muestra. Por
tanto, aunque se describen métodos de ensayo a modo de ejemplo en el presente documento, la invencién no
queda asi limitada.

La presente invencion también se refiere a un sistema de diagnéstico, preferiblemente en forma de kit, para someter
a ensayo la presencia, y preferiblemente también la cantidad, de Campylobacter jejuni en una muestra bioldgica. Se
han descrito, por ejemplo, métodos para la preparacion de kits de diagnéstico en el documento US 5.470.958 y las
referencias en el mismo.

El sistema de diagndstico incluye, en una cantidad suficiente para realizar al menos un ensayo, un resto indicador
segun la presente invencién, preferiblemente como reactivo envasado por separado, y mas preferiblemente también
instrucciones para su uso. Envasado se refiere al uso de una matriz o material sélido tal como vidrio, plastico (por
ejemplo, polietileno, polipropileno o policarbonato), papel, lamina metalica y similares que puede mantener dentro de
limites fijados un resto indicador de la presente invencion. Por tanto, por ejemplo, un envase puede ser un vial de
vidrio usado para contener cantidades de miligramos de una preparacion de resto indicador marcado contemplado, o
puede ser un pocillo de placa de microtitulacion al que se han puesto operativamente cantidades de microgramos de
resto indicador contemplado, es decir, unido de modo que pueda unirse al ligando.

“Instrucciones para su uso” incluyen normalmente una expresion tangible que describe la concentracion de reactivo
o al menos un parametro del método de ensayo tal como las cantidades relativas de reactivo y muestra que han de
mezclarse, los periodos de tiempo de mantenimiento para las mezclas de reactivo/muestra, temperatura,
condiciones del tampdn y similares.

En la mayoria de las realizaciones, el método y sistema de diagnéstico de la presente invencion incluyen como parte
del resto indicador, un marcador o medios de indicacion que pueden sefializar la formacion de un complejo de
reaccion de unidn que contiene un resto indicador complejado con el ligando preseleccionado. Tales marcadores se
conocen en si mismo en la quimica de diagnéstico clinico.

Los medios de marcaje pueden ser un agente de marcaje fluorescente que se une quimicamente a anticuerpos o
antigenos sin desnaturalizarlos para formar un fluorocromo (colorante) que es un trazador inmunofluorescente util.
Agentes de marcaje fluorescente adecuados son fluorocromos tales como isocianato de fluoresceina (FIC),
isotiocianato de fluoresceina (FITC), cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalenosulfonilo (DANSC), isotiocianato de
tetrametilrrodamina (TRITC), lisamina, cloruro de sulfonil-rodamina 8200 (RB 200 SC). Otros ejemplos de materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina y
similares. Se encuentra una descripcion de técnicas de analisis mediante inmunofluorescencia en Deluca,
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“Immunofluorescence Analysis”, en Antibody As a Tool, Marchalonis, et al., eds., John Wiley & Sons, Ltd., pags. 189-
231 (1982).

Los elementos radiactivos pueden ser utiles como agentes de marcaje. Un agente de radiomarcaje a modo de
ejemplo es un elemento radiactivo que produce emisiones de rayos gamma. Los elementos que emiten por si
mismos rayos gamma, tales como 1240125 128y 137 y *icr representan una clase de grupos indicadores de
elementos radioactivos que producen emision de rayos gamma. Se prefiere particularmente 2% Otro grupos de
medios de marcaje Utiles son aquellos elementos tales como e, ®F, 0 y BN que emiten por si mismos

positrones, o emisores beta, tales como "indio o ®H. Otros materiales radiactivos adecuados incluyen 13 y 3.

)

Puede facilitarse la deteccion usando anticuerpos, en otras realizaciones, mediante el acoplamiento del anticuerpo a
otra sustancia detectable, tal como una enzima, un grupo prostético, un material luminiscente o un material
bioluminiscente. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa del rabano, fosfatasa alcalina,
betagalactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; los ejemplos de
materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y acuorina.

En realizaciones preferidas, el grupo indicador es una enzima, tal como peroxidasa del rabano (HRP) o glucosa
oxidasa. En casos tales en los que el grupo indicador principal es una enzima tal como HRP o glucosa oxidasa, se
requieren reactivos adicionales para visualizar el hecho de que se ha formado un complejo de resto
indicador/ligando (inmunorreactante). Tales reactivos adicionales para HRP incluyen peroxido de hidrégeno y un
precursor de colorante de oxidacion tal como diaminobenzidina. Un reactivo adicional util con glucosa oxidasa es
2,2’-amino-di-( 3-etil-benzotiazolina-G-acido sulfénico).

La union de marcadores, es decir marcaje de polipéptidos tales como anticuerpos, se conoce bien en la técnica. Por
ejemplo, pueden marcarse proteinas mediante la incorporacion metabdlica de aminoacidos que contienen
radioisétopos proporcionados como componente en el medio de cultivo. Véase, por ejemplo, Galfre et al., Meth.
Enzymol., 73:3-46 (1981). Las técnicas de acoplamiento o conjugacién de proteinas a través de grupos funcionales
activados son particularmente aplicables. Véase, por ejemplo, Aurameas, et al., Scand. J. Immunol., Vol. 8 Supl. 7:7-
23 (1978), Rodwell et al. (1984) Biotech. 3:889-894, y la patente estadounidense 4.493.795.

Pueden establecerse diversos ensayos de diagnéstico que emplean los restos indicadores anteriores para someter a
prueba muestras para detectar Campylobacter jejuni. Se describen ensayos a modo de ejemplo en detalle en
Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988. Los ejemplos
representativos de tales ensayos incluyen: inmunoelectroforesis en contracorriente (CIEP), radioinmunoensayos,
radioinmunoprecipitaciones, ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), ensayos de
inmunotransferencia puntual, ensayos de inhibicion o competencia, y ensayos tipo sandwich, ensayos con
Immunostick (tira reactiva), inmunoensayos simultaneos, ensayos inmunocromatograficos, ensayos de
inmunofiltracion, ensayos de aglutinacion con perlas de latex, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos de
biosensor y ensayos de deteccion con baja luminosidad (véanse por ejemplo también los documentos U.S.
4.376.110 y 4.486.530).

En una realizacion, los kits de diagnoéstico de la presente invencion pueden usarse en un formato “ELISA” para
detectar la cantidad de un ligando preseleccionado en una muestra de fluido. “ELISA” se refiere a un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas que emplea un anticuerpo o antigeno unido a una fase soélida y un conjugado
enzima-antigeno o enzima-anticuerpo para detectar y cuantificar la cantidad de un antigeno presente en una
muestra y puede aplicarse facilmente a los presentes métodos. Por tanto, en algunas realizaciones, un resto
indicador de la presente invencion puede fijarse a una matriz sélida para formar un soporte sélido que comprende un
envase en los sistemas de diagndstico objeto. Normalmente se fija un reactivo a una matriz sélida mediante
adsorciéon desde un medio acuoso aunque pueden usarse otros modos de fijacion aplicables a polipéptidos, tales
como anticuerpos, que conocen bien los expertos en la materia. También se conocen bien en la técnica matrices
solidas utiles. Tales materiales son insoluble en agua e incluyen el dextrano reticulado disponible con la marca
comercial SEPHADEX de Pharmacia Fine Chemicals (Piscataway, N.J.); agarosa; perlas de poliestireno de
aproximadamente 1 micra a aproximadamente 5 milimetros de diametro disponibles de Abbott Laboratories of North
Chicago, lll.; bandas a base de poli(cloruro de vinilo), poliestireno, poliacrilamida reticulada, nitrocelulosa o nailon
tales como hojas, tiras o paletas; o tubos, placas o los pocillos de una placa de microtitulacién tal como los
fabricados de poliestireno o policloruro de vinilo.

Un método de diagndstico adicional puede utilizar la multivalencia de una composicion de anticuerpo de una
realizacion de esta invencion para reticular ligandos, formando de ese modo una agregacion de multiples ligandos y
polipéptidos, produciendo un agregado que puede precipitar. Esta realizacion es comparable a los métodos de
precipitacion inmunitaria bien conocidos. Esta realizacion comprende las etapas de mezclar una muestra con una
composicion que comprende un anticuerpo de esta invencién para formar una mezcla de unioén en condiciones de
union, seguido por una etapa de separacion para aislar los complejos de union formados. Normalmente, se logra el
aislamiento mediante centrifugacion o filtracion para retirar el agregado de la mezcla. La presencia de complejos de
union indica la presencia del ligando preseleccionado que va a detectarse.
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Parejas de union e inhibidores de polipéptidos de la invencion

La ubicacion en superficie de los 51 polipéptidos que esta invencién da a conocer los hace sumamente adecuados
como dianas para parejas de union, tales como inhibidores. Los polipéptidos ubicados en superficie de un
microorganismo patégeno interaccionan a menudo con el organismo hospedador. Por tanto, cualquier tipo de pareja
de union de un polipéptido ubicado en superficie puede interferir en la interaccion hospedador-patégeno. Por tanto,
las parejas de unién antagonizan a menudo la patogenicidad (virulencia) de un microorganismo. Una pareja de unién
puede ser también un inhibidor del polipéptido al que se une.

Por tanto, en un aspecto principal adicional, la invencién se refiere a métodos para la identificacion de parejas de
unioén del polipéptido ubicado en superficie expuesto en la SEQ ID NO:43. Tales métodos pueden tener una base
bioquimica o celular.

Métodos bioguimicos

En un aspecto, puede identificarse una pareja de union derivada del hospedador de un polipéptido definido por la
SEQ ID NO:43, tal como sigue: se separan de manera electroforética membranas del hospedador purificadas, se
someten a inmunotransferencia sobre una membrana y se incuban con el polipéptido de interés o fragmento del
mismo. Entonces puede detectarse la unién usando anticuerpos especificos para el polipéptido de interés o
fragmento del mismo. La pareja de unién del hospedador a la que se ha unido el polipéptido o fragmento del mismo
puede identificarse posteriormente mediante elucién de la inmunotransferencia y posterior analisis mediante
espectrometria de masas, o mediante cualquier otra técnica conocida en la técnica.

Si la pareja de unién de un polipéptido ubicado en superficie de un microorganismo patégeno es una molécula
derivada del hospedador, entonces puede ser importante una interaccion de este tipo entre el polipéptido ubicado en
superficie y el hospedador para la virulencia de la bacteria. Los compuestos que interfieren en la interaccion del
polipéptido ubicado en superficie y la pareja de unién derivada del hospedador pueden ser asi adecuados para la
prevencion o el tratamiento de infecciones por Campylobacter jejuni. Por consiguiente, otro método de la invencién
se refiere a un método de identificacién de un inhibidor de la interaccién del polipéptido ubicado en superficie de
Campylobacter jejuni de SEQ ID NO:43 con una pareja de union derivada del hospedador que comprende las etapas
de:

a. proporcionar el polipéptido de SEQ ID NO:43 o un fragmento del mismo,

b. proporcionar una pareja de union derivada del hospedador de dicho polipéptido (identificada tal como se
describié anteriormente o mediante cualquier otro método),

c. poner en contacto dicho polipéptido con dicha pareja de unién derivada del hospedador en ausencia de un
supuesto inhibidor de dicha interaccion,

d. poner en contacto dicho polipéptido con dicha pareja de union derivada del hospedador en presencia de dicho
supuesto inhibidor, y

e. determinar si la intensidad de la unién de dicho polipéptido a dicha pareja de union derivada del hospedador que
resulta de la etapa d. se reduce en comparacion con la que resulta de la etapa c.

En algunas realizaciones, pueden realizarse las etapas c. y d. en dos compartimentos para muestras diferentes. En
otras realizaciones, puede realizarse la etapa d. afiadiendo el supuesto inhibidor a la mezcla de la etapa c. En
realizaciones preferidas, el método se repite para una pluralidad de supuestos inhibidores.

Son de particular interés las parejas de unidon que inhiben una actividad de un polipéptido ubicado en superficie. Tal
actividad puede ser actividad enzimatica, actividad de transporte, o cualquier tipo de otra actividad bioquimica o
celular, preferiblemente actividad enzimatica.

Parejas de union derivadas del hospedador preferidas son polipéptidos del hospedador y lipidos del hospedador. La
unidn puede determinarse, por ejemplo, tal como se describe por Szymanski y Armstrong (1996) Infect. Immun.
64:3467-3474.

