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DESCRIPCION
Composiciones para producir una respuesta inmunitaria contra mycobacterium avium subespecie para tuberculosis.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a la estimulacion de respuestas inmunolégicas, y mas especificamente a
composiciones y métodos para estimular respuestas inmunoldgicas profilacticas y/o terapéuticas contra
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) es el agente causal de la enfermedad de John (JD),
que provoca enteritis granulomatosa crénica en rumiantes. Los animales afectados clinicamente desarrollan diarrea
cronica y pérdida de peso progresiva que da como resultado inevitablemente la muerte, en tanto que los animales
infectados sub-clinicamente presentan una disminucién de la produccién de leche. La JD tiene una importancia
economica extraordinaria en la industria lactea mundial, provocando importantes pérdidas debido a la disminucion
de la produccién y defectos prematuros en los animales con estimaciones de 20% de los rebafios lacteos
estadounidenses afectados y costes de 220 millones de ddlares al afio para la industria lactea (Wells, et al. 2000. J.
Am. Vet. Med. Assoc. 216: 1450-1457). El ganado es muy susceptible a infeccién con este organismo en los
primeros 6 meses de vida, pero la enfermedad comunmente no se vuelve evidente hasta los 3 a 5 afios de edad. La
infeccion ocurre por ingestion de estiercol, calostro o leche contaminada de vacas infectadas (Sweeney, 1996. Vet.
Clin. N. Am. Food Anim. Pract. 12:305-312). La infeccién fetal también ocurre, particularmente en vacas prefiadas
con enfermedad avanzada (Sweeney, et al. 1992. Am. J. Vet. Res. 53:477—480). Ademas, la trascendencia de MAP
se ha incrementado significativamente debido de su papel potencial como agente causante de la enfermedad de
Crohn en personas (Chamberlin, et al. Aliment Pharmacol Ther 2001; 15(3):337-46; Naser SA, et al., Mol Cell Probes
2002; 16(1):41-8).

La vacuna para JD aprobada actualmente para su uso en el campo es una suspension oleosa de una cepa muerta
de MAP, que tiene limitaciones significativas. Principalmente, la eficacia de esta vacuna es cuestionable con
resultados variables en diferentes pruebas de vacunacion. Otra preocupacion es la interferencia de bacterinas de
célula completa con las pruebas de diagnéstico, puesto que los animales vacunados tienen reacciones positivas
falsas para tuberculosis y para-tuberculosis. Asi, esta aumentando la demanda de vacunas mejoradas, pero se
necesita que sean potentes y al mismo tiempo no deben interferir con la diagnosis de la tuberculosis y la JD. Para
lograr este objetivo, se han intentando varios procedimientos, que incluyen vacunas recombinantes, vacunas de
ADN y vacunas de sub-unidades (13; Shin SJ, et al. Infect Immun 2005; 73(8):5074-85). Sin embargo, todavia existe
la necesidad de desarrollar vacunas para MAP mejoradas.

La Patente de los Estados Unidos Num. 7.074.559 82 describe moléculas de acido nucleico especificas de
Mycobacterium paratuberculosis que comprenden una secuencia concreta, polipéptidos codificados por estas
moléculas de acido nucleico especificas de M. paratuberculosis, y anticuerpos que tienen una afinidad de union
especifica por los polipéptidos codificados por las moléculas de acido nucleico especificas de M. paratuberculosis.
También se describen los métodos de deteccion de M. paratuberculosis en una muestra utilizando las moléculas de
acido nucleico, los polipéptidos, y los anticuerpos descritos y describe los métodos para prevenir una infeccion por
M. paratuberculosis basados en las moléculas de acido nucleico, los polipéptidos, y los anticuerpos descritos.

La publicacion de Li et al., "The complete genome sequence of Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis”,
PNAS, Vol. 102, num. 35, 30 de Agosto de 2005, pags. 12344-12349 se refiere a la provision de un ensayo
diagnéstico para la Enfermedad de Johne bovina. Esta describe la secuencia genédmica de un clon comun de MAP
asi como secuencias especificas de MAP que es probable que sirvan como dianas potenciales para ensayos
diagnoésticos moleculares e inmunogénicos sensibles y especificos.

Finalmente, la publicacién de de la solicitud de patente de los Estados Unidos Num. 2007/0134274 A1 describe
numerosos identificadores genémicos como dianas potenciales para vacunas y otros farmacos contra la enfermedad
de Johne. Se describen métodos que se pueden utilizar para liberar un compuesto inmunizante en un mamifero y
proporcionar una respuesta inmunitaria contra la enfermedad de Johne o de Crohn en el mamifero.

Compendio de la Invencién

La presente invencion proporciona composiciones y métodos para estimular una respuesta inmunolégica en
mamiferos contra MAP. Las composiciones comprenden un nuevo polipéptido recombinante de 79 kDa referido en la
presente memoria como “Map74F”. Map74F fue generado al enlazar un fragmento C-terminal de ~17,6-kDa de la
proteina Map3527 a un fragmento de la proteina Map1519, seguido en el extremo C durante una porcién N-terminal
de 14,6-kDa de la proteina Map3527.

Ademas de Map74F, las composiciones de la invencion pueden también comprender otras proteinas de MAP, tales
como proteinas de MAP 85A, 85B, 85C, 35kDa, SOD, MptC, MptD y proteina de tipo ESAT-6 y combinaciones de
las mismas.
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El método comprende administrar la composicion a un mamifero en una cantidad eficaz para estimular una
respuesta inmunolégica contra bacterias MAP. Se espera que el método sea beneficioso para cualquier mamifero
susceptible de infeccion por MAP, pero es particularmente beneficioso para los ruminantes.

Las composiciones pueden ser formuladas con portadores farmacéuticos convencionales y pueden ser
administradas via cualquiera de una variedad de rutas convencionales. Las composiciones pueden ser
administradas en cualquier momento a un animal susceptible a contraer infeccion por MAP o a un animal que esta
infectado con MAP. Sin embargo, es preferible administrar las composiciones antes de la infeccion por MAP, por
ejemplo mediante administracion a animales prefiados que pueden ftransferir componentes inmunolégicos
profilacticos a sus neonatos via calostro, o mediante administracion durante el periodo de una a cinco semanas
después del nacimiento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A proporciona una representacion esquematica de un constructo de Map74F. El Map74F fue generado
mediante la union sucesiva desde su extremo N a su extremo C de los ORF que codifican un fragmento C-terminal
de la proteina Map3527 unido a un ORF que codifica los aminoacidos 1-460 de la proteina de Map 1519, y que
terminan con un ORF que codifica un fragmento N-terminal de Map3527. El ORF que codifica Map74F tiene 2397
nucleétidos (nt) y codifica un polipéptido de 799 aa con una masa molecular pronosticada de ~79 kDa.

La Figura 1B proporciona una representacion fotografica de SDS-PAGE al 10% tefiida con azul de Coomassie de
productos lisados de E. coli de E. coli (BL21/pLysE) transformados con un vector de expresion que codifica Map74F.
Las células fueron cultivadas e inducidas con IPTG 1 mM. Las calles ilustran los productos lisados antes (calle Ul) o
3 horas después (calle 1) de la induccién con IPTG. El Map74F recombinante purificado es mostrado en la calle P
junto con el marcador de masa molecular (calle M).