En realizaciones preferidas de los métodos bioquimicos descritos anteriormente, la unién entre la pareja de unién '
el polipéptido ubicado en superficie o fragmento del mismo tiene una constante de disociacién o Kd inferiora 5 X 10
M, tal como inferior a 10 M, por ejemplo inferior a 5 X 107 M, tal como inferior a 107 M, por ejemplo inferior a 5 X
108 M, tal como inferior a 108 M, por ejemplo inferior a 5 X 10° M, tal como inferior a 10° M, por ejemplo inferior a 5
X 107 M, tal como inferior a 10710 M, por ejemplo inferiora 5 X 107" M, tal como inferior a 10™" M, por ejemplo
inferior a 5 X 1072 M, tal como inferior a 10 2 M. Pueden determinarse, por ejemplo, las constantes de disociacion
mediante analisis de resonancia de plasmon superficial.

Métodos basados en células

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2358 804 T3

La reduccion del nivel de un polipéptido ubicado en superficie, mediante delecion o alteraciéon del gen estructural
para el mismo o mediante la regulacion por disminucion de la expresion génica (véase a continuacion), puede
afectar a una célula bacteriana. La célula puede volverse mas sensible a compuestos citotéxicos. Especialmente
para polipéptidos ubicados en superficie, una reduccion de su nivel puede afectar a la funcién de las partes
exteriores de la célula, tales como la membrana externa o pared celular, al evitar que entren compuestos en la
célula. Por tanto, la reduccion del nivel de un polipéptido ubicado en superficie puede hacer una célula mas
“permeable” para diversos compuestos.

Ademas, la invencion se refiere a un método para identificar un compuesto con actividad antibacteriana frente a
Campylobacter jejuni que comprende las etapas de

a. proporcionar una célula sensibilizada que tiene un nivel reducido del polipéptido de SEQ ID NO:43, y

b. determinar la sensibilidad de dicha célula a un supuesto compuesto antibacteriano, por ejemplo mediante un
ensayo de crecimiento, en el que el supuesto compuesto antibacteriano no puede pasar a través de la
membrana externa de una célula de Campylobacter jejuni de tipo natural.

Preferiblemente, el método es un método de seleccién en el que se repite el procedimiento para una pluralidad de
supuestos compuestos antibacterianos.

El fundamento subyacente a este enfoque es que una célula con un menor nivel del polipéptido ubicado en
superficie presentara un aumento de la sensibilidad a compuestos citotéxicos, lo que permite la identificacion de
compuestos antibacterianos con baja potencia que se pierden cuando se usan células de tipo natural para el ensayo.
A menudo sera necesario modificar los compuestos identificados mediante este método con el fin de mejorar la
potencia. Esto puede realizarse mediante modificacion quimica.

La inhibicion de la actividad de un polipéptido ubicado en superficie puede afectar a la viabilidad (es decir
supervivencia, crecimiento y/o proliferacién) de la bacteria. Es de particular interés la inhibiciéon de polipéptidos
ubicados en superficie que son esenciales para la viabilidad de Campylobacter jejuni. La esencialidad de un gen de
Campylobacter jejuni puede investigarse, por ejemplo, tal como se describe en el documento WO 02/077183. Puede
no ser necesario que los inhibidores de polipéptidos ubicados en superficie esenciales entren en la célula bacteriana
para poder afectar a su viabilidad. Por tanto, generalmente se plantean menos requisitos sobre la estructura de un
inhibidor de un polipéptido diana ubicado en superficie esencial que sobre un inhibidor de una diana intracelular,
para ser eficaz como agente antibacteriano.

Ademas, la invencion se refiere a un método para identificar un inhibidor de un polipéptido definido por la SEQ ID
NO:43, que comprende las etapas de

a. proporcionar dos células que difieren en el nivel del polipéptido de SEQ ID NO:43,

b. determinar la sensibilidad de dicha células a un supuesto inhibidor, por ejemplo mediante un ensayo de
crecimiento, en el que el supuesto inhibidor no puede pasar a través de la membrana externa de una célula de
Campylobacter jejuni, y

c. determinar si dichas dos células se ven afectadas de forma diferente por la presencia de dicho supuesto
inhibidor.

Preferiblemente, se repite el método para una pluralidad de supuestos inhibidores.

El fundamento subyacente a este enfoque es que la viabilidad de una célula con una menor actividad del polipéptido
esencial se vera mas afectada por un inhibidor del polipéptido que la viabilidad de la célula con un mayor nivel. Si las
dos células se ven afectadas de forma diferente, esto es una indicacion de que el inhibidor actia sobre la diana o al
menos en la misma ruta bioquimica.

En algunas realizaciones del método, las dos células con diferente actividad del polipéptido de interés son una célula
de tipo natural (u otra célula con actividad de tipo natural del gen de interés) y una célula sensibilizada con una
actividad reducida del polipéptido de interés. En algunas realizaciones, el nivel diferente o reducido en la célula
sensibilizada puede ser un nivel de expresion diferente o reducido del gen de interés (dando como resultado un
numero de copias diferente o reducido del polipéptido). Esto puede lograrse poniendo el gen bajo el control de un
promotor regulable o mediante la expresion regulable de un ARN antisentido que inhibe la traduccion de un ARNm
que codifica para el polipéptido esencial. En otras realizaciones, la actividad diferente o reducida puede ser una
actividad diferente o reducida del polipéptido de interés, por ejemplo debido a una mutacion, tal como una mutacion
sensible a la temperatura.

Se han descrito modos adecuados de generacion de células sensibilizadas y de uso de éstas en la seleccion de
inhibidores en el documento WO 02/077183. Pueden obtenerse células sensibilizadas haciendo crecer una cepa
mutante de C. jejuni de expresion condicional en presencia de una concentracion de inductor o represor u otras
condiciones que proporcionen un nivel de un producto génico requerido para la viabilidad bacteriana de tal manera
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que la presencia o ausencia de su funcion se convierta en una etapa determinante de la velocidad para la viabilidad.
Se han descrito, por ejemplo, promotores regulables para Campylobacter jejuni en Kelana et al. (2003) J Food Prot
66: 1190-1197 y Dedieu et al. (2002) Appl Environ. Microbiol. 68:4209-4215. La expresién subletal del gen diana
puede ser tal que la inhibicién del crecimiento es de al menos aproximadamente el 10%, tal como al menos
aproximadamente el 25%, por ejemplo al menos aproximadamente el 50%, tal como al menos aproximadamente el
75%, por ejemplo al menos el 90%, tal como al menos el 95%.

En otra realizacion de los ensayos basados en células de la presente invencion, se obtienen células sensibilizadas
mediante la reduccion de la actividad en nivel de un polipéptido requerido para la viabilidad bacteriana usando una
mutacion, tal como una mutacion sensible a la temperatura, en el polipéptido. El crecimiento de tales células a una
temperatura intermedia entre las temperaturas permisiva y restrictiva produce células con actividad reducida del
producto génico. Se apreciara que el método anterior puede realizarse con cualquier mutacion que reduzca pero no
elimine la actividad o nivel del producto génico que se requiere para la viabilidad bacteriana. Este enfoque puede
combinarse también con el enfoque de expresion condicional. En este enfoque combinado, se crean células en las
que hay una mutacion sensible a la temperatura en el gen de interés y en las que este gen también se expresa de
manera condicional.

Cuando se seleccionan inhibidores de un polipéptido esencial, puede medirse la inhibicién del crecimiento
comparando directamente la cantidad de crecimiento, medida mediante la densidad 6ptica del cultivo con relacion a
un medio de crecimiento sin inocular, en una muestra experimental con la de una muestra control. Los métodos
alternativos para someter a ensayo la proliferacion celular incluyen medir emisiones de constructos indicadores de
proteina fluorescente verde (GFP), diversos ensayos de actividad enzimatica, y otros métodos bien conocidos en la
técnica. Otros parametros usados para medir la viabilidad incluyen, por ejemplo, las unidades formadoras de
colonias. El método anterior puede realizarse en fase solida, fase liquida, una combinacién de los dos medios
precedentes, o in vivo. Pueden transferirse multiples compuestos a placas de agar y someterse a prueba
simultdneamente usando equipo automatico y semiautomatico.

Los ensayos basados en células de la presente invencion pueden detectar compuestos que presentan una potencia
baja o moderada frente a la molécula diana de interés porque tales compuestos son sustancialmente mas potentes
con células sensibilizadas que con células no sensibilizadas. El efecto puede ser tal que un compuesto de prueba
puede ser dos a varias veces mas potente, por ejemplo al menos 10 veces mas potente, tal como al menos 20 veces
mas potente, por ejemplo al menos 50 veces mas potente, tal como al menos 100 veces mas potente, por ejemplo al
menos 1000 veces mas potente, o incluso mas de 1000 veces mas potente cuando se somete a prueba con las
células sensibilizadas en comparacion con células no sensibilizadas.

También puede usarse una cepa mutante de Campylobacter jejuni que sobreexpresa un polipéptido ubicado en
superficie para identificar un compuesto que inhibe un polipéptido de este tipo. Si el compuesto es citotdxico, la
sobreexpresion del polipéptido diana puede hacer las células mas resistentes. Por tanto, la invencién también da a
conocer un método para hallar un inhibidor del polipéptido ubicado en superficie de Campylobacter jejuni de SEQ ID
NO:43 que comprende las etapas de

a. proporcionar dos células que difieren en la actividad de los polipéptidos ubicados en superficie de
Campylobacter jejuni de SEQ ID NO:43, en las que una célula contiene un nimero de copias sustancialmente
de tipo natural de dicho polipéptido y la célula contiene mas del numero de copias de tipo natural de dicho
polipéptido,

b. determinar la sensibilidad de dicha células a un supuesto inhibidor, por ejemplo mediante un ensayo de
crecimiento, y

c. determinar si dichas dos células se ven afectadas de forma diferente o no por la presencia de dicho supuesto
inhibidor.

Puede lograrse la sobreexpresion usando promotores fuertes o introduciendo multiples copias del gen estructural
para un polipéptido ubicado en superficie. Se han descrito promotores fuertes de Campylobacter jejuni por Wosten et
al. (1998) J. Bacteriol. 180:594-599. Como también la sobreexpresion de polipéptidos que no son la diana celular de
un inhibidor puede hacer las células resistentes a un inhibidor, sera necesario verificar la inhibicion del polipéptido
diana de interés por parte de un supuesto inhibidor por otros medios, como por ejemplo un ensayo bioquimico.

Ademas de los inhibidores de una actividad bioquimica u otra actividad celular de un polipéptido ubicado en
superficie, pueden usarse los métodos celulares descritos anteriormente para identificar compuestos que reducen el
nivel de expresion de una diana, y de ese modo su numero de copias, por ejemplo interfiriendo en la regulacion
génica.

En realizaciones preferidas de cualquiera de los métodos bioquimicos o basados en células para hallar parejas de
union o inhibidores, se repite el método para una pluralidad de compuestos candidatos.

Ejemplos
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Estrategia:

Las etapas experimentales en el proyecto son las siguientes: aislar proteinas de superficie mediante elucién a bajo
pH. Analizar mediante geles 2-D y espectrometria de masas. Clonar en vector de expresion de E. coli. Producir
proteina recombinante, inmunizar ratones, exponer los ratones inmunizados a Campylobacter jejuni y examinar la
proteccion frente a la enfermedad y la colonizacion intestinal. También se evalda la ubicacion en superficie de E. coli
y Salmonella (si es positiva, existe un potencial para su uso en cepas de vector atenuadas).

Cultivo bacteriano:

Campylobacter jejuni (C.j.) cepa ML53 (serotipo 0:19), un aislado clinico de heces humanas, lo doné Karen Krogfeld
(SSI). Se hizo crecer de manera rutinaria sobre placas de agar sangre a 37°C en atmosfera del 10% de CO2, 5% de
O..

Extraccion de proteinas de superficie:

Se hicieron crecer bacterias durante la noche sobre placas de agar sangre, se recogieron en Tris 50 mM pH 7,8 y se
sedimentaron mediante centrifugacion a 6000 g durante 5 minutos. Se resuspendio el sedimento en glicina 0,2 M pH
2,2 y se mezcld suavemente la suspension bacteriana a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se sedimentaron
de nuevo las bacterias mediante centrifugacion a 6000 g durante 5 minutos, se recogié el sobrenadante que
contenia proteinas de superficie, se neutralizé con NaOH y se congelo a -80°C. se desald la muestra en columna de
desalacion Hi-Trap de Amersham antes de la electroforesis en gel 2-D.

Electroforesis en gel 2-D:

Se realizo la electroforesis en gel bidimensional o bien con el sistema Ettan Dalt 2 (Amersham Biosciences) o con el
sistema Novex NuPage (Invitrogen) segun el manual proporcionado con el sistema de gel.

Brevemente: se realizaron ejecuciones monodimensionales con tiras de IPG coladas previamente de o bien 7 cm o
bien 24 cm (intervalo de pH de 3-10 6 6-11) usando el sistema de isoelectroenfoque Ettan IPGphor (Amersham
Biosciences) segun las instrucciones del fabricante. Se realizo el isoelectroenfoque en las siguientes condiciones:
tiras de pH 3-10 de 7 cm: 8000 Vh, tiras de pH 6-11 de 7 cm: 16000 Vh, tiras de pH 3-10 de 24 cm: 52000 Vh. Se
realizd la segunda dimension usando geles al 12,5% colados previamente (Amersham Biosciences) a 5 W por gel
durante 15 min. entonces 170 W en total durante 4-6 horas para tiras de 24 cm. Se corrieron las tiras de 7 cm en el
sistema Novex NuPage (Invitrogen) usando geles al 4-12% colados previamente (Invitrogen) a 200 voltios durante
40 minutos. Se tifieron con plata los geles segin un método modificado descrito originariamente por Mortz et al.
(2001) Proteomics 1(11), 1359-1363, y se recogieron las manchas para el analisis de espectrometria de masas
usando el Ettan Spot Picker de Amersham segun las instrucciones del fabricante.

Espectrometria de masas:

Se hizo la recogida de manchas de manchas de proteinas especificas, y se pusieron en agua Milli-Q. Se lavaron
estos fragmentos de gel con NH4sHCO3 50 mM / etanol al 50% y se deshidrataron mediante incubacion en etanol al
96%. Se realizaron la reduccion y alquilacion mediante incubacién en disolucion reductora (DTT 10 mM, NH4HCO3
50 mM) a 56°C seguido por una incubacién a temperatura ambiente en disolucién de alquilacion (yodoacetamida
55 mM, NH4HCO3; 50 mM) en la oscuridad. Entonces se realizaron dos ciclos de lavado y deshidratacion antes de la
adicion de 5 pl de disolucion de tripsina (tripsina 12,5 ng/ul de Promega en NH4HCO3 50 mM, acetonitrilo al 10%).
Entonces se afiadié una cantidad adicional de disolucién de bicarbonato de sodio y se incubaron los digestos
durante la noche a 37°C. Se afiadi6 acido trifluoroacético al digesto durante la noche seguido por incubacién con
agitacion.

Se usaron partes del extracto en andlisis de huella dactilar peptidica mediante masas MALDI-TOF (Reflex 1V, Bruker
Daltonics, Alemania) y se uso la lista de picos en la busqueda en la base de datos frente a un base de datos de
Campylobacter jejuni especifica. Se usoé el algoritmo de puntuacién y el programa de busqueda Mascot (Matrix
Science, RU) en la busqueda en base de datos. Se fij6 la tolerancia de masa del péptido en 60 ppm y 0,5 Da,
respectivamente. Se ajustaron los parametros de busqueda para incluir la oxidaciéon de Met, la adicién de grupos
carbamidometilo a Cys, y se permitié que a la tripsina le faltase un sitio de escision por péptido.

En total, se identificaron 51 proteinas de Campylobacter jejuni diferentes usando este procedimiento. Las secuencias
de longitud completa de estas proteinas se facilitan en las SEQ ID NO:1-51 (véase la figura 4). Las proteinas en la
lista de secuencia se clasifican funcionalmente segun la clasificacion del Instituto Sanger. Todas las proteinas que
se predijeron a partir de la secuencia genémica pero que no se habian caracterizado anteriormente, y no tenian
ninguna homologia con proteinas caracterizadas previamente, se clasificaron como hipotéticas por el Instituto
Sanger. Las que tenian homologia con proteinas conocidas se nombraron como la proteina conocida
correspondiente con el prefijo “probable” o “supuesta”, dependiendo del grado de homologia. Algunas proteinas
tienen pequefios motivos, que no permitié asignarles una funcién bioquimica/metabdlica precisa a las mismas, pero
que si permitio afirmar el hecho de que tienen una determinada caracteristica, tal como motivos de unién a
nucledtidos, sitios de unién a membrana, etc. Las supuestas proteinas periplasmaticas se clasificaron como tales
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con una base similar (tienen un motivo N-terminal corto (4-6 aminoacidos), que puede mediar el transporte al
periplasma).

Estudios bioinformaticos:

Se realizaron estudios del indice de antigenicidad usando los parametros por defecto determinados usando el
software de analisis de secuencias Lasergene de la empresa DNAStar (Burland, TG (2000) Methods Mol. Biol.
132:71-91). Se predice que las secuencias expuestas en las SEQ ID NO:52-119 son particularmente fragmentos
antigénicos de sus polipéptidos de longitud completa correspondientes (véase la figura 4).

Clonacion y expresion en E. coli:

Se amplificaron por PCR genes correspondientes a las proteinas de interés y se clonaron en un vector de expresion
de E. coli que contenia cola de His (pET101, Invitrogen). Se transformaron los plasmidos resultantes en E. coli cepa
BL21 (DE3) y se indujo la expresién de proteinas con IPTG 0,5 mM durante 4 horas. Se prepar6 eluato de glicina
como anteriormente y se analizé para determinar la presencia de la proteina de Campylobacter jejuni recombinante
mediante tres métodos independientes: tincion de Coomassie, inmunotransferencia de tipo Western con anticuerpo
anti-cola de His, y analisis por espectrometria de masas. Se llevo a cabo la deteccién de la ubicacién en superficie
para ocho plasmidos (los que expresan Cj0092, Cj0143c, Cj0420, Cjo715, Cj0772c, Cj1018c, Cj1380 y Cj1643). Se
encontraron las ocho proteinas en la superficie celular de E. coli.

Se purificd la proteina recombinante a partir de cultivos hechos crecer e inducidos tal como se describié
anteriormente usando agarosa NTA-Ni (Qiagen) segun las instrucciones del fabricante. Se dializaron las proteinas
purificadas frente a PBS y se mantuvieron congeladas a -80.

Inmunizacién de ratones
Determinacion de la dosis de antigeno.

Para determinar la dosis de inmunizacion y el programa de tiempos de vacunacion 6ptimos para cada proteina, se
inmunizaron ratones con 1, 5, 10 y 25 microgramos de cada proteina. Se mezclé la cantidad apropiada de proteina
disuelta en PBS con 100 ug de alumbre (hidrogel de Al, Brenntag Biosector)/ratén y se hizo rotar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se ajusto el volumen a 0,5 ml con PBS. Se inmunizaron ratones por via subcutanea 3
veces (dia 0, 14, 28). Se extrajo sangre en el dia 0 y 7 dias después de cada inmunizacion (dia 7, 21, 35). Se extrajo
una muestra de sangre de 200 ul de sangre del plexo retroorbitario en el dia 7, se dejé coagular durante 1 hora, se
centrifugé durante 10 min. a 3500g, y se recogio el suero.

Analisis de las extracciones de sangre

Se monitorizé la respuesta de anticuerpos determinando el titulo de anticuerpos en las extracciones de sangre. Esto
se realizdé mediante inmunotransferencia de tipo Western. Se diluy6 en serie el suero con PBS/Tween al 0,1% desde
1:100 hasta 1:25600. Se corrio la proteina recombinante en geles de pocillos preparativos (2-D) (Invitrogen) de modo
que 1,5 mm de la banda de proteina en la membrana corresponderia a 100 ng de la proteina. Se uso el aparato
Surf-Blot aparato con ranuras de 1,5 mm de ancho (ldea Scientific, Minneapolis, MN) para realizar
inmunotransferencias de tipo Western. Se usaron diluciones de suero como el anticuerpo primario y anticuerpos anti-
ratén conjugados con fosfatasa alcalina (Sigma) como anticuerpo secundario. Se revelaron las inmunotransferencias
con comprimidos FastTab (Sigma). Todos los antigenos pudieron detectarse a una dilucion de antisuero de entre
12800 y 25600 cuando se aplicaron a 5, 10 y 25 microgramos/animal.

Inmunizacion para la exposicion

Se inmunizaron ratones con 25 microgramos de vacuna de proteina recombinante preparada como anteriormente,
en los dias 0, 14 y 28. Se realizaron extracciones de sangre en los dias 7, 21 y 35 y se sometieron a prueba como
anteriormente. A los ratones, que no se usaron para experimentos de exposicion en el plazo de dos semanas desde
la ultima inmunizacion de refuerzo, se les administré de nuevo una inmunizacién de refuerzo con 10 microgramos de
proteina recombinante una semana antes de la exposicion.

Exposicion oral de ratones

Se hizo crecer Campylobacter jejuni cepas ML1 y ML53 (aislados clinicos donados por Karen Krogfeld, SSI) durante
la noche sobre placas de agar sangre a 42°. El dia antes de la exposicion, se recogieron bacterias en caldo de
infusiéon cerebro-corazon que contenia extracto de Ievadura al 1% y se diluyeron hasta DOeoo de 0,05 para obtener
un cultivo iniciador. Se sembraron matraces de 75 cm? que contenian 20ml de agar BHI con 25 ml del cultivo
iniciador y se incubaron durante la noche a 42°. El dia de la exposicion, se recogieron bacterias medlante
centrlfugacmn a 6000 g durante 5 minutos y se resuspendieron en caldo BHI/YE nuevo hasta DOsoo de 1 (de 5x10° a
10° unidades formadoras de colonias (ufc)/ml; se determinaron las ufc reales para cada lote sembrando en placa
diluciones en serie sobre placas de agar BHI). Se mantuvo la suspension en hielo hasta que se les administro a los
ratones (habitualmente en el plazo de 3 horas desde la preparacion).
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Se expusieron 6-8 ratones vacunados por antigeno por via oral a 2,5-5x10° ufc de Campylobacter jejuni (0,5 ml de la
suspension preparada como anteriormente). Se recogieron cada dia cinco granulos fecales (o todos los granulos
fecales en el experimento ACEQ17), se pusieron en 0,5 ml (0 5 ml) de caldo BHI/'YE complementado con el 10% de
glicerol y congelado a -80°.

Se monitorizé la colonizacion mediante el sembrado en placa sobre medios selectivos para Campylobacter. Se
homogeneizaron los granulos fecales, se ajusto el volumen a 2 (o 12) ml, y se pusieron 250 ul del homogeneizado
en 1,5 ml de caldo BHI/YE sobre la parte superior de la placa de agar sangre. Se incubaron las placas a 42° durante
2-3 horas, y se extendieron 150-250 pl del liquido sobre placas de agar de Karmali, que se incubaron entonces a 42°
durante 48 horas. Se puntuaron las placas tal como sigue: se asigné una puntuacién de 1000 si se observo un
césped confluente, una puntuacion de 500 si podian distinguirse colonias separadas en el césped, y una puntuacion
de 0-100, si el numero de colonias era inferior a 100 (se contaron las colonias en ese caso). Se promedid la
puntuacion a lo largo de todos los ratones para cada antigeno cada dia.

Seleccion de cepas

Se seleccionaron 13 cepas de Campylobacter jejuni y una cepa de Campylobacter coli para determinar la presencia
de los 8 antigenos usados en los experimentos de exposicion de ratones. Se corrié célula completa lisada en gel de
SDS y se sometio a inmunotransferencia de tipo Western con antisueros de ratones inmunizados.

Resultados:

Se realizaron cinco experimentos incluyendo diferentes combinaciones de antigenos y controles tal como se
enumera a continuacion:

Nombre del experimento  Antigenos usados

ACE003b Cj0092, Cj0143c, Cj0420, Cj0772c, alumbre
ACE003c Cj0715, Cj1018c, Cj1380, Cj1643, alumbre
ACEO11a Cj0092, Cj0143c, Cj0420, Cj0772c, alumbre
ACEO11b Cj0715, Cj1018c, Cj1380, Cj1643, alumbre

Cj0092, Cj0143c, Cj0420, Cjo772c, Cj1018c, Cj1380, Cj1643, dominio de unién a
ACEO017 celulosa de Clostridium cellulovorans (CBP, Sigma Aldrich C8581), eluato de glicina
de C.j. cepas ML1 y ML53.

Se presenta un ejemplo de los andlisis de sangre realizados con las extracciones de sangre de ratones de los
experimentos ACE003b y ACEOO3c en las figuras 1y 2.