Las Figuras 2A - 2D proporcionan representaciones graficas de datos obtenidos de ratones sacrificados 3 semanas
después de la vacuna de refuerzo. Las células de bazo de ratones, a los que se habia administrado Map74F+
monofosforil lipido A (MPL) y MPL solo fueron estimuladas por 2 dias con 10 pg/ml de Map74F, ConA y medio. Para
los datos presentados en la Figura 2A, los sobrenadantes de cultivo fueron analizados para determinar los niveles de
IFN-y mediante ELISA. Para los datos presentados en la Figura 2B, se realizé el andlisis ELIspot para determinar los
numeros relativos de células que expresan IFN-y en suspensiones de bazo unicelulares de ratones inmunizados y
ratones de control estimulados con y sin antigenos. En la Figura 2C, se presentan los datos del analisis FACS de
células de bazo para determinar las poblaciones de subconjuntos de linfocitos recolectadas de los animales
vacunados (Map74F+MPL) y animales de control (MPL, ConA-MPL) después de la estimulaciéon con antigenos
recombinantes y antigenos de control. En la Figura 2D, se presentan datos para expresion de ARNm de citocina en
respuesta a Map74F normalizado al gen de mantenimiento GAPDH. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

Las Figuras 3A y 3B presentan datos obtenidos de sueros recolectados de animales vacunados y animales de
control en diferentes momentos (pre-vacunaciéon/vacunacion primaria (PV), vacunacion de refuerzo (B), antes de la
sensibilizacion (BC), 4, 8, 12 y 16 semanas después de la sensibilizacion) y verificados para determinar la respuesta
de anticuerpo. Los datos presentados en la Figura 3A son de sueros sometidos a ensayo para determinar
anticuerpos especificos de Map74F. La Figura 3B presenta datos de ensayo para las proporciones de IgG1:1gG2
mediante ELISA. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

Las Figuras 4A y 4B proporcionan ilustraciones graficas de datos que muestran la expresién de inmunidad
protectora en bazo (Figura 4A), higado (Figura 4B) y nodo linfatico mesentérico (MLN) (Figura 4C) conferida por
vacunacion con Map74F+MPL. Map74F redujo significativamente la carga de MAP en el bazo (8-16 semanas
después de la sensibilizacion), higado (12-16 semanas después de la sensibilizacion) y MLN (8-16 semanas
después de la sensibilizacion). Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

Las Figuras 5A-5D proporcionan representaciones fotograficas del examen histopatoldgico de tejidos de raton
vacunados Yy tejidos de ratén sin vacunar. La Figura 5A es representativa del higado de un ratén de control sin
vacunar. Numerosos granulomas grandes estan dispersados aleatoriamente en todo el higado. Hematoxilina y
Eosina. Barra = 100 nm. Recuadro: vista con mayor aumento de un granuloma que demuestra numerosos bacilos
resistentes a acido. Tincion de Ziehl-Neelsen. La Figura 5B es representativa del higado de un ratéon vacunado con
Map74F. Solamente estan presentes escasos numeros de pequefios agregados linfoides acompafados por unos
pocos macréfagos. La Figura 5C es representativa del bazo de un ratéon de control sin vacunar que muestra
granulomas ocasionales en la pulpa blanca. La Figura 5D es representativa del bazo de un ratén vacunado con
Map74F. La pulpa blanca y pulpa roja estan desprovistas de granulomas. Tincién de hematoxilina y eosina. Barra =
100 nm. Recuadro: vista con mayor aumento de un granuloma que demuestra la ausencia de bacilos resistentes a
acido. Tincion de Ziehl-Neilsen.

Las Figuras 6A-6C proporcionan ilustraciones graficas de datos que muestran respuestas linfoproliferativas de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de animales inmunizados (grupo | y Il) y de control (grupo Ill) a
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los antigenos recombinantes (85A, 85B, Map74F y SOD), ConA y PPD. Los resultados son expresados como indice
de estimulacion (Sl), y las barras de error indican desviacion estandar de la media.

Las Figuras 7A-7C proporcionan ilustraciones graficas de datos que muestran la respuesta de IFN-y especificas de
antigeno de PBMC de animales inmunizados (grupo | y Il) y de control (grupo lll). Los resultados son expresados
como valores de OD y las barras de error indican desviacion estandar de la media.

Las Figuras 8A - 8F proporcionan ilustraciones graficas de datos que muestran la expresion de sub-conjuntos de
linfocitos de PBMC recolectadas de los grupos inmunizados (I y Il) y el grupo de control (lll) en tiempos
especificados después de estimulacidon con los antigenos recombinantes y de control tal como son analizados
mediante citometria de flujo. Los resultados son expresados como porcentaje de células con tincidon positiva en
relacion con la muestra sin inducir (cultivada con medio). Las barras de error indican desviacidon estandar de la
media.

Las Figuras 9A y 9B proporcionan ilustraciones graficas de datos que muestran la expresion de ARNm de gen de
citocina en respuesta a antigenos recombinantes en los grupos inmunizados (I y II) y grupo de control (lll). Los
resultados son expresados como las veces de incremento promedio con respecto a PBMC sin estimular, que
sirvieron como calibradores. Las barras de error indican desviacion estandar de la media.

Figura 10. Respuestas de anticuerpo a antigenos recombinantes individuales en los animales del grupo | y Il
vacunados y los animales del grupo Il de control. Las barras de error representan desviaciéon estandar de la media.

La Figura 11 proporciona un resumen tabular de resultados de cultivo de MAP (CPU) medidos en varios tejidos
recolectados en la necropsia.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona composiciones y métodos para estimular una respuesta inmunitaria contra MAP
en un animal. Las composiciones comprenden un polipéptido recombinante referido en la presente memoria como
Map74F. El marco de lectura abierto (ORF) que codifica Map74F es de 2397 nucledtidos de longitud y codifica un
polipéptido de 799 aminoacidos. La secuencia de la proteina de Map74F se proporciona en el SEQ ID NO: 1.
Map74F tiene una masa molecular calculada en base a su composicién de aminoacidos de 79 kDa, a pesar de su
masa molecular aparente de aproximadamente 74 kDa estimada mediante analisis de SDS-PAGE. La secuencia
proporcionada en el SEQ ID NO: 1 es mostrada sin una etiqueta de purificacion opcional, tal como una etiqueta de
histidina.

Map74F fue construido uniendo desde el extermo N al extremo C un fragmento C-terminal de ~17,6 kDa de la
proteina de Map3527, un fragmento de 46,8 kDa de la proteina de Map 1519, seguido de un fragmento N-terminal
de ~14,6 kDa de la proteina de Map3527. Una representacion esqueméatica de Map74F se proporciona en la Figura
1.

Las secuencias de aminoacidos completas de Map3527 y Map 1519 se proporcionan en el SEQ ID NO: 2 y SEQ ID
NO: 3, respectivamente. El fragmento C-terminal de 17,6 kDa de la proteina Map3527 presente en Map74F esté
representado por los aminoacidos 183 - 361 de SEQ ID NO: 2. El fragmento de 46,8 kDa de la proteina de Map1519
presente en Map74F esta representado por los aminoacidos 1 - 460 de SEQ ID NO: 3. El fragmento N-terminal de
14,6 kDa de Map3527 presente en Map74F esta representado por los aminoacidos 33 - 180 de SEQ ID NO: 2. Se
espera que fragmentos mas largos de Map1519 y de los extremos N y C de Map3527 puedan estar incluidos en una
proteina recombinante que seria util en el método de la invencion.

Ademas de MAP74F, las composiciones de la invencion pueden comprender otros agentes que pueden estimular
una respuesta inmunitaria contra bacteria de MAP. Por ejemplo, las composiciones pueden comprender una o mas
de ofras proteinas de MAP, tales como proteinas de MAP 85A, 85B, 85C, 35kDa, superdxido dismutasa (SOD),
MptC, MptD y proteina de tipo ESAT-6 y combinaciones de las mismas. Estas proteinas son descritas en la solicitud
de patente de los Estados Unidos Num. 11/816,365.