Se presentan los resultados de la exposicion en la figura 3.

Se presentan los resultados de la seleccion para determinar la presencia de antigenos en diferentes cepas de
Campylobacter en la tabla 1.

Secuenciacion de ADN de ACE 393 de la cepa ML53 (serotipo 0:19):

La secuenciacion de ADN de ACE 393 (SEQ ID NO:120) de la cepa ML53 revel6 3 diferencias en comparaciéon con
la secuencia publicada en el NCBI a nivel de aminoacidos tras la traduccion en la secuencia de la proteina.

Las diferencias fueron las siguientes:

Posicion 70 de la secuencia de aminoacidos: V (secuencia publica) por A (cepa ML53)

Posicion 136 de la secuencia de aminoacidos: A (secuencia publica) por T (cepa ML53)

Posicion 168 de la secuencia de aminoacidos: T (secuencia publica) por A (cepa ML53)

Se llevé a cabo una verificacién experimental de la secuencia de la proteina de ACE 393 recombinante de la cepa
ML53 (0:19) que se uso para los estudios de eficacia con animales iniciales. El andlisis incluyé: determinacion de
masa intacta mediante MALDI-TOF; andlisis de gel 1D; analisis de gel 2D e inmunotransferencia de tipo Western en
gel 2D. Los datos (no mostrados) se basaron en el constructo inicial, es decir, la secuencia que incluye una cola de 6
His C-terminal y una region conectora V5. Todos los ensayos y analisis se llevaron a cabo con ACE 393 obtenido
tras purificacion con Ni-His segun protocolos convencionales.

A partir del andlisis intacto de ACE 393, se observaron dos proteinas. Estas dos masas coincidian perfectamente la
masa predicha de una forma truncada N-terminal (- 21 aminoacidos y una forma truncada N-terminal similar con
truncamiento C-terminal adicional de 19 aminoacidos. La SDS-PAGE 1D mostré dos manchas, una mayoritaria y
una minoritaria. Esto correspondia bien con los datos del analisis MALDI-TOF intacto. Los datos de mapeo de
péptidos de estas dos manchas no mostraron ninguna diferencia posiblemente debido a sobrecarga. Los nimeros
de manchas en el andlisis de gel 2D indicaron que la mezcla podria contener mas de dos componentes. Los datos
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indicaron que los cambios podrian deberse a diferencias en la carga debidas al numero de moléculas de SDS. Los
datos de inmunotransferencia de tipo Western usando los anticuerpos de ratén proporcionaron el mismo patron y se
ajustaron bien a los datos de tincion con plata.

Analisis de huella dactilar peptidica mediante MALDI-TOF de ACE 393 nativo y recombinante
Forma nativa

Se encontré la forma nativa de ACE 393 en 4 geles 2D diferentes que contenian lisado de células completas de
Campylobacter. La identificacion se baso en el analisis de huella dactilar peptidica mediante MALDI-TOF con una
cobertura de secuencia del 40 al 55%.

Se hizo una busqueda de los datos de huella dactilar peptidica mediante MALDI-TOF péptido frente tanto a la
secuencia publica como a la secuencia encontrada de manera interna ACE-393 (ML53, 0:19). La secuencia interna
proporciond dos péptidos adicionales:

131-143 DIVLDTEIGGVAK (SEQ ID NO:121)

166-190 FAASTSTITLSDDINLNIEVEANEK (SEQ ID NO:122)

(los aminoacidos en negrita son las diferencias entre las dos secuencias)

El péptido que contiene la ultima modificacion en comparacion con la secuencia publica (68-73; LDATIK (SEQ ID
NO: 123)) es demasiado pequefio para encontrarse mediante analisis de huella dactilar peptidica mediante MALDI-
TOF.

Forma recombinante

El andlisis de huella dactilar peptidica mediante MALDI-TOF de la proteina recombinante revelé las mismas dos
modificaciones que se encontraron en el analisis de la proteina nativa. Se identificaron péptidos adicionales a partir
de la secuencia de conector-His.

Regiones hipervariables

Se comprobaron secuencias diana frente a posibles regiones hipervariables y homopoliméricas descritas en “The
genome sequence of the food-borne pathogen Campylobacter jejuni reveals hypervariable sequences. Nature. 2000
10 de feb.;403(6770):665-8.” Las dianas descritas en el presente documento no se encontraron en estas regiones
variables, haciéndolas por tanto particularmente adecuadas como candidatos a vacuna.
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REIVINDICACIONES
Composiciéon que comprende

un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO:43 en donde X;esVo Ay XoesAoTy XzesTo
A, o comprende un fragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 74-81 o
una variante de dicha secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con dicha
secuencia,

un polinucledtido que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,
un vector de expresion que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,

un virus recombinante o una célula recombinante que comprende dicho polinucleétido o dicho vector de
expresion, o

un anticuerpo que puede unirse a dicho polipéptido,
para su uso como medicamento.
Composicion segun la reivindicacion 1, en donde la composicién comprende

un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO:43 en donde XiesVo Ay XoesAoTy XsesTo
A, o comprende un fragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 74-81 o
una variante de dicha secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con dicha
secuencia,

un polinucledtido que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,
un vector de expresion que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido, o

un virus recombinante o una célula recombinante que comprende dicho polinucleétido o dicho vector de
expresion.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho polinucleétido comprende
la secuencia SEQ ID NO:120.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la variante tiene una identidad
de secuencia de al menos el 95%, tal como al menos el 96%, por ejemplo al menos el 97%, tal como al
menos el 98%, por ejemplo al menos el 99% con dicha secuencia.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el polipéptido comprende una
etiqueta, por ejemplo una cola de histidinas.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la célula recombinante es una
célula de Escherichia coli de virulencia atenuada o reducida o una célula de Salmonella de virulencia
atenuada o reducida.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la célula recombinante esta
viva.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la célula recombinante esta
muerta.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en la que el medicamento es una vacuna.

Composicion segun la reivindicacion 9, comprendiendo la composicién un portador inmunogénico, por
ejemplo una proteina transportadora, en la que el portador inmunogénico preferiblemente esta unido a
dicho polipéptido.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 9-10, comprendiendo la composicion un adyuvante.

Composicién segun la reivindicacion 1, comprendiendo la composiciéon un anticuerpo que puede unirse al
polipéptido de SEQ ID NO: 43, endonde Xies Vo Ay XoesAoTyXzesToA.

Composicién segun la reivindicacion 12, en la que el anticuerpo puede unirse ademas a una célula de
Campylobacter jejuni intacta.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en la que el anticuerpo es policlonal.
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Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en la que el anticuerpo es monoclonal.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en la que el anticuerpo es un anticuerpo
humano o anticuerpo humanizado.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en la que el anticuerpo es un fragmento de
union de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en Fab, Fab’, F(ab). y Fv.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo la composicion un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, siendo la composicién adecuada para
administracion sistémica.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, siendo la composicién adecuada para
administracion intravenosa, intramuscular o subcutanea.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, siendo la composicion adecuada para
administracion oral.

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, siendo la composicion adecuada para
administracion intranasal.

Anticuerpo que puede unirse al polipéptido de SEQ ID NO:43, en donde X1esVoAy XoesAoTyXsesT
o A o un fragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 74-81 o una variante
de dicha secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con dicha secuencia, para su
uso como medicamento.

Anticuerpo segun la reivindicacion 23, en donde el anticuerpo puede unirse ademas a una célula de
Campylobacter jejuni intacta.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 24, siendo el anticuerpo policlonal.
Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 24, siendo el anticuerpo monoclonal.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26, siendo el anticuerpo un anticuerpo humano o
anticuerpo humanizado.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 24, siendo el anticuerpo un fragmento de unién de
un anticuerpo.

Célula de Escherichia coli recombinante de virulencia atenuada o reducida o de Salmonella recombinante
de virulencia atenuada o reducida transformada o transfectada con un polinucleétido que comprende una
secuencia que codifica para el polipéptido de SEQ ID NO:43 en donde X1esVoAyXoesAoTyXzesTo
A, o que codifica para un fragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 74-
81 o una variante de dicha secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con dicha
secuencia, para su uso como medicamento.

Uso de

un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO:43,enlaque XiesVoAyXoesAoTyXzesTo
A, o comprende un fragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 74-81 o
una variante de dicha secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con dicha
secuencia

un polinucleétido que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido,
un vector de expresion que comprende una secuencia que codifica para dicho polipéptido, o

un virus recombinante o una célula recombinante que comprende dicho polinucleétido o dicho vector de
expresion,

para la preparacion de un medicamento para la inmunizacion de un animal o un ser humano frente a
infecciones por Campylobacter, preferiblemente Campylobacter jejuni.

Uso segun la reivindicacion 30, en donde la inmunizacion induce una respuesta inmunitaria protectora.

Uso segun la reivindicacion 30 6 31, en el que el medicamento es un medicamento adecuado para
administracién parenteral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, oral o intranasal.
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Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 30-32, en el que el medicamento comprende ademas un
adyuvante.

Uso de un anticuerpo que puede unirse al polipéptido de SEQ ID NO:43, en donde X1 esVo Ay X, es Ao
Ty Xz es T o A o un fragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 74-81 o
una variante de dicha secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75% con dicha
secuencia, preferiblemente un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 28, para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevenciéon de infecciones por Campylobacter,
preferiblemente Campylobacter jejuni, en un animal o un ser humano.

Método para detectar Campylobacter jejuni en una muestra que comprende las etapas de

poner en contacto dicha muestra con un resto indicador que puede unirse especificamente al polipéptido de
SEQ ID NO:43,en donde XiesVoAyXoes Ao Ty XsesToA, en donde el resto indicador ademas
puede unirse especificamente a células de Campylobacter jejuni intactas, y

determinar si se ha generado una sefial por el resto indicador, detectando de ese modo si dicha muestra
contiene Campylobacter jejuni.

Método segun la reivindicacién 35, en donde dicho resto indicador no pasa a través de la membrana
externa de una célula de Campylobacter jejuni.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 35 a 36, en donde dicho resto indicador consiste en o
comprende un anticuerpo, como un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17.

Método para identificar un inhibidor del polipéptido de SEQ ID NO:43, endonde X1esVoAy XoesAo Ty
Xz es T o A, que comprende las etapas de

proporcionar dos células que difieren en el nivel del polipéptido de SEQ ID NO:43, en donde X1 es Vo Ay
XoesAoTyXsesToA,

determinar la sensibilidad de dichas células a un inhibidor putativo, por ejemplo mediante un ensayo de
crecimiento, en donde el inhibidor putativo no puede pasar a través de la membrana externa de una célula
de Campylobacter jejuni, y

determinar si dichas dos células se ven afectadas de manera diferente por la presencia de dicho inhibidor
putativo.

Método para identificar una pareja de union derivada del hospedador del polipéptido de SEQ ID NO:43, en
donde X1esVo Ay Xoes Ao Ty Xszes To A o unfragmento antigénico seleccionado del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 74-81, que comprende las etapas de

proporcionar membranas del hospedador purificadas y separadas por electroforesis transferidas sobre una
membrana,

incubar dichas membranas del hospedador con el polipéptido de SEQ ID NO:43 en donde X1 es Vo Ay Xz
es Ao TyXses To A o unfragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
74-81,

detectar la unién usando anticuerpos especificos para el polipéptido de SEQ ID NO:43 en donde X; es V o
AyXo,esAoTyXzes To Ao unfragmento antigénico seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 74-81, e

identificar la pareja de union mediante elucion de dicha membrana de ransferencia y posterior analisis.
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Fig. 3
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Fig. 3
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Lista de Secuencias

SEDQ ID NO:1

ACEB3 Cj0092 v . .

>AnrPEI0ESL (NC_002163)  supuesta proteina periplasmatica (o, dejuni)
MEKILFIGSLVMASLLYAQGSOEVEI TQQDINTONEMSDAS TEDI TRES IEDFFEEFADNFGIEYGITED
GRTFYTGKSTVAVNDTDPOFAQALONAYKAMLNLOSEF IRDAFGR IATSK IQNY EADNS THAREFDELP
EGDEVDOT LNELTOLAGAQLDEALKDLG IDTHS LS EDRKE TLLEQEFLNK THTHA TG SHESGLYVPVOTIVT
ORRGEYDVGVVAVISNETROLAKDMALARQSATKGKGEAT SEYLPEDTRGFLNEYG I RLVYDENGAPTIL
Y GG Y VAD P SHAKK TN ILEDRAKETALTMADAAT IEF INTNLELEDER TTGDTYERETD ]'_KQ.SINUHDSS
TOEQTONI THIIDEVNSE IKASASGEIRGIRTLERWS YTSENG T EHVGAVRFY SYENLANTNEALNSKSH
ATENBAKESSSIQRSSHVVNSMDDF

SEQ ID NO:2

ACE 5 Cjoo05s )

*AnrP544820 (MC_002163) supuasta oxiodoreductasa que contiene malibdena

{8
MEONDOKENRRDFLENIGLGLFGISVLSNF SPFENFLGSKALAKEL PDFE I BGKRDL I YHGEK PLTAETET
YALDSDF TEFENF FVRNNGLPP SLETIKERLHEGWTLEIDGES I INKESY T IEDLEERKFETY TYALTVES
GEHGREEVIPS TG TOWGEYGAV ACGRWTGVRLED I LEDCG IFNDAVY IGYYG IDTKLNGEETSPISRGVE
ISKALODETLIANAYEGEDI PLVNGY PLRLVOCCY PASTSCEWL YK ISVANE IHDG EXMEGS YRV EVNDY
EPGDFNYRGEME IIESMPIRSY I TNIKNGSEIK AN FEVRGHAWACELEVSEVYVSNDY SV TWTEAKVE
EPLNRLAWOKWSAQI ST PTHGY Y EIWARAI DSQGNSQPMVLAOWNPGGY I NNACHRVITVY GV

SEQ ID NO:3
ACE 29 Cj0029 ) N

*AnrP372217 (RC_002163) L-asparaginasa citoplasmatica e, jejuni)
MEKAKSRIAILGTGETIAGFIDSTIATTGYAAGAT DIDVL IKAVPOIRDLADI SWEQTANTI DS SHMCOET
WLRLAKK IAKLFAEG I DGVVITHGTDTMEETAY FLNLT IESDE PVVLVGAMR BSTAT SADG PENL YNAVA
LVVHE EAFNEGVMVATNDK IL S ARGVVE THS LHVDAF S SPDFGDLGY IVDGEVE FYNNVIKAHTENARFD
VSELTSLFKVDILY SY SHDGEGVAAKALFEHE THG IVVAGSGAGS THENOKDVLE ELLERGLEVVVSSRY
VAGCVAVSDSDERLGE I SAEDLNPQFARVLLMLAL TETSDPFEK IQEYFLEY

S5EQ ID NO:4

ACE 37 Cj0037 )

=AnrPS01075 (NC_002163) supuesto citocromo ¢ . jejuni]
MEEHILLLGLCLSLSLSARSVSDYKVGERL SDKEGVEYFREL SKREVQEWPNINL S INDV PKGRQGDLIR
¥GIELLEKTESTLEPY SKLEK TSHEVNC I SCHMDNDGNG L PETEE YV I PFLNILNNYERLDIETMK T TSV
EDRIRGMGETDSHRF PNDSKEMKAT LAYFEWLKEAYG IKDGVEL EGDFF AXMNF FNRPADEVREGEKLFEE
HCVACHGERGLOVENDNYEQGSGHLYPSLL IYPDGGHMAMT EFLARFLY SAMPFGASADNPTLSDEDALD
IARYVNTGFVRNPITT T ENRAGLOTAY SESPSLEPEY FAS POONLDFKEY I KVKYG EWKNENHF PGE

SEQ ID MO:5
ACE 84 Cq0093 ) i »

>AnrPEE65T4 (MC_002162)  supuesta proteina penplasmatica [c. jejuni]
MEIIKILFLGLFLSLSLNAKVITTTSTES STCECTGLTREDAINMAL I EATOEMSCV S INSLEESHTSYS
'TIIJH'SGSHIQMSWISK&MMIHEWHWTIFM‘MHMLMIW
FOSTPDAAKRG IGSALOOK I ISDLLOSREFNVLDRDS SGY YEMEKAL I KSGDAASDEVYELENMLATOYT
LLFSISCLEGRORT SNLTSESKTEIEVIVDYRVLLFATROIKF SHTL SMEVHL KDNSLEANETALEDLAN
RIAGDILMAIYPLEVASVENNEVIFSOSLNOGDVY ECFALGKVIKDTY TKENTGRVESKTCSIEITRTSD
KFSYAKITEGSVEVGEDICR PLENTGSGRG YT IGRDANY 0TQEGGEVILGE

SEQ ID MNO:&
ACE 98 Cj0107 )

=Anrp732168 (NC_002163) subunidad beta del sector F1 de ATP sintasa (e, jejuni)
MQGF I SQVLG FVVDVDFHDYL PO INEA TVVNFES EGKEHELVLEVARHLG DNRVR T T AMDM T DG LVRGLE
AERLGAPISVFVGERVLGR IFNVTGDLIDEGEEI SFOXEWATHRDPPAPEDOS TR SEIFETG IKVVDLLA
FYARGGKVGLFGERAGVGETVI IMEL ITHNVAFKHSGY SVFAGYGER TREGNDL YNEME ESNVLOKVALCYG
CHNEPFGARNR LALTGLTMAEYFRDEMGLOVLMF IDNI FRFS0SGSEMSALLGRT PSAVES YO PTLASEMG
KE‘QI.mITSTII:GS.'I:TW&hmwnmrmnTvammumzwPn.m!l.uswsmng
NIIGEEHYEVARGVOSVLOKYKDLODI IAILGHDEL SEEDKL VVERARK IEKFLEQPFFVAEVF TGS DK
Y¥ISLEDTIAGFKGILEGEYDHL PENAFYHVGHIDEATARADELEG
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SEQ ID HO:7

ACE 103 Cjollz o ) )

>anrB511634 (Ne_op2i63)  proteina periplasmatica (c. jejuni)

MEF IVAIFLVFLGSLWAED PV IDVVHESGVVLEK T IVEONSHLE DENLEKSFYNI IVHDLEVS SNEEVVAN
xmmzpmnmsmsw:mmsmwmmmwmmmm
HEILIARNSSSHKS0IIMADY TLTYQEV IVDGGLNLE PEWGNREQTLF Y Y TAYDHDX FTLYRYDLNTNEA
SE LS SCEMYVVASDIVIVDG SELLVTMAFEDGPOVY LYDLNTENL TQL TN Y SG I DVNGHT IGSDDSEVVEY
SORLGY PN IFMODLNSHS KBV FHERNNS AV STYRDFLVY SSREPHOAGVFHIYLMS INSDY IRQLTAN
GENLFFRESSDGGSIVE LK YLGAQSALGYIRVHANKTFYFPLEVGR IQSTIN

SEQ ID NO:8

ACE 134 Cj0143 ) 3

>AnrP57234 (MCo_0021633proteina de union a soluto periplasmatica para el sistema de
fransporte ABC [c. jejuni]

MEEIILFILSLGIFYTFTOARNLEQEONTS SHLVSVSTAPQAF FVER IARNTLDVNVILE PNSNEHNF EF

KESTHEKLERSDIYFTIGLEFERVPTDXFRQNFPRLOV INMOKNTAL IQTHDTHEH SHEHEHHERGHPDE

HTWLOPI LVOTMALN I ¥DTL IOKY PONENLYEENLDKFLAELDS LNLO T ASKLERLENREFVWYHPSWTY

FAEKRYNLTQI PVEILGEEPKSKDLOKL I TLMEDENLEVI FVONGF PENARKTLAKECDAK IYKIDHLSYD

WENELLKTADAF SHNL

SEQ ID NO: 9

ACE 159 Cj0169 L

>AnrPE29849 (NC_002163)  superdxido dismutasa ic. jejunil
MFELRXLPYDTRAFGDFLSAETFSYHHGKHHENTYVTNLNNL KD TEFAGKDLVS I IKTSNGGVFNNAAQV
YHHDEY PDO IR PO TECCCCESC0S IDANLOAALEK EFGE LENFEAEF IRGATGVFG SGWFWLVYNTENQE
LEFVETSHAAT P I TEDEVEL LV VIVWEHAY Y VDHRNAR PAYLEKFYAH INWEFVAKAYEWALKEGMGEVE
FYANELHEPVE

50 ID MO:10 )
ACE 183 Cj0193c e .
~AnrP135712 (Wc_ooz1e3) factor desencadenante (peptidibprolil cisfrans isomerasa,

chaperona) [C. jejuni)

FESAVNSALOELEKENKELVGEPYFERFORKDGEI IAELILSFEFE IELEGYEELIPEYJTPEVEKKEID
EEEDELLERFATFEAIETERALKEGDFAEFDFEGFVDDEAFEGGRAENYVLEIGSKOF I PGFEDGMVGHME
IGEERDIEVTF PEEYGARHLAGKDAVFEVKLHELIQELK I PELDDEML KN LLPGEERASVEVLDEXLYEEQT
ENERLFHLVNDELKGKFADAL I EKYNFDLFRGIVEQETDMOMRARFNTF SEREI EELKASKERYUERRDS
mmmﬂnmmxmm:m:mmrmmmmmlm
LFRDIFIPETEKSERVSEKEKEDK

SEQ ID NO:1l

ACE 259 Cj0285¢ _ o

>AnrP467527 (NC_002163) proteina de quimiotaxia (c. jejuni)
MFDENIVETGSNEMELVDFRIFRQGHDEVYEG I YGVIVERKVREI IR I PSLTELPGVPDYIEGIFDLRGVY
IEVVHLAKWMOITEPESTMLEPRVIITEFSHILIGF IVHEAKXR IRRINWED T ERATFSTGSGRLDKGETT
GVTRIENDEVLLILDLESVVEDLG IYAFKTDIDFGKI EXFTGTAL I LDDSMTARKRVEEMMOOMGFOVVE
AXDGVEGINKLEELSQIYGESLNDTLEIIVSDVEMPOMDGFHFAARTKEDPRFKDI PIVENSSLSNEFIN
EXGVQEAGGEGYLVKFNASDFFNEIAKVIRKHOSOEQS

SED ID MO:12

ACE 332 Cj03s8 _

*AnrPEEL04AL (NC_D02163) supuesto citocromoe C551 peroxidasa [€. jejuni]
MEVESLL IASLVAFSSLNARSLIDERRNSELVAL PEDORGVDEI LEGNCVEA SEFTLEKAELCKELYFEF
RLSKSGI ISCHTCHNVGLGGTDG L STAIGHEW TANPHHLNS PTVYNAVLNNTOFWDGRAG TLADQAKGE T
OADPEMATPAKLAVEK ISSL PEYVEEFKE I YCKSGVNFDNIADA I ANFERTL I TPSRFDXFLEGDERALT
KEEQXGLELFIDEGCVACHNGVNLGGNEIAF EVAGK YKFANLGOFEGDANGHMVE TPTLRNVAETAPYFHN
mmIKEIG\SWLGIKISDKmSIETPL!KSL'DS‘T.KPMMPISTERTPKPEL

SEQ ID NHO:13

ACE 419 Cidd4Bc

=AnrPSE9688 (MC_002163) supuesta proteina de fraduccion de sefiales de fipo MCP

[C. jejuni)

MFG SR INHSDLOX LEEENKNL THE I EKFOS ENLELKNE I TSLEQAALESKLETDLLNVLLTGVLENITI I
QGDMLENVNEAEVISSY SKT SLAEMDELNH LANS INASLGNI TESANK TROVAGTLHRSVDEI THVINL I
KOVSDOTHLLALMAATERARAGEHGRGFAVVADEVRKLAEK TQRATTEVEMN INL LEQNANEMY TOSEQV
EKISIDSHAHIMSFSERFTHLVNEAHSTRSNAVGIASEAFVSLAKLDH IRFELNGYREIF SRSGROQLADH
TSCRLGEWLAS TGKERFGONKSFLF. INE PHERVHENMNNA I T TANTED I SKDI TQHS I INECEVAENASL
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SEQ ID WO:l4
ACE 420 Cj044%c¢ T

*AnrPas2550 (WC_002163) proteina hipotética ciodd®e (€. jeduail
MLHEYRELMSELKGEDAHFDELFDRHNELDDMIKDABEGR TS LS SMEI STLREERLHVEDEL SOYLANYE
K