En una realizacion, la composicion comprende MAP74F y una o mas de las proteinas de MAP 85A, 85B o SOD. La
secuencia de ADN que codifica el gen de MAP 85A vy la secuencia de aminoacidos del gen 85A se proporcionan en
GenBank No. de acceso AF280067 (entrada, 10 de Octubre, 2003). La secuencia de ADN que codifica el gen de
MAP 85B y la secuencia de aminoacidos del gen 85A se proporcionan en GenBank No. de acceso AF219121 gen
85B (entrada, 21 de Noviembre de 2002). La secuencia de ADN que codifica el gen de MAP 85C y la secuencia de
aminoacidos del gen de 85C se proporcionan en GenBank Num. de acceso AP280068 (entrada, 21 de Noviembre
de 2002). La secuencia de ADN que codifica el gen de MAP SOD y la secuencia de aminoacidos del gen de SOD se
proporcionan en GenBank Num. de acceso AF 180816 (entrada, 30 de noviembre de 2001).

El método de la invencidon comprende administrar una composicién que comprende Map74F a un mamifero en una
cantidad eficaz para estimular una respuesta inmunitaria contra MAP. La respuesta inmunitaria estimulada puede
comprender estimulacién de cualquier componente del sistema inmunitario, incluyendo pero no limitados a la
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generacion de anticuerpos reactivos a antigenos de MAP, estimulacion de proliferacion de linfocitos, produccion de
citocinas asociadas con Th1, tales como IFN-y, y combinaciones de los anteriores.

Map74F puede ser administrado a un animal en forma de un vector. Por ejemplo, secuencias de acido nucleico que
codifican Map74F pueden ser clonadas en el genoma de una bacteria (por ejemplo, Salmonella) o un virus (por
ejemplo, virus de herpes bovino-1 (BHV-1)), y la bacteria o virus recombinante resultante puede ser administrado a
animales. Asi, la presente invencion también incluye vectores bacterianos y virales que expresan Map74F. También
estan contempladas en el alcance de esta invencién metodologias de vacuna de ADN en las que se administran
directamente a animales moléculas de acido nucleico que codifican Map74F, ya sea solas o combinadas con un
coadyuvante o un agente que facilita la transfeccion.

El método puede proporcionar beneficio a cualquiera animal susceptible de infeccion por MAP. Las composiciones y
métodos son particularmente apropiados para la profilaxis o la terapia para infeccién por MAP de ruminantes,
incluyendo pero no limitados a ganado vacuno, ovejas, cabras, venados y alces, antilopes, y bufalos. En una
realizacién, el método puede ser usado para la profilaxis o la terapia de la enfermedad de John.

Las composiciones pueden ser administradas a cualquier animal infectado con MAP o no infectado. La
administracion de las composiciones a animales infectados de acuerdo con el método de la invencién es
considerada para estimular una respuesta inmunoldgica terapéutica. Sin embargo, la invencion también incluye la
administracion de las composiciones antes de infeccion por MAP para estimular una respuesta profilactica. Por
ejemplo, las composiciones pueden ser administradas a un animal prefiado que puede transferir componentes
inmunoldégicos profilacticos a sus neonatos no infectados via calostro o leche durante la lactancia. Alternativamente,
las composiciones pueden ser administradas durante el periodo de una a cinco semanas antes del nacimiento para
proporcionar un efecto profilactico que puede impedir la infeccién por MAP o reducir la gravedad de la enfermedad si
se presenta la infeccién.

Asi, en una realizacion, el método de la invencion es profilactico para la infeccion por MAP, mientras que en otra
realizacién, el método es terapéutico para la infeccién por MAP.

Las composiciones pueden ser formuladas con portadores farmacéuticos convencionales y pueden ser
administradas via cualquiera de una variedad de rutas convencionales. Algunos ejemplos de portadores
farmacéuticos aceptables para su uso con proteinas son descritos en Remington's Pharmaceutical Sciences (182
Ediciéon, A. R. Gennaro et al. Eds., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990).

Las composiciones usadas en el método de la invencién pueden también comprender coadyuvantes. Se puede usar
cualquier coadyuvante convencional. En una realizacién, el coadyuvante puede ser un monofosforil lipido A (MPL),
que puede ser proporcionado combinado con dicorinomicolato de trehalosa sintético. En otra realizacion, el
adyuvante puede ser bromuro de dimetildioctadecil amonio (DDA).

Las composiciones de la invencién pueden ser administradas mediante cualquiera ruta aceptable. Las rutas de
administracion apropiadas incluyen oral, mucosal y parenteral (por ejemplo, inyeccion intravascular, intramuscular y
subcutanea). Las composiciones pueden ser administradas en cualquier momento a un animal susceptible de
contraer una infeccién por MAP o a un animal que esta infectado con MAP.

Los expertos en la técnica reconoceran que la cantidad de MAP74F y cualquier otro agente antigénico en la
composicion administrada a un animal particular dependera de una diversidad de factores, tales como la ruta de
administracion, y la talla, condicion fisica y el estatus con respecto a MAP del animal, y puede ser ajustada por los
expertos en la técnica para obtener un resultado deseado. Las composiciones pueden ser usadas en una sola
administracion o en una serie de administraciones para reforzar la respuesta inmunolégica. En general, se puede
administrar una dosificacion total de entre 10-200 ug de proteina.

Los siguientes ejemplos describen las diversas realizaciones de esta invencion. Estos ejemplos son ilustrativos y no
pretenden ser restrictivos.

Ejemplo 1
Este ejemplo proporciona una descripcion de la clonacion, expresion y purificacion de Map74F.
Generacion de un ORF unido en tdndem que codifica Map74F

Map74F fue generado mediante la unidn sucesiva en tandem de los ORF del fragmento C-terminal de ~17,6 kDa de
un Map3527 a un ORF que codifica una Proteina que tiene una masa molecular de 46,8 kDa, seguido en el extremo
C de una porcion N-terminal de ~14,6 kDa de Map3527.

Generacion del constructo de Map3527c¢ desprovisto de un codén de parada.

Los oligonucleétidos 5’ y 3’ con respecto a la porcion C-terminal de Map3527 (Map3527c) fueron designados como
sigue: 5° (TA CATATG CAT CAT CAT CAT CAT CAT CTC AAC CAG AGC GTC TCG GC 3’ (SEQ ID NO: 4)) y (¥’
TA GAATTC GGC CGG CGG CCC CTC CGC C 3’ (SEQ ID NO: 5)). El oligonucledtido 5 contenia un sitio de
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restriccion de Ndel que precedia a un coddn de inicio de ATG, seguido de secuencias de nucleotidos que codifican
seis residuos de histidina (cursiva). El oligonucleétido 3’ contenia un sitio de restriccion de EcoRI. Estos oligos
fueron usados para amplificar Map3527c, la porcién de 540-nt de carboxilo (residuos de 180 aa de 14,6 kDa) de
Map3527 y el producto amplificado mediante PCR resultante fue ligado a un vector Topo de PCR2.1. EI ADN del
plasmido con el inserto correcto fue sometido a digestion con Ndel y EcoRI, y ligado al vector de expresion pET17b
cortado con las mismas enzimas. Los productos ligados fueron transformados en células de Escherichia coli DH5a y
un transformante con el inserto correcto (Map3527c) fue identificado mediante digestion con enzimas de restriccion y
secuenciacion de ADN.

Amplificacién por PCR de las secuencias codificantes completas de Map 1519 y ligacion al plasmido de Map3527¢-
pET.