SEQ ID KO:15
ACE 481 Ci0511

=AnNrP255677 (MC_002163) supuesta proteasa secretada  [C. ejuni)
MMELILETERFFAGLAGFATTF ILCLPL TSHLOAKVDOKEEQVOERLEALDELTE TLAIVEQY YVDDONI
SDLVDESLEGLLSNLDAHS SFLNEKDFNDHE I0THEEFGULG I TVGHEDGALTVV S PIEGTPADKAGIKS
GDIILKINDEATLGINLNDAVDEMRGE PETQITLTIFREGATEFFDVTLTREIIKIESVYAKMIENENIL
YLEVTHFDENVWVDVASKELEKY FRNVEGY ILDLRNNPGGLLNQAIGLVNLFWDEGY IVSORGRIASENQEY
FKADFENK I SHASLVVLVNGGSASASEIVSGALODLERGY IVGENTFGRGSVOQI I PINKTEALRLTIARY
YLPSGRTIQAVGVEFDI EVFEGEVHTOEDGFSIKESDLEQHLESELEK IDKNKKEDKQENKDNENLISOK

QINDDAQLESAIDTIKILNIEQGD

SEQ ID NO:16
ACE 528 Cj0559

=AnrP252410 (NC_002163)  odXidomeductasa (©. jejuni)

MEHK IDLIVVGAGPTG IGCAVEAKLENEEVLILER SHN I COTLMOFYKDGRRVDEA Y KGCEG THHEHVEFE
DETKESTIETFONALEEHNI EVERFGSEVESVENENGVFLVSTAKGVYECENI IVAIGEMGK PNEPDYKLE
MTLTEIINFHANEVLGHNER I LVWGEEN S AREY AVDLAN SNV SLCYREEEFTRLND INLKDIHERGHSGE
VELKLGIDINEVEDDNGEARVNFTDGTSDIYDR I IYA IGGSTFLOFLOKCG INVDDEGY PLMDENEQSNY
KGIFVAGDIATERGAS IVIGLNDAVEILSVL

SEQ ID NO:17
ACE 582 Ci0613

>AnrPS16533 (NC_002163)  posible proteina de union a fosfato periplasmatica

[c. jejuni]

MEEILSLSVT SLALCGALNAVDLK IAGS STVY FFTSFVAEEY AS IKNTE TP IVESLGTGGEFEVFCEGTT
DISHASRFMFLSEFETCKHAGYTDIVEMMIGYDG IVLAGHNETHAPLN I TERELFLALAKE T PONGELI PN
PYTHWNQ INKNLFNRE ISVYGPPSEEGTRDT IEELVHSDVSEE IFEYRGEYETIRQDGAY IPSGENDNL I
VERLTIDEDAFG IFGY SFLVSHSDE INAAN I DSV TP SEES IADEK YELARSLFI Y INAKENPEEAFDFAY
I¥YMSDDLAKSGEELEN IGLVPLSDDELEASQFHVEDRE ILNDELVEAGKVE

SEEQ ID HO:18

ACE 605 cj0e3s

=anrP126795 (HC_o02163 proteina de lafamilia NOLTINOLPZ2\ sunic. jejuni)

HONILS P A BN FANTLE TS IEELEXEFLEQNLEFEE INVYCYLFODAKDEA I LS SHEAFNERHFY I
ONY 8 SYLOALNLEVEAGD SVLDMCAAPGGK S INLANFMONTG Y LACN EMSRDRFF I LOKNLENY SVHARY
FMKDGENIGNLC PLEFDE ILLOAPC ST AR IGFDLEK S YRE IKN I AK TORELLHSALKALK IGGELVYST
CTFTKEENEEVIENALKSEFKLELLDIDLENVEAKAGDSEEFAEI SKCRRILPSLIYDEFFIAKLRELC

5BQ ID NO:19

ACE 687 CjO0T0BE

=AnrP32TTSE (HC_002163) proteina hipotética Cj0706 (e, Jejuni)
HHK!LE:]-L‘-'LLSKIDQEIDEYEPKIDSIMTLMIBKIHRDLEKIDEEIH]]IMKIMSEF
SARTHDLSEESGVVETEREANALK I ERD I AKEQLOAANDE I VRLDE I LENKETY KK ELEEEK TRQEQH IH
EIRVSIKSEMEVLERDRHSVYDERTELVSENNEVL SFYER IREWARNTAVV PVEKORCYGCFMEIYDET
¥YLSWWEGEEIVTCPHCGRILYEEQEEQN

SEQ ID MO:20

ACE 676 cjovis proteina periplasmatica de tipo transtiretina

*AnrPHE4299

[C. Jejunil
MFSIEETLLILASYPMFLSATEYQLSTHVLDI TSGO PAPEVEVEL YELEANQOWKEVSEEFTEENGRIGD
LLEYEKAENRAFGIYELEFFTRD Y YT SHE INTFYPFVEV SFELSKEDQEHYHVPITLSFPGYSTYRGS

SEQ ID NO:21

RCE 731 C§077% ) )

>anrP191193 (Wc_002163)  probable tiol peroxidasa [C. jejuni]

M IVHNFEGHPVELEGH SVEVGADA PEVNLEAKDLEVIBEIGAAGKTO I ILSVPSLOTEVCATEAREFNERY
ASYNGAEVIVVSMDLPFAMGRFCSTEG I ENLSVASDFVAREFGERYGVL INEGALEGLLARAVEVIKEGE
VAYKELVNELI TEMFDIAFLDAFFGGSSCCGEOGCH
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SEQ ID NO:22

ACE 853 C3j0909 . . »

>AnrP318705 (NC_002163)  supuesta proteina periplasmatica ic. jejunii
MKKILLLGALFAVNLWAVNDIEVKNAFVKQTPPHAQNSAIFLTIFNNTNKDIALISAKSDISEVSELHTH
IHKDGKMMMQKIPEIIIKAHSSTELKSGGYHIMLLKLKKPIIKDTKVNLDLKFNNHKTIELKNIDSKEF

SEQ ID NO:23

ACE 937 Cj0994c y .
>AnrP493933 (NC_002163) ornitina carbamoiltransferasa [C. jejuni]

MKHFLTLRDFSKEEILSLVNHASELKKEPKKLLQODKTLAMIFEKNSTRTRMAFELAITELGGKALFLSSN
DLOLSRGEPVKDTARVIGAMVDFVMMRVNKHETLLEFARYSKAPVINALSELYHPTQVLGDLFTIKEWNK
MONGIAKVAFIGDSNNMCNSWLITAAILGFEISIAMPKNYKISPEIWEFAMKQALISGAKISLGYDKFEA
LKDKDVVITDTWVSMGEENEKERK IKEFEGFMIDEKAMSVANKDAILLHCLPAYRGYEVSEEIFEKHADV
IFEEARNRLYVVKALLCFLDNQRGRE

SEQ ID NO:24

ACE 941 C3j0998c . _ i

>AnrP979073 (NC_002163) supuesta proteina periplasmatica [c. jejuni]
MKKILVSVLSSCLLASALSAVSFKEDSLKISFEGYKTKDMIGTKGEFKNVEYKFSKNIKDLASYLKGAKA
TIKPSNAFMGEGNDIITNNITKVFFPALLGDTDIKVVFQDVIAGENKGVISAKITMDKKSTIVPLTYTIK
DNKFEAKGQLDLHTFKNGSKALKALSDVAAGHGGISWPLVDISFNADLAE

SEQ ID NO:25

ACE 961 Cj1018c

>Anrp257gg3 (Nc_002163)proteina de unién periplasmatica del sistema de transporte ABC de
aminoacidos de cadena ramificada [C. jejuni]
MKKSLILASILSLSLSAAEVKIGVVLPLSGATAAYGQSALEGIKLANSMQOSALSNGDKVSLAIIDTKGDK
LESSSGANRLVSQDKVIGLIGEMVTANTLQVMRVAEDNKIPLIAPAATGDRLLDKKIYSSRVCFMDSFQG
SSLAKYVFSKLNYKSAVIVVDQSTDYSLGLAKAFEKQYKSNGGQILRILRVNSGDKDFRAIVAQVKSLNP
EFTFLPLYYSEASLFARQSKLAGLNIPMGSADGVADQTFISLAGDASEGYIFTDSFDANNPTTKIL SKEFT
SVYEKAKGTKEVPNFSAMGADAYFVMLNAMNACVENLTSKCVNEKIHQTKNYQGVSGVISIDQTGNATRS
VVVKEIKNQKQONYKDIINP

SEQ ID NO:26

ACE 962 Cj1019¢c » ,

>AnrP326257 (NC_002163) proteina de unién periplasmaética del sistema de transporte ABC de
aminoacidos de cadena ramificada [C. jejunil]
MRKLTLTLSVLTMVNCLYAKDINIGVVLPLTGTVAAYGODVFNGIELANKLQPKLSNGDVIKLITIDTKG
DKLETSNGVNRLIATDKVLGIIGEATTPNTIQAISIAEEKKIPLIAPVASGDKLLDKKKYASRVCFKDSF
QGDKFATYVSKDLGLKNAVIIIDQSNVYSLGLARAFENSFKNNGGK I IKKLVINSGDKDFRAVVSQLKSL
NEDFVYMPIYHPEAALTARQARQIGFDKLLVAGDGVNNQTF IDLGGSAVNGVIFTDSFDYNSPSTQLGKD
FVAAYEKVKGTKELPAFSAMGADAYFVMLNAMNACVDNLSSECINSKIHQTKDFQAVGGVISIDESGNAI
RSVVIKEIQNQKQONYKTIINP

SEQ ID NO:27

ACE 984 Cjl04lc _ .
>AnrP198268 (NC_002163) supuesta proteina de union a ATP/GTP periplasmatica

[C. Fjejunil
MKKYVLSLALLGSLLGASELKYQEFDGFKSPESIFVDKNYVYVSNVGEKLEPLAKDNDGF I SKLDKNGKV
LEYKFLTHLNAPKGMMEIGKTLYVVDIDVLRGFDLKTKKEIFNLPIKGAIFLNDIEKLDDNTLLVSDTGT
GLILKVDLKTKQYDELLKLDLAKFGGPNGLYLDRKKHKLFIAGYHPDGVSGGVVMAYDLNTKELSIIKNE
KESYDGIVPYKDGLLVSSWGNNLNGYIYNLDNVKSVKLELPLMKGPADIFIEGNILWIPKMVEGKIFKVE
LNK

SEQ ID NO:28

ACE 1094 Cj1153 , . .

>AnrP385049 (NC_002163) Supuesto citocromo C peripllasmatico [C. jejuni]
MKKLLVVSALACLGVSAFAADGATLFKKCAVCHGANADKVYLNKVPALKTLSSAERLOYMKEY SEGKRNA
YGQGAIMKLNLKGLTEEDFKAIEAHIETLK

SEQ ID NO:29

ACE 1155 Cjl2l4c L

>AnrP470247 (NC_002163)  proteina hipotética Cjl2l4c [C. jejuni]
MFKTIVCFLALNLSLFAVGFDLKPIKSELVKVDDIYGYIKDSDDIKLYSSGVVVQHFSNSQSIIARASVI
DKKNGLAKLEFSVFSALKQDALPLPNVLPKVGDEVVLNFLYDRGLVIAPDEQTYNELVREFPQIYFTHID
IFGAQLIRTATLSPKRSDFRQFCDDNAVGILVVALENHAEVVDCQDFNKLYEVPISKPTSVQVPFYSRIG
GYKSNFFDFNSQEIGNYYRYYDALINLPKVQ
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SED ID NO:30

MCE 1227 Cjl287c

=AMrP530915 (NC_o02163)  malate oxidoreductasa  [c. jejuni)
HMHLEEEALKYHLGGEIDIVESE PMATSYDLESLAY S POVAEPCLEIAKDNELAY TY THEANLVATVEDGEER
VLEGLGHNIGAQASKE FVHEGKACLFEEFANVNAYDI EINVHS IEEIVHNFCEALAPTVGG INLEDT AAPKCFE
IEAALQDLG I PYMHDDOHGTAT ISTAGLMNAME Y SGREFEDI EVVVSGAGAAG TASARMYRNLGVENI IL
VDSKGVISEDRNDLTFOELEFAVDSKEXTLEEVLEGADVFLGLSAPK ILDDEMVL SMAKD PV I FALANPT
PEVMEPEDVARLREDAIVGTGRSDY PNQINNVLGF PF IFRGALDVRASE I TERMEVARAKALADLARKLFVS
BAVERAYHNL S TLEFGRDYVI PR PFDERVEAAV S TAVAA ARV DGVAKVENFDEEAYFESLE

BEQ ID MO:31

ACE 1320 C3j1380 ) ) .

*AnrP108083 (NC_002163)  supuesta proteina periplasmatica (<. jejuni)
MEFLELILVCSASLFARSNSEISDF YSES IKAQFFHATVEVSNROQEVGNTGFESV IVEVELNGOEQENIL
FTRDSLITPDLIDLKTGISYAQEY EMRRFOEARENF TEHARAVAQEE TNV IALGDENKEPATYVF SDPECE
YCREHLAQIDDELENYOVNY ILTPVHGKSAFEE SAL IYEEAFKAKNDEER IAT LK Y YDANIKITY FEVED
AELKEVFELYEEKYRELGLSATPFTIIE

SEQ ID BO:32

ACE 1431 Cjl496¢ . . .

>RnrPD47055 [HC_002163) supuesta proteina periplasmatica [c. jejuni]
MIRKFILLVFISSVVFGARODC EQYFEARKAQT ELOTREFDEARQSLEAYKASFEALOR ERLENL EKKEA
EVNATLAK I EELELENARLVEEQQK ILNS INDK TOGRVEEI Y SOMEDAAT ADVLSOMDAEDASK IMLSLE
SREISGVLSFHMDPFFASELTLLLENLDNNASH

SEQ ID NO:33

ACE 1448 £§1516 ]

»AnrP407504 (WC_002163) Supussta oxidomeductasa periplasmatica (€, jejuni]
MHRRNFLEFNALTLASKGVAY ANPMHDMHSMHENHS IRHDLDT SFINFAFKNLELLDPEQF POGELLEAL
BLLEMESKEXNI FRATLEIKENHI EL IRGEE TLEY TYNGLV PAFK I EVFEGDEL B LVKNKLEERTT THW
HGVFVFFDODGS FHDPILAGEER I YRFEI PODSAGTYWYHFHPHY TASKQVFHG LAGAFVIKAKKDALSH
LY EKDLMISDLALDENAD T PR LN DWLNGREGEFVL INGOFE PE I KLATNER TR T YHATAARYLNLETD
GAKFILVGTDGELIERAIYKEELFLEPASRAVEVL IDAPKDGHFELESAY YDRDEMMVE EESHTLFLANIN
LEKEKLELPENLEIFEPLEEPKEFEET TMEENHMOMHGMMGK SENELE TALASHFL INGESYDLERIDLS
SKLGVVEDWIVINESHMDHEFHIEGTGFELI SSKELNGKVGXAEFRAFRLT IHVE PNEELRLEMKQDFRGL
RMYHCHILEHEDLGMMGNLEVEE

SEQ ID NO:34
ACE 1469 C§1540 _ ) i

=AnTPB188E0 (No_002163)  Supuesta proteina periplasmatica e, jejuni)
HMEKIISLALALALSASAAELFMATTTSTONTGLLDALE PLY EE ESGHNTLEWVAVG TGAALKMGEDCHADY
LEVHSPEAEKEFHFEGFGVDRTPVMYNDFII IADK SL A CK PRGN LK B LB TN KL TF ISREGDESGTD
NEERSLWENLGGVPERQSHYQQSGUGMLAS IE LAEEREGVILTDRGTY IKY BANERGK PNLY IVHEGDDS
LENFY SV T AT PR CENY Y TEASEE TNV T S DETLNE IADFELLNK FLEVI DAKTRED

SEQ ID HO:35
ACE 1584 Cil659 ,

»ANrPZ94550 (NC_oozissy  proteina periplasmatica p19 (o, jejunig
HImmﬂm!ﬁmuﬁWlﬂVﬂﬂ?IM%:DL.P;.H.SI.ABIHLE&:DIHH.L
ENNENGF PEGFWMEYLT IAY ELKNTDTGATR G TLMPMVADDG FHYGAN T AMER DRKGGFGVGNYELTFY
ISHPERQGFGREVDEETGVGEWFEEFEVIYKFKY TG TRR

SEQ ID NO:36

ACE 1569 31643 ) ) )

*AnrP40TETE (MC_002163) supuesta proteina periplasmatica [e. Jeduni]
MEKILIICHLFTLSFG IERFRFEDFLAGY ERNEASHLNY EGHEAF AL SENLLAVLEQFHAKLNEYVEYDP
FLNLYLVETDFSLIFT FEGDEERLTRNDWVG IWDENK PY IGH I KYLAON IDEKDOLDFNSKEIGLLGTPCC
EMMGTALNNSESF IGNRY LEHFMEYNDVYWED IGVDFVVRENKE LY VNNVRENPOFL INDQV I SVDGLPAND
LRELNEK ILFADRGS TLY FOVLRDNMDLNI ST EVFARDLSEFNLFDSKFPEPE I THFTSNLGLTVHASLYVY
TRIDPE KV e AGFHVGDEILEVNN I I LNNFEELON ILSAGNDF S IL I ERK STELPLSNFHNELGGMANS
GGDGEFQFFIRLTE

SEQ ID NO:37

ACE 96 C3j0105 . .
SAncPT5E295 (WMo _ooz2163) Subunidad alfa del sector F1 de ATP sintasa tc. jejuni

HEFEADEISSITEER IENFDLNLEIEETGEL ISVADGYAKVYGLEN IMAGEMVEFENGOEGHMALNLEESS
VEIVILGKGRGLEEGASVER LEKLLKVPVGEAL IGRVVNALGEP IDAKGVINANEYR PFVEEK ARG IMARE
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SVHEPLHTGIKAIDALVPIGRGQRELIIGDRQTGKTTVAVDTIISQRGQGVICIYVAIGQKQSTVAQVVK
RLEEHGAMEYTIVVNAGASDPAALQYLAPYTGVTMGEFFRDNAKHALIVYDDLSKHAVAYREMSLILRRP
PGREAYPGDVFYLHSRLLERASKLNDELGAGSLTALPIIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETDLFN
SGIRPAINVGLSVSRVGGAAQIKATKQVSGTLRLDLAQYRELQAFAQFASDLDEASRKQLERGQRMVELL
KOPPYSPLSVEKQVVLIFAGTKGFLDDIAVSRIKEFEDGIYPFIEAKHPDIFEQIRSKKALDSDLEEKLA
KAINEFKANHL

SEQ ID NO:38

ACE 165 C30175 )

>AnrP550554 (NC_002163) Supuesto sistema de transporte ABC de captacion

de hierro periplasmatico

MKK IFFMFLTAVSFLGASELNIYSARHYNADFEI IKKFEEKTGIKVNHTQAKASELIKRLSLEGSNSPAD
IFITADISNLTEAKNLGLLSPVSSKYLEEFIPAHLRDKDKEWFAITKRARI TAYNKNTNIDISKMKNYED
LAKAEFKGEIVMRSATAPYSKTLLASI IANDGNKEAKAWARGVLENLATNPKGGDRDQARQVFAGEAKFA
VMNTYYIGLLKNSKNPKDVEVGNSLGI IFPNODNRGTHINISGIAMTKSSKNQDAAKKFMEFMLSPEIQK
ILTDSNYEFPIRNDVELSQTVKDFGTFKEDQI PVSKIAENIKEAVKIYDEVGFR

SEQ ID NO:39

ACE 257 Cj0283c ) S

>AnrP602342 (NC_002163) proteina de quimiotaxia [c. jejuni)
MSNEKLEQILOKQQTOMAGPDVDOREDDI IQLVGFVVGDEEYATPILNIQET IKPIEYTRVPSVPDYVLG
VFNMRGNVMPLIDLAQRFHLGSSKMTPQTRY IVLRGETNGTGVGGNAGFVIDRLTEATK THRNRIDPPPE
TLVKDKGMIYGIGKRDENILTILKVEALLKREF

SEQ ID NO:40

ACE 277 C30303c

>AnrP311344 (NC_002163) supuesta proteina de union a molibdato

[C. jejuni]
MKKFVVFFGILLFVSCLNAQNLSIFVASSASKAMSEVKDEFLKTHPEDKIELVFGASGKYYELLKQGREF
DLFFSADTKYAKAIVYDDKNALIKPKVYVLGVLALYSLDENLLQGGVENLKEKANKITHLSIANPKVAPYG
VAAKEVLENLGLNELLKDKIVLGENISVPVLHVDSKNSDIATIVAYSLVSSINHPKGKAVIIDAKYFSPLE
QSYVITKYAKDKKLAFEFNEFIGSSKAKEIFKKYGFSTP

SEQ ID NO:41

ACE 308 Cj0334

>AnrP505685 (NC_002163) alquil-hidroperdxido reductasa [C. jejunil]
MIVTKKALDFTAPAVLGNNEIVQDFNLYKNIGPKGAVVFFYPKDFTFVCPSELIAFDKRYQEFKNRGIEV
IGISGDNEFSHFAWKNTPVNQGGIGQVKF PLVADLTKQIARNFDVLYAEAVALRGSFLLDADGTVRHAVYV
NDLPLGRNIDEMLRMVDTMLFTNEHGEVC PAGWNKGDEGMKANPKGVAEYLGKNEAKL

SEQ ID NO:42

ACE 388 C3j0415 .

>AnrP72219 (NC_002163) Supuesta subunidad de oxidorreductasa [c. jejunil
MAEVLKKVDVVTVGAGWTGGIVAAELTKAGLNVLSLERGHMQSTENFNY IHDEWRYGINYGLMQDCSKDT
VTFRHDPSGLALPYRKMGSFLLCGNNVGGAGVHWNGWTFRFMPYDFEIQTLSKQRYGNKLGNDYTLQDWGV
TYKDMEPYYDRFEKTCGVSGEPNPLAEKMGAFRSSPYPQEPLENTKMLKRFESAAKSSNLHTYRLPASNS
KGGYTNPDGQDLAPCQYCAYCERFGCEYGAKASPLNTVIPKAMSTGKYTIRTYSNVTQILKKDGKVTGVK
FVDTRTMKEYIQPADIVVLTSYMFNNAKLLMVSNIGEQYDPKTGKGTLGRNYCYQOMNMGTTAFFDEQFNT
FMGSGALGTTSDDFNGDNFDHSKEKFLHGAMIYSVQLGTRPIQSAPLPAGAPTWGAEFKKALNYNFTRAT
TVGGQGASLPHKNNYLSLDPTYKDAFGMPLLRL TYNFTDQDRALHKF ITDKTAEVAKRMOGVKSTKKGAY
LKDYSVVPYQSTHNTGGTTMGADRETSVVNTYLQHWDADNLFVVGAGNFQHNSGYNPTDTVGALAYRCAE
GILKYHKSGKSLA

SEQ ID NO:43

ACE 393 Cj0420 ) o

>AnrP490750 (NC_002163)  Supuesta proteina periplasmica  [c. jejuni]
MKKVLLSSLVAVSLLSTGLFAKEYTLDKAHTDVGFKIKHLQISNVKGNFKDYSAVIDFDPASAEFKKLDX;
TIKIASVNTENQTRDNHLQQDDFFKAKKYPDMTFTMKKYEKIDNEKGKMTGTLTIAGVSKDIVLDXZEIGG
VAKGKDGKEKIGFSLNGKIKRSDFKFAX;STSTITLSDDINLNIEVEANEK

enlaque x, v 0 A, y X% € A0 T, y Xe T 0 A

SEQ ID NO:44

ACE 711 C3j0759

>AnrP586832 (NC_002163)proteina de choque térmico dnak (c. jejuni]
MSKVIGIDLGTTNSCVAVYERGESKVIPNKEGKNTTPSVVAFTDKGEVLVGDSAKRQAVTNPEKTIYSIK
RIMGLMINEDAAKEAKNRLPYHITERNGACAIEIAGKIYTPOEISAKVLMKLKEDAEAFLGESVTDAVIT
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VEAYFNDAQREATEEAGTIAGLNVLRI INEPTSAALAYGLDKKDSER IVVY DLGGGTFDVTVLETGLNVY
EVLATGERAF LGGDDFDNEL I DF LANEFEDE TG I DLENDVHALORLEEARFNARK ELSSANETEINLEFT
TADASGFEHLVEELTRARFEGHIDSLVAET I TR INEVV S DAGLEFDETKETVHVGGS TRVPLVEEVERA
FHEDLNESVNFDEVVAIGAAIQGAV IKGDVEDVLLLDVT PLSLGIETLGGVNTE I IEKGTT I PTEREQVE
STAEDNQSAVTINVLOGEREF SRDNKSLONFHNLES IPPAPRGHEO I EVTFDIDANG ILTVSAKDEATGEA
QEIKITGSS6LSEEE TNNMVEDAELHK EEDKERE EAVDARNAADS LAHQVEK SLSELGERVARADEENIQ
KALDDLRETLENQHASKEE I ESKMEAL SEVSHELAENMY KK DEPNTANDE EEKDDDVIDAEVE

SEQ ID Wo: 45

ACE 721 Cj0771e . . . .