Los oligos 5’ y 3’ de Map1519 contenian las siguientes secuencias: 5'(5-CTA ATC GAATTC ATG TTC TAT GGG
GCC TTT C-3' SEQ ID NO: 6)) y 3'(5-TA ATC GATATC CAG GAC CTT GGA CTT GTC-3' SEQ ID NO: 7)). El
oligonucledtido 5’ contenia un sitio de restriccion de EcoRI. El oligonucleétido 3’ tenia un sitio de restriccion EcoRYV,
seguido inmediatamente de secuencias que comprenden los seis residuos de aminoacidos C-terminales y
desprovistos de un codén de parada. La amplificacion de la secuencia codificante de Map1519 (1380 pb; un tramo
de 460-aa con un tamafio pronosticado de ~46,8 kDa), y el producto amplificado mediante PCR resultante fue ligado
al vector Topo de PCR2.1 cortado con las mismas enzimas. El clon con el inserto correcto fue sometido a digestion
con EcoRI y EcoRV y ligado al plasmido de Map3527c-pET pre-digerido con EcoRI/EcoRV. Los productos ligados
fueron luego transformados en células de E. coli DH5a, y un transformante con el inserto correcto (Map3527c-
Map1519) fue identificado mediante digestion con enzimas de restriccion y verificado mediante secuenciacion de
ADN.

Clonacion del fragmento N-terminal de Map3527 en el constructo de Map3527-C-Map1519.

Los oligonucledtidos 5 y 3’ del fragmento N-terminal de Map3527 fueron disefiados como se describe a
continuacion: 5'(5'-AT CATATC GGG CTG GCG CCG GCG TCC-3' SEQ ID NO: 8)) y 3'(5-AT CTCGAG TCA CGC
GAC CTT GCC GGC-3' SEQ ID NO:9)). El oligonucleétido 5 contenia un sitio de restriccion de EcoRV. El
oligonucledtido 3’ contenia un sitio de restriccion de Xhol. Fueron disefiados para amplificar la porcién N-terminal de
447 pares de bases (149 residuos de aminoacidos) de Map3527. El producto amplificado por PCR resultante fue
sometido a digestion con EcoRV y Xhol, y ligado al plasmido pET de fusién de Map3527c-Map1519 sometido a
digestion con EcoRV y Xhol. La mezcla de ligacion fue usada para transformar células de E. coli DH5a y los clones
positivos fueron identificados mediante digestion con enzimas de restriccion y verificados mediante secuenciacion de
ADN. El constructo final, codifica una poliproteina de 74 kDa (Map 74F), que comprende un solo ORF organizado en
el orden lineal, Map3527C-Map1519-Map3527N.

Expresién y purificacién de proteina recombinante de Map74F

El constructo de ADN del plasmido fue transformado en células de E. coli BL21 (DE3 pLysE). Las células de E. coli
transformadas fueron depositadas sobre agar LB con un suplemento de ampicilina (100 pg/ml). Una sola colonia fue
inoculada en 10 ml de caldo LB con ampicilina (100 pg/ml), y cultivada a 37°C durante toda la noche con
sacudimiento. El cultivo fue diluido 1:100 en el caldo LB que contenia ampicilina (100 pg/ml) y cloranfenicol (34
pg/m) y cultivado a 37°C con sacudimiento. Después de una induccion de 3 horas con IPTG 1 mM (Invitrogen Co,
Carlsbad, CA), las células fueron cosechadas mediante centrifugacién (5000Xg) y lavadas una vez en PBS. Las
células fueron suspendidas en tampén A (Tris HCI 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0) y sometidas a lisis en
una prensa de células French o disruptor celular. Después de la centrifugacion de los cuerpos de inclusion, los
sedimentos fueron lavados tres veces con tampon de lavado de cuerpo de inclusion (Tampén A + Triton X-100 al
1%) y dos veces con tampdon CHAPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (CHAPS al 1% en Tris-HCI 10 mM, pH 8,0) con
el fin de eliminar el lipopolisacarido (LPS). Los cuerpos de inclusion fueron disueltos en tampén B (fosfato de sodio
100 mM, Tris-HCI 10 mM, urea 8M, PMSF 2 mM (Sigma) y 20 pg/ml de leupeptina (Sigma), pH 8,0) y purificados con
columna de agarosa de Ni-NTA (Invitrogen). Las fracciones eluidas fueron verificadas mediante SDS-PAGE vy las
fracciones que contenian la proteina recombinante fueron acumuladas y sometidas a dialisis contra Tris-HCI 10 mM
(pH 7,8) durante toda la noche a 4°C dos veces. La proteina se hizo pasar a través del gel de eliminacién de
endotoxina Detoxi-GelTM (Pierce, Rockford, IL) y a proteina purificada fue verificada para determinar niveles de
endotoxina mediante el analisis de amebocito de Limulus. La proteina purificada tuvo niveles despreciables (10
pg/ml) de endotoxina.

Una representacion esquematica de Map74F que muestra la organizacion y sitios de enzima de restriccion usados
para construir la poliproteina se muestra en la Figura 1. El ORF de Map74F es de 2397 nt de largo, que codifica un
polipéptido de 799 aminoacidos (Figura 1B) con una masa molecular pronosticada de ~79 kDa. El disefio y
construccion del ORF dieron como resultado la introduccion de dos secuencias bisagra (EcoRI y EcoRV) de seis
nuclestidos, que codificaban dos aminoacidos en cada uno de los sitios de unién que conectan los tres. Ademas, el
ORF fue disefiado para tener seis residuos de histidina en el extremo N para la purificacion utilizando la matriz Ni-
NTA. Después de la expresion en E. coli, la proteina recombinante fue purificada de cuerpos de inclusion y
analizada mediante SDS-PAGE (Figura 1B) con rendimientos que fluctuan de alrededor de 1,5-2,0 mg de proteina
purificada de un litro de cultivo inducido.
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Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra el uso de Map74F para estimular una respuesta inmunitaria contra MAP en un modelo de
raton.

Se ha encontrado que los ratones son un modelo apropiado para estudios de infeccién por MAP. La carga
bacteriana y patologia de 6rganos especificos son buenos indicadores del estatus infeccioso de ratones después de
la sensibilizacion con MAP. En ratones, el higado, el bazo y los nodos linfaticos mesentéricos son los érganos de
eleccion para determinar la carga bacteriana después de la sensibilizacion con MAP. En este Ejemplo, se determind
la carga de MAP en estos 6rganos para calibrar la eficacia protectora de Map74F después de la sensibilizacion. Es
evidente a partir de los resultados presentados a continuacion que los animales inmunizados con Map74F fueron
aptos ya sea para exterminar o inhibir la proliferacion de MAP durante un curso de una infeccién de 16 semanas. En
el bazo, el higado y los MLN, el numero de CFU disminuyé a las 8 semanas después de la sensibilizacion,
sugiriendo la eliminacién de MAP. Ademas de la carga bacteriana, el numero reducido de granulomas y menos
organismos resistentes a acido observados en el higado y bazo de animales vacunados indicaron la eficacia
protectora de la poliproteina. La carga de MAP sustancialmente reducida en los 6rganos y la mejor patologia de
higado y bazo indican que la inmunizacién con 74F protegia a los ratones contra infeccion por MAP al disminuir o
eliminar rapidamente la carga de MAP. Map74F también produce altos niveles de IFN-y. Map74F indujo una buena
respuesta de Th1.

Los siguientes materiales y métodos fueron usados en este ejemplo.
Animales

Los experimentos fueron efectuados utilizando ratones C57/BL6 hembra de 6-8 semanas de edad (Harlan Sprague,
Indianapolis, Indiana). Los animales fueron mantenidos en una instalacion de nivel de bioseguridad Il y tuvieron libre
acceso a alimento y agua. Todo el trabajo experimental se llevé a cabo en cumplimiento con las regulaciones,
politicas, y principios del Acta de Bienestar Animal, Politica de Servicio de Salud Publica sobre Cuidado y Uso
Humano de Animales de Laboratorio utilizados en pruebas, investigacion y entrenamiento, la Guia NIH para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y el Departamento de Salud Publica del Estado de Nueva York.