=AnTPS24051 (MC_002163)  supuesta proteina periplasmatica [C. jejuni]
HNLFRIIILACTLNLESLFAGH I TIGAT PN PFGELLELMKDDFENKG YELK IVEF SDY IL ENRALEEKEL
DANLYQHK PFLEEYNLEKKGSNL IATT PVLIAPVGYY SKK IKNL ENLKEGARVAT PFNDATHESRALELLEF,
ARLIELNKNTLETFLDINENPEKLEF 1 ELKARQLFRALDOVDIAT INSHFALGAGLNFSKDTI FREDKNS
PYVNYVWVRSEGKNSERTEVIDETLR SOEFKAT INEHYREDILI BAF

SEQ ID MNO:486

ACE 724 €£j0772c ) . . .

>AnrP573672 (WC_002163)  supuesta proteina periplasmatica [C. jejuni]
MEIKSLFIASILTLSLNANALETI TVAATPVPHARILEQVK FDLER GG YELE TKEFTOYVLENLAVDNGE
ADANF FOHTPYLEEFNENKGTRL IKVAATHI EPMAVY SKEYKSLUDIKEGVE IATENDETNESRALDI TA
ERGLVEFEDEALETPLDI IDNPEFK IFFVELE PAQLPRALNDVDFAV INSNY AL SANLNPAKDSVF TEDEE
SPYAHILWGHENDPKIKALIQMQEDHIKQFIIEKMH

SEQ ID NO:47
ACE B19 CjOB72 )

>AnrF694298 (NC_002163) supuesta proteina disulfure isomerasa

[C. jejuni]

MRNFFCEFVLALVEY SSFALANNSP ITLNPSLPS SEN SV I EAFSYEC THC YNHHEFGTLEKLREAFENLH
FEI-YP"JsLMEPSKMFTFLQYHDEQNGMBSYSDELEMWMQRNFMDHVDI
GLEAMNVNENEY LWF LNT PEAR ETLSEFQRAND IAKTYGTPAFVVNGK YO INPSAINSHODLEDLVERLS
MK,

S5EQ ID WO:48

ACE 1060 ©j1118c ) . P
=AnrP515430 (wo_ooz1e3)  proteina requladora de quimiotaxia [ C. jejuni]
MELLVVDDSSTMRR I TERTL TR LGHODVLEAENGVEAWDLL TKNEDVEVL I TEWNM PEMNGLELVEEVEA,
WWIWITWIWFHMMMM

SEQ ID NO:49
ACE 1169 Cjl228c

FAnrPE79791 (MWC_002163) Sefina proteasa (proteasa DO) [ C. jejuni]

MEEI E'l..sLSL!SALFMSINFNEB'I‘R‘I‘ANHWPMBNM?LSMSIWESVWISTERTIWPHP
LODFFND Py FRQFFDF DF SUREGKNDEEVV S S LGSGVI ISKDGY IV THNHVVDDADT I TVNL PGS0 IEYE
ARLIGKDFKTDLAVIEIEANNLSAT TF INSDDLMECTVVEALGHFFGVEF SVTSGL I SALNKON IGLNGY
ENFIQTDAS INFGNSGGALVDSRGYLVG INSAT LSRGGGNNG IGFAT PSNMVED T AKKL T EXGEIDRGFL
GVTILALQGDTEEAYENQEGAL I TOV OGS SADEAG LERGDLY TEVHDEY X SPIDLENY TG TLETGORT
SLEYERDGENEOASF ILEGERENPRGV]SDLI DGLSLENLDPRLEDRLO I PKDVNGVLVDSVEELSKCEN
SGFQEGDI I IGVGOSEIKNLEDL EQALEQVNKKEFTEVWVYRNGEATLLVLE

SEQ ID NO:50
RACE 1510 CjlsBde - . - .

blr.u.'f35532£ (MC_002163) supuesto pepltido periplasmatico del sistema de ransporte ABC
de péptidos [ C. jejuni]
MNPULLFLLFLNLMIFMIIAMIMIHPAYMUHEWSGLTRFDMLMMS
WISWLWBIFI-RDDUWHIMWSIWMSIWWIHMIMMITL?
KPYPAFLDALSIGMLPFHLLENENLNT S SFNONE GG PY R FVEWREGEY VEPKANEHFYLUKVETPRL T
IMIEPSWHIMIWSLMIWILMSMMW
?AWEIWWMFLMSWMPMLLWWMILW
EIH'MEN'DPLRUSIMHQSEFEKIGWSK‘MIFMSHJYSMBFLIWFLDFD‘FH'I"FRWESSQI:I
MWMMIWWIMMPPFIMWMMI
KTRTLGHHGVGFTWNVYEWSE

SEQ ID NO:51

ACE 1543 Cj1617 ) . . . L .
*AnrP11194% (NC_002163) SUpuesta proteina de union a hemina periplasmatica del sistema

de captacion de hemina [C. jejuni]

47



ES 2358 804 T3

FIG. 4

MEKILI IMSLPLIALNARERLVVLDPASI ETLFMLEAEDQIVG IATLOH SN I Y PEDOTSELTSVOTFSNP
SLEKIVALKPSLVILESY SLNLEEGLENFG IR SINLEAERLEDI TENI TTLOOI TREEKEAEL LKQEFNG
KFEELSDEPLNESA T YLYSSNPLMAFNDNSL I ADTLRL IG IKNLS POSQISRPVISAEY ILEQNPDILIL
GINAKNHLLDTHALLENTEAVETGSIYFHNEDTPILLRLSPH I TDR IQEFK THLENNHF

Fragmentos de anrpe3oasi (cio082)
SEQ ID MO:52: TQUDINTONEMSDASTHDITPESIEDFFEEFAD

SEQ ID NO:53: GITKDOKTFYTCESTVAVNDTDRQE
SEQ ID NO:54: RIATSKIONYEADNSTHAKEFDELFRGDKVDQILNE
SEQ ID MO:55: QLOKALKDLGIDTNSLEEDREK TLLEQEFLNETHTN
SEQ ID ND:56: TIVIQRRGEYDVGVVAVISNKTROLAKD

5EQ ID MD:57: AISEYLEKDTEGFLMEYGIRLVYDEN

SEQ ID MO:58: DPSMAKETNILEDRAEET

SEQ ID WO:59: LSLEDERTTGDTYEEII

SEQ ID NO:60: VNDSSTOEQTONITH

SED ID MO:81: TLEEWSYTSENG

SED ID MO:62: Y EYENLANTHNEALNSKESNATENEAEKSSSI0RS

Fragmentos d& anrps7234 (cjoid3c)

EEQ ID MO:63: IFYTFTQARENLEQEONTSSNLYVEVS
SEQ ID NO:64: LPPHSHEMMNFEFEPSTMREELEKSDIYF
5BQ ID NO:65: LEFERVFTDEFEQNFPELOVINEQ
S5EQ ID NO:66: IQTHDTHEHSHEHEHHEHCHFDEHTWL
SEQ ID MO:67: DTLIQRYPQNENLYEENLDE

SEQ ID MO:58: SKLEKLENRE

SEQ ID MNO:E9: YFAKRYHL

SEQ ID NO:T0: GEEPKSKDLOK

SEQ ID NO:71: LMEDENLE

SEQ ID RO:72: QNGFPENAAKTLAEECDAKIYE

SEQ ID RO:73: DHLSYDWENELLETADAF

Fragmentos de anrpés07s0 (cjoazo)

SEQ ID NO:74: FAKEYTLDEAHTDVGFEIKHLOI

SEQ ID NO:75: VKGHFEDYSAVIDFDPASAEFRELDVTI
SEZ ID ND:76: SVNTEMDTRONHLQQUDFF

SEQ ID NO:77: DFFEAKKYPDMTFTH

SEQ ID NO:78: TFTMEEYEKIDNEEGEMT

SEQ ID NO:79: GVAKGKDGKEKIGE

EEQ ID NO:80: LNGKIKRSDFEFATS

SEQ ID ND:81: EVEANEK

Fragmentos de anrres4zse (Ci0715)
EEQ ID NO:B82: LSATEYQLSTHYV

EEQ ID MO:B83: ITSGOFAPKVEVELYE

SEQ ID NO:84: LEANOOWEEVSEEFTEENGRIG
SEQ ID NO:85: LLPYERAENRAFG

SEQ ID MO:88: EFFTEDYYTSHEINTF

SEQ ID RO:87: SFELSEDOKHYHVET

SEQ ID MO:88: PGYSTYRGS

Fragmentos de anre579672 (C30772¢)

SEQ ID NO:8%: ILEQVEPDLEKQGYELEIKEFTDY

SEQ ID NO:50: GEADANFFOHTFYLEEFNEMKST

SBQ ID HO:91: AVYSKEYKSLDDIEE

SEQ ID RO:92: IPNDPTNESRAL .

5EQ ID MO:93: KGLWNDK&LHTP&DIIMIWLKPAQLPW
S5EQ ID MO:54: ANLNPAKDSVFIEDEESPYAN

SEQ ID MNO:95: GHENDPXIKALIDALOSDRIKOFIIEKYN

Fragmentos deé anrez57863 (Cilolge)

SEEQ ID KRO:96: RGDEVSLAI IDTKGOKLES SSGANRLYSQDE

SEQ ID MO:97: VAEDNKIPLIAPARTSDRLLOKEIYSSRVC

SEQ ID MO:98: mmvrmmmmmmﬂm
SEQ ID MO:99: NEWMIURQWIFLPLWSWWSM
SEQ ID NO:100: G?:msmmrxmmm
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SEQ ID NO:101: VNEKIHQTKNYQGVS

SEQ ID NO:102: QTGNATRSVVVKEIKNQEQNYEDIIN

Fragmentos de anrpi0s083 (cj13s0)

ID
ID
ID
ID
ID
ID

NO:103:
NO:104:
NO:105:
NO:106:
NO:107:
NO:108:

ELNGOKQENILFTK
SYAQEYEMKKFQEARENF TKNAKAVAQKETH
VIALGDENKFATL

HLAQIDDELKNYQV

YKEARKAKNDKEKIAT
LNKYYDANIKNYPKVSDAELKEVFSLYEKYRSL

Fragmentos de anrP407676 {Ccil643)

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ

iD
ID
ID

ID

NO:109:
NO:110:
NO:111:
NO:112:
NO:113:
NO:114:
NO:115:
HNO:116:
NO:117:
NO:118:
NO:119:

NO:120:

ACE 393, MLS3

ATGAAARRAGTTTTATTGAGT TCATTGETTGCGGTGTCTT TG TTAAGCACAGG T T TGTTTGCTARAGAATATACTTTAGA
TARAGCACATACAGATGTAGGTTTTARRATCARACATT TACAAAT TAGCAATG TAAAAGGAAATTTCARAGATTATTCTE
CGGTGATTGATTTTGACCCTGCGAGTGC TGAATTTARAAAGC TTGATGCAACTATAAAAATCGCATC TG TAAATACAGAR
AATCAAACAAGAGATAATCACT TACAGCARGATGATTT I T TCAAAGCARRAAMATATCCTGATATGACTTTTACALTCAR
AAAATATGARARRATCGATAATGAMALAGG TAAAATGACAGGAACTTTAACTATAGCTGGAGT TTC TAAAGATATCGTTT
TAGATACTGAAATCGGCGGTGTAGC TAAAGGCAARGATGCAAAAGAAAAANTAGGC TTTTC TTTAAATGGAAARATCARA
CGCTCTGATTTTARATTTGCAGCAAGTACTTCAACTATTAC T TTAAGTGATGATATTAATTTARATATCGAAGTTGARCC

GRACGAAARA

SEQ ID NO:121:
SEQ ID NO:122: FAASTSTITLSDDINLNIEVEANEK
SEQ ID NO:123: LDATIK

GIERPKFEDFLAGYERNKASMLN
LEQPNAKLNKYVKYDPFL
PTPMGDEEKLTRNDWVGIWDFNKPYI
AQNIDEFDQLDFNSE
GNRYLKHFMKYNDVY

VVRENK IYVNNVRENPQFL
PANDLRELNEK
DRGSTLYFQVLRDNMDLN
AFDLSKFNLPDSKPEFPKI
TEIDPKSEVSNAG
LIERESTELPLSNFN

{0:19) ADN

DIVLDTEIGGVAK
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