Cepa bacteriana

Un producto aislado de MAP de una vaca infectada, designado MAP 66115-98, fue usado para sensibilizar los
ratones y para el aislamiento del ADN genémico. MAP 66115-98 fue cultivado en medio 7H9 con un suplemento de
acido oleico -albumina-dextrosa-catalasa al 10% (Becton, Dickinson y Co, Sparks, MD) y micobactina J (Allied
Monitor, Inc, Fayette, MO). Después de cultivo durante 6-8 semanas, los organismos fueron cosechados mediante
centrifugacién a 10.000 X g y lavados dos veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; pH 7,2). Los
organismos fueron diluidos en PBS a la concentracion requerida y usados para sensibilizar los ratones.

Inmunizacién de Ratones

Los ratones fueron divididos en dos grupos con 36 animales en cada grupo. Los animales del Grupo | fueron
inmunizados dos veces, con un intervalo tres semanas con 50 pg/animal, de la proteina de fusion formulada con
Emulsién de MPL+TDM (Ribi Adyuvant Systems, Corixa, Hamilton, MT) en un volumen total de 100 pl por dosis via
inyeccion subcutanea en el dorso. Los animales del Grupo Il fueron mantenidos como controles sin vacunar y se les
administré la Emulsion de MPL+TDM sola. Tres semanas después de la segunda inmunizacién, 12 animales en
cada grupo, designados para estudios de inmunogenicidad, fueron sacrificados y las células del bazo fueron
obtenidas mediante procedimientos convencionales. La células de bazo fueron cultivadas en el medio RPMI 1640
(Gibco, Grand Island, NY) que contenia FBS al 105 (Gibco) a 37°C en CO; al 5%. Los experimentos de inmunizacion
fueron repetidos dos veces con la misma dosis y horario.

Sensibilizacién de ratones con MAP

Tres semanas después de la segunda inmunizacion, 24 animales de cada uno de los Grupos | y Il fueron tratados
mediante inyeccion intraperitoneal de 10° unidades CTU de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis. Seis
animales de cada uno de los dos grupos fueron sometidos a eutanasia a las 4, 8, 12 y 16 semanas después de la
sensibilizacion y el bazo, el higado y los nodos linfaticos mesentéricos (MLN) fueron recolectados y divididos en dos
partes. Un conjunto de tejidos fue homogeneizado en PBS (100 mg/ml) y 100 pl de productos homogeneizados de
tejido individuales fueron inoculados sobre cultivos inclinados de yema de huevo de Herald (HEY) (Becton, Dickinson
and Co, Sparks, MD) que contenian micobactina J. con el fin de estimar la carga bacteriana. Los cultivos inclinados
fueron verificados para determinar crecimiento bacteriano mediante recuento de colonias a las 8-12 semanas de la
inoculacion. El otro conjunto de tejidos fue usado para el examen histopatolégico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 390 996 T3

Examen histopatolégico

Porciones de bazo, higado y MLN se fijaron mediante inmersion en formacién tamponada neutra al 10%, embebida
en cera de parafina, seccionadas a 4 ym y tefiidas con eosina y tincion de Ziehl-Neelsen mediante métodos
histolégicos convencionales y examinadas mediante microscopio 6ptico.

ELISA para determinar la respuesta de anticuerpo

Se midi6 la respuesta de la IgG especifica del antigeno mediante ELISA convencional. Las placas de ELISA (Nunc-
immuno module, Nunc, Roskilde, Dinamarca) se recubrieron con 200 ng/pocillo de proteina recombinante e
incubaron a 4°C durante toda la noche. Después del lavado una vez con PBST (Tween 20 al 0,05% en PBS), se
agregaron 300 pl de tampdn de bloqueo (BSA al 1% en PBST) y se incubaron a 25°C durante 1 hora. Las placas se
lavaron 3 veces con PBST y se afiadieron a los pocillos 100 ul de muestras diluidas de suero y se incubaron a 37°C
durante 1 hora. Para la respuesta de IgG total, después del lavado, se agregaron 50 ng de IgG de anti-ratén de
cabra conjugada con fosfatasa alcalina (KPL, Gaithersburg, MD) a los pocillos y se incubaron a 25°C durante 30
minutos. Después del lavado, se agregaron 50 pl de sustrato BluePhos (KPL) y se incubaron durante 10 minutos.
Las placas se leyeron en un lector de microplacas ELx 808 Ultra (Bio-Tek Instruments, Inc, Winooski, VT) a 630 nm
después de agregar 50 pl de soluciéon de parada (KPL). Para la respuesta de isotipo, después del lavado, se
anadieron a los pocillos 25 ng de 1IgG1 o IgG2a de anti-ratdon de cabra conjugada con biotina (Southern Biotech,
Birmingham, AL) y se incubaron a 25°C durante 30 minutos. Después del lavado, se agregaron 0,2 ug/ml de
estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano picante (KPL) y se incubaron a 25°C durante 30 minutos.
Después del lavado, se agregaron 50 ul de 3,3, 5, 5 - tetrametilbencidina (TMB) a los pocillos y se incubaron
durante 15 minutos. Las placas fueron leidas en un lector de microplacas ELx 808 Ultra (Bio-Tek Instruments)
mediante el método del criterio de valoracién a 450 nm después de agregar 50 pl de H2SO4 1 N como solucion de
parada.

Analisis de IFN-y

Las células de bazo obtenidas mediante procedimientos convencionales se depositaron en placa por duplicado a 5 X
10° células/pocillo y se cultivaron con y sin el antigeno recombinante durante 48 horas. Los sobrenadantes de cultivo
se cosecharon y se analizaron para determinar IFN-y utilizando un kit de ELISA sandwich en fase solida (Biosource,
Camarillo, CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, se afiadieron 50 pl de los sobrenadantes de
cultivo a los pocillos recubiertos con anticuerpo monoclonal especifico para IFN-y de raton. Después de co-
incubacién de 2 horas a temperatura ambiente con anticuerpo policlonal biotinilado, se lavaron los pocillos y se
agrego estreptavidina-peroxidasa. Después de una incubacién de 30 minutos y lavado, se agregé una solucion de
tetrametilbencidina (TMB) a los pocillos y los resultados se leyeron a 450 nm en el lector de microplacas ELx 808
Ultra (Bio-Tek Instruments).

Analisis ELIspot

Se utilizd un kit de ELlspot (KPL) para determinar el numero relativo de células que expresan IFN-y en las
suspensiones de bazo unicelulares de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se aplicé un
recubrimiento de 10 pg/ml de Ab de captura de IFN-y (BD Biosciences, San Jose, CA) sobre la placa de filtro de 96
pocillos MultiScreen (Millipore, Bedford, MA) durante toda la noche a 4°C. Después del lavado con solucién de
lavado 1x, las placas fueron bloqueadas mediante solucion de BSA 1x durante 1 hora a 25°C y lavadas otra vez. Las
células de bazo se depositaron en placa por duplicado a 5 X 10° células/pocillo y se cultivaron con y sin el antigeno
durante 48 horas a 37°C. Las placas se lavaron con solucion de lavado 1x y se incubaron durante 1 hora a 25°C con
5 pg/ml de Ab secundario de IFN-y anti-raton de rata conjugado con biotina (BD Biosciences). Las placas se lavaron
e incubaron durante 30 minutos a 25°C con 0,2 yg/ml de HRP-estreptavidina. Los filtros se revelaron mediante el
sustrato de TureBlue durante 15 minutos, se secaron en la oscuridad y se contaron los puntos.

Analisis FACS para determinar los marcadores de superficie celular

Las células de bazo se depositaron por duplicado en placas de cultivo de tejido de 96 pocillos a 1 X 108
células/pocillo y se cultivaron durante 24 horas. El analisis de FACS fue efectuado después de estimular las células
del bazo con 74F y concanavalina A con células de control sin estimular apropiadas. Después de lavar tres veces en
tampon FACS (BSA al 1% y azida de sodio al 0,05% en PBS), las células se suspendieron en 50 ul de tampén de
FACS y se mezclaron con 0,5 ug de anticuerpos CD3, CD4 y CD8 conjugados con FITC o PE (eBioscience, San
Diego, CA) y se incubaron sobre hielo durante 30 minutos. Las células se lavaron con tampén FACS dos veces y se
suspendieron en 100 pl de formaldehido al 3% en PBS y se transfirieron a tubos de FACS que contenian 500 pl de
PBS. Se recogieron los datos de 10.000 eventos utilizando un citémetro de flujo calibrador de FACS (Becton-
Dickinson, San Jose, CA) y se analizaron utilizando los elementos de programacion de Cellquest. Los resultados se
expresaron como el porcentaje promedio incrementado de células con tincidn positiva en respecto al de la muestra
sin inducir tefiida con el mismo anticuerpo.
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RT-PCR de tiempo real para determinar la expresiéon de ARNm de citocina

El ARN total se aislo de tejidos esplénicos de ratones inmunizados utilizando el mini kit RNeasy (Qiagen, Valencia,
CA). EI ARN mensajero se sometié a transcripcion inversa utilizando Superscript™ Il (Invitrogen) y se utilizé como
ADNc molde. Los detalles de las secuencias de cebador y sonda usadas son presentados en la Tabla 1. Las
siguientes anotaciones son usadas en la Tabla 1: FW, cebador directo; RV, cebador inverso; TP, sonda TagMan,
doble-marcada con 5’FAM y 3 TAMRA; ? Longitud de Amplicon en pares de bases, ® nimero de acceso de Genbank
de ADNc y gen correspondiente. © Sonda antisentido.

Las sondas se marcaron con el colorante informador fluorescente, 6-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo 5’ y el
colorante extintor, N, N’,N’,N’,N’-6-carboxitetrametilrodamina (TAMRA) en el extremo 3’. La reaccién se efectud por
duplicado en volimenes de 25 pl que contenian 2 ul de cebadores directos o inversos 10 pM, 2 pl de sonda 2 pM,
12,5 pl de mezcla maestra de PCR TagMan y 9,5 ul de ADNc diluido, utilizando las siguientes condiciones: 10
minutos a 94°C, seguido por un total de 40 ciclos de dos temperaturas (15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C), en
un fluorémetro automatico (7700 Sequence detector, Applied Biosystems, Foster City, CA). La cuantificacion se
realizé utilizando el método de umbral de ciclo comparativo (C1) y se refirid6 como transcripcion relativa o la diferencia
de n-veces con respecto a un ADNc calibrador.

Tablal
Gen Secuencia (5’ 2> 3) Longitud No. de acceso.
(bp)®
IL-2 FW CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA (SEQ ID NO: 10) 141 X017722
M16760
RV TCCAGAACATGCCGCAGAG (SEQ ID NO: 11) AF195956
TP CCCAAGCAGGCCACAGAATTGAAAG (SEQ ID NO: 12)
1-12p40 FW GGAAGCACGGCAGCAGAATA (SEQ ID NO: 13) 180 M866712
RV AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG (SEQ ID NO: 14) S82420-6
TP CATCATCAAACCAGACCCGCCCAA (SEQ ID NO: 15)
TNF-a FW CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA (SEQ ID NO: 16 175 M130492
Y00467
RV TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC (SEQ ID NO: 17)
TP CACGTCGTAGCAAACCACCAAGTGGA (SEQ ID NO: 18)
IFN-y FW TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA (SEQ ID NO: 19) 92 K00832
M74466
RV TGGCTCTGCAGGATTTTCATG (SEQ ID NO: 20) M28381
TP° TCACCATCCTTTTGCCAGTTCCTCCAG (SEQ ID NO: 21)
GAPDH FW TCACCACCATGGAGAAGGC (SEQ ID NO: 22) 168 M325991

RV GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA (SEQ ID NO: 23)
TP ATGCCCCCATGTTTGTGATGGGTGT (SEQ ID NO: 24

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente con elementos de programacién de Excel. Las diferencias entre
grupos y antigenos individuales fueron analizadas con analisis unidireccional de varianza seguido de comparacion
multiple de Tukey-Kramer o la prueba t de Student. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando se
obtuvo un valor de probabilidad de <0,05.

Los siguientes resultados fueron obtenidos utilizando los materiales y métodos resumidos en este ejemplo.
Respuesta inmunitaria en ratones inmunizados con proteina Map 74F

Tres semanas después de la vacuna de refuerzo, se sacrificaron cuatro ratones de cada grupo, y se evaluaron la
respuesta de anticuerpos y la respuesta de células T anti-Map74F. Los ratones inmunizados con Map 74F tuvieron
una respuesta de IgG1 significativamente mas fuerte (P < 0,01) contra Map 74F pero no IgG2a. En contraste, no se
detectaron anticuerpos especificos para Map 74F en el grupo de control.
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Las respuestas de IFN-y fueron determinadas mediante ELISA de IFN-y del sobrenadante de cultivo y el analisis de
ELISPOT de IFN-y. La respuesta de IFN-y especifica del antigeno fue significativamente més alta (P < 0,05) en
ratones inmunizados con Map 74F en comparacion con los animales de control que recibieron MPL solo (Figura 2A).
El resultado de ELISPOT de IFN-y fue también comparable al resultado de ELISA de IFN-y (Figura 2B), que confirmé
ademas la respuesta de IFN-y incrementada en los animales vacunados. El grupo vacunado tuvo colonias
formadoras de una célula promedio (SFC) de 20, en contraste con 7 en el grupo de control. La distribuciéon de
células T CD3", CD4", y CD8" especificas del antigeno en células de bazo fue evaluada mediante FACS. Las células
T de CD3" y CD4" fueron significativamente mas altas (P < 0,01) en ratones inmunizados con Map 74F (Figura 2C)
que los animales de control. En contraste, no se observé ninguna diferencia significativa en poblaciones de células T
de CD8" entre animales vacunados y animales de control. Los niveles de expresién genética de citocina fueron
evaluados mediante PCR en tiempo real. No se detectaron diferencias significativas (P > 0,05) en los niveles de
expresion de los genes de citocina IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y entre los animales vacunados y los animales de control
(Figura 2D).

Map 74F protege los ratones C57/BL6 contra la infeccion por MAP

En base a las respuestas inmunitarias obtenidas en ratones vacunados, se planedé determinar la eficacia protectora
de la proteina Map 74F contra la infeccién por MAP en ratones. Los sueros recolectados en diferentes momentos
fueron sometidos a ensayo mediante ELISA para determinar respuesta de IgG total (Figura 3A) y la proporcion de
IgG1/IgG2a (Figura 3B). Los ratones inmunizados con 74F mostraron un incremento significativo (P < 0,01) en la
respuesta de anticuerpo especifica de 74F a 3 y 7 semanas (4 semanas después de la sensibilizacién) después de
la vacunacion de refuerzo en comparacion con los animales de control. Aunque los niveles de anticuerpo se
incrementaron en los animales de control después de la sensibilizacién, la respuesta fue mas alta en los animales
vacunados a las 8, 12 y 16 semanas después de la sensibilizacion. Se detectaron diferencias significativas en las
proporciones de IgG1/lgG2a de los animales vacunados y los animales de control en torno a las tres semanas
después de la vacunacion de refuerzo. En los animales vacunados, las proporciones de IgG1/IgG2a se
incrementaron después de la vacunacion de refuerzo hasta 4 semanas después de la sensibilizacién. Después de
esto, se notd una caida en las proporciones de IgG1/IgG2a en los animales vacunados hasta el final del periodo de
observacion 16 semanas post-sensibilizacion.

Para determinar la eficacia protectora de 74F, el bazo, el higado y los MLN fueron cultivados para determinar MAP
en diferentes momentos después de la sensibilizacion con MAP. En el bazo, la carga de MAP fue significativamente
mas baja (P < 0,01) en los animales vacunados en comparacion con los animales de control 8, 12 y 16 semanas
después de la sensibilizaciéon (Figura 4A). En el higado, los animales vacunados tuvieron una carga de MAP mas
baja que los animales de control y la carga fue significativamente mas baja (P < 0,01) 12 semanas después de la
sensibilizacion (Figura 4B). En los animales vacunados, la carga de MAP en los MLN fue significativamente mas
baja a partir de 8 semanas después de la sensibilizacion (Figura 4C). El examen histopatolégico del higado (Figuras
5A y B) y bazo (Figuras 5C y D) mostré que la sensibilizacién intra-peritoneal de MAP dio como resultado mas
granulomas en los animales de control 8, 12 y 16 semanas post-sensibilizaciéon. En los animales de control sin
vacunar, el higado tuvo numerosos granulomas grandes dispersados aleatoriamente (Figura 5A) mientras que el
higado de los animales vacunados tuvo solamente un escaso nimero de pequefios agregados linfoides (Figura 5B).
Similarmente, el bazo de los animales de control sin vacunar tuvo mas granulomas (Figura 5C) que los animales
vacunados (Figura 5D). Cuando los tejidos de higado y bazo de los animales de control fueron tefiidos con Ziehl-
Neilsen, se observaron numerosos bacilos resistentes a acido. En contraste, el nUmero de granulomas y bacilos
resistentes a acido fueron menores en animales inmunizados con 74F.

Asi, en este ejemplo, se usaron células de bazo de animales vacunados y animales de control para determinar el
tipo de respuesta de célula T inducida por la proteina de fusion. En infecciones micobacterianas, las células Th1 son
cruciales para la proteccion durante la fase temprana de la infecciébn. Se considera que las estrategias de
vacunacion mas efectivas contra patdgenos intracelulares son aquellas que estimulan tanto respuestas de célula T
CD4" y CD8" para producir citocinas asociadas con Th1. En general, se considera que IFN-y es el componente
principal en la activacion de los macréfagos y se considera que su produccion por las células T CD4" de Th1 es
esencial para contener la infeccién por MAP. Los resultados de los autores de la presente invencién indican que la
vacunacion con la proteina de fusion produjo una respuesta de IFN-y significativa. Similarmente, también se
encontrd que la inmunizacién con Map74F produjo una respuesta de células T de CD3" y CD4" fuerte en los
animales vacunados en contraste con las células T CD8", indicando que el incremento de los niveles de IFN-y podria
ser debido al incremento en poblaciones de células T CD4". Los resultados apoyan la conclusién de que la
expresion de IFN-y se debié predominantemente a las células T CD4" activadas. El incremento de la respuesta de
las células T CD4" y los niveles de proteccion obtenidos en el estudio de los autores de la presente invencién
después de la sensibilizacion con MAP indican la eficacia protectora de Map 74F.

Los estudios de inmunogenicidad de los autores de la presente invencion presentados en este ejemplo también
indican que 74F con MPL indujo una buena respuesta de anticuerpo en los animales vacunados. La proporcion de
IgG1/IgG2, se incrementd hasta 4 semanas después de la sensibilizacion con MAP, indicando una respuesta
especifica de Th2. Sin embargo, la proporcion de IgG1/IgG2, disminuyd gradualmente comenzando a las 8 semanas
indicando un desplazamiento posible hacia la respuesta de Th1. Resulta evidente a partir de los resultados
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presentados en este ejemplo que 74F indujo respuestas tanto Th1 como Th2 siendo la primera mas pronunciada
como se muestra por una respuesta de IFN-y significativa.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra el uso de Map74F y otras proteinas de MPA seleccionadas para simular una respuesta
inmunitaria contra MAP en ruminantes.

Los siguientes materiales y métodos fueron usados para obtener los datos presentados en este ejemplo.

Animales, un total de 25 cabras joévenes, de entre 5y 10 dias de edad, de rebafios libres de MAP fueron usadas en
este estudio. Las muestras fecales tomadas de las cabras antes de los experimentos de inmunizacion fueron
negativas para MAP, tanto mediante cultivo como mediante PCR para el gen 1S900. Todo el trabajo experimental se
llevd a cabo en cumplimiento con las regulaciones, politicas y principios del Acta de Bienestar Animal, La Politica de
Servicio de Salud Publica sobre Cuidado y Uso Humano de Animales de Laboratorio usados en Pruebas,
Investigacion y Entrenamiento, la Guia de NIH para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y el Departamento
de Salud Publica del Estado de Nueva York.

Bacterias. MAP 66115-98, un producto aislado clinico, fue usado para sensibilizar las cabras después de la
inmunizacion. Esta cepa es positiva para 1S900 y dependiente de micobactina. MAP 66115-98 fue cultivado en
medio 7H9 con un suplemento de acido oleico-albumina-dextrosa-catalasa al 10% (Becton Dickinson Co, Sparks,
MD) y micobactina J (Allied Monitor, Inc, Fayette, MO). Después de cultivo durante 8 semanas, los organismos
fueron cosechados mediante centrifugacion a 4000 x g durante 10 minutos y lavados dos veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS; pH 7,2). Los organismos fueron diluidos en PBS a la concentracion requerida y usados
para sensibilizar los terneros.

Antigenos y coadyuvante. Tres antigenos de MAP recombinantes, 85A, 85B, SOD, y el polipéptido de fusion
Map74F fueron clonados, expresados y purificados usando técnicas convencionales y como se resume en la
solicitud de patente de los Estados Unidos Num., 11/816.365. Las proteinas expresadas fueron purificadas utilizando
columnas de agarosa de Ni-NTA (Qiagen, Valencia, CA). La contaminacion de endotoxina fue eliminada mediante el
uso del gel Affinity Pak Detoxi (Pierce, Rockford, IL) y los antigenos tuvieron niveles despreciables (10 pg/ml) de
endotoxina en un analisis de amebocito de Limulus. Se mezclé DDA (Sigma, EEUU) en agua destilada estéril a una
concentracion de 2,5 mg/ml, se calent6 a 80°C con agitacion constante durante 20 minutos y se enfrié a temperatura
ambiente. EI DDA se mezclé completamente con los antigenos recombinantes a una concentracion final de 250
Jg/dosis.

Inmunizacién de animales. Las cabras fueron divididas en tres grupos, con ocho animales en el Grupo | y Il 'y 9
animales en el Grupo lll (puesto que tenia una cabra joven extra). Todas las cabras jévenes permanecieron con sus
madres hasta tres meses de edad. Los animales del Grupo | fueron inmunizados con 100 ug cada uno de los cuatro
antigenos (85A, 85B, SOD, y Map74F) en DDA mediante inyeccion subcutanea. Los animales del Grupo Il fueron
inmunizados con 100 pg de cada antigeno sin DDA. EI Grupo Il fue mantenido como animales de control y se les
administré solamente DDA. Tres semanas después de la inmunizacion primaria, las cabras fueron reforzadas con el
mismo régimen de antigenos y coadyuvante.

Sensibilizacion de los animales con MAP. Tres semanas después del refuerzo, las 24 cabras fueron sensibilizadas
oralmente con 5 X 10® células de MAP/animal en 10 ml de sustitutivo de leche durante 7 dias consecutivos. Se
efectuaron cultivos fecales en cada animal en los dias 2, 4, 6, 8 y 10 después de cada sensibilizacién y luego una
vez cada mes.

Aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Las PBMC fueron aisladas de las
cabras experimentales utilizando técnicas convencionales. En resumen, se recogieron 10-15 ml de sangre periférica
de la vena yugular en tubos de vacutainer de EDTA (Becton Dickinson y Co, Franklin Lakes, NJ). Los linfocitos
fueron aislados mediante centrifugacion diferencial utilizando Histopaque 1.077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Las
células mononucleares fueron lavadas tres veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,2). Los
sedimentos celulares lavados fueron suspendidos en PBS y sometidos a recuento después de la tincion con azul
tripan al 0,4% para determinar la viabilidad. Los linfocitos fueron resuspendidos en un medio de RPMI-1640 que
contenia suero bovino fetal al 10% (Gibco, Grand Island, NY), L-glutamina 2 mM, HEPES 100 mM, 100 Ul/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 50 pug/ml de gentamicina (Gibco), a una concentracion final de 2 x 10°
células viables/ml. Las células fueron sembradas (200 pl/pocillo) sobre placas de fondo plano o fondo redondo de 96
pocillos, dependiendo del tipo de experimento.

Anadlisis de proliferacién de linfocitos. Se llevaron a cabo anadlisis de proliferacion de linfocitos utilizando técnicas
convencionales. Brevemente, las PBMC, en placas de fondo plano de 96 pocillos fueron incubadas a 37°C en una
atmosfera humidificada en CO; al 5% y estimuladas con cada uno de los cuatro antigenos recombinantes purificados
(10 pg/ml), concanavalina A (ConA; 10 pg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y derivado de proteina purificada (PPD;
10 ug/ml, DBL, National Veterinary Services Laboratory, Ames, IA) durante 72 hr. La sintesis de ADN en células
estimuladas y células de control sin estimular fue medida mediante la incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU)
mediante ELISA de proliferacion celular, el kit colorimétrico de BrdU (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) segun el
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protocolo del fabricante. Brevemente, las células fueron marcadas durante 2 horas con 10 pl de solucién de marcaje
de BrdU. El anticuerpo anti-BrdU conjugado con peroxidasa fue agregado e incubado durante 90 minutos. Esto
estuvo seguido de la adicion de la solucién de sustrato de enzima e incubacién a temperatura ambiente durante 15
minutos. La reaccién enzimatica fue detenida mediante la adicion de H,SO4 1 M, y la densidad 6ptica (DO) fue leida
a 450 nm utilizando un lector de microplacas EL« 808 Ultra (Bio-Tek Instruments, Inc, Winooski, VT). Las pruebas
fueron se realizaron por triplicado, y los resultados fueron expresados como el indice de estimulacion promedio (Sl),
calculado como la proporcion entre la DO media de células cultivadas con el antigeno y la DO media de células
cultivadas sin los antigenos.

Analisis de IFN-y. Los niveles de IFN-y fueron medidos en los sobrenadantes de cultivo de PBMC utilizando un
inmunoanalisis de enzima sandwich basado en anticuerpo monoclonal (BOVIGAM; Biocor Animal Health, Omaha,
NE), segun las instrucciones del fabricante. Las placas fueron leidas a 450 nm utilizando un lector de microplacas
ELx 808 Ultra (Bio-Tek Instrument, Inc). Los resultados fueron interpretados en base a una comparacion de la
densidad optica de control negativa y positiva (DO). Los resultados fueron determinados ya sea como positivos (si la
DO es mayor que la del control positivo) o negativo (si la DO es menor que la del control positivo), en relacion con
los valores de corte sugeridos por el fabricante.

Analisis citométrico de flujo de marcadores de linfocito. El analisis citométrico de flujo de un solo color fue
efectuado para antigenos de diferenciacion de superficie de linfocito, utilizando anticuerpos monoclonales
especificos de cabra (CD2-MUC2A;CD4-17D-IgG4; CD4-GC1A1-IgG2a; CD8-CACT80C-IgG; CD8-7C2B-1gG2,;
CD25-CACT116A-IgG+; CD45RO-ILA116A-1gG3; 1IgG2b-GB21A1 especifico de cadena alfa ydTCR; ACT1-CACT7A-
IgM; ACT 16-GB110A-IgM) (VMRD, Inc, Pullman, WA) de acuerdo con los protocolos convencionales. En resumen,
las células fueron lavadas tres veces en tampon clasificador de células activado por fluorescencia (FACS) e
incubadas con el anticuerpo primario previamente titulado para determinar la reactividad 6ptima durane 30 min a
4°C. Después de esto, las muestras fueron lavadas tres veces e incubadas con inmunoglobulina anti-ratéon de
caballo marcada con isotiocinato de fluoresceina (Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 30 minutos a 4°C.
Las células fueron lavadas dos veces con tampon FACS y suspendidas en 100 pl de formalina tamponada neutra al
3% en PBS. Finalmente, las células fueron transferidas a un tubo de FACS, y el volumen fue completado hasta 500
pl con PBS antes de la medicion utilizando un citdmetro de flujo calibrador de FACS (Becton Dickinson, San Jose,
CA). Los datos fueron recolectados de 5.000-10.000 eventos y fueron analizados utilizando los elementos de
programacion de Cellquest.

PCR cuantitativa en tiempo real para la expresién genética de citocina. El aislamiento de ARN total, la sintesis
de ADNc y la RT-PCR cuantitativa en tiempo real fueron efectuadas de acuerdo con métodos convencionales. En
resumen, el ARN fue aislado de PBMC sometidas a lisis utilizando un mini kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA). Las
muestras de ARN aisladas fueron tratadas con 10 U/ul de ADNasa-I libre de ARNasa (Qiagen) a 37°C durante 10
minutos, seguido de desactivacion térmica a 95°C durante 5 minutos y luego enfriadas sobre hielo. La transcripcion
inversa de las muestras de ARN se llevo a cabo en un volumen de reaccion de 20 pl (1,6 pl de ARN total, 200 U de
transcriptasa inversa Superscript |l de Invitrogen, Tris-HCI 50 mM, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, ditiotreitol 0,01 M y
dNTP 0,5 mM) a 42°C durante 50 min, seguido de desactivacion a 70°C durante 15 minutos. Las sondas y
cebadores para RT-PCR cuantitativa en tiempo real fueron disefiadas con los elementos de programacion de Primer
Express (Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando las secuencias genéticas de beta actina y citocina bovinas
derivadas de GenBank. Los detalles de las sondas y los cebadores usados en este estudio son presentados en la
Tabla 2.

Tabla 2
Citocina Secuencia (5’ 2 3) Longitud Num.. de acceso.
IFN-y FP- CAAATTCCGGTGGATGATCTG (SEQ ID NO: 25) 358-378 AY603405
433-412
RP-GCGACAGGTCATTCATCACCTT (SEQ ID NO: 26) 382-409
Sonda-atccagcgcaaagccataaatgaactca (SEQ ID NO: 27)
IL-10 FP-CCAGGATGGTGACTCGACTAGAC (SEQ ID NO: 28) 338-360 DQ837159
413-394
RP- TGGCTCTGCTCTCCCAGAAC (SEQ ID NO: 29) 364-391
Sonda-ccgcataaacctctgaaatccgaccca (SEQ ID NO: 30)
B-actina FP- GCCCCTCTGAACCCCAAA (SEQ ID NO: 31) 67-84 AF481159
RP- GCAGGAGTGTTGAAAGTCTCGAA (SEQ ID NO: 32) 137-115
86-112

Sonda-ccaaccgtgagaagatgacccagatca (SEQ ID NO: 33)
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Las sondas fueron marcadas con el colorante informador fluorescente, 6-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo 5’,
y el colorante extintor, N',N’,N’,N’,N’-6-carboxitetraetiirodamina (TAMRA) en el extremo 3’. La PCR fue efectuada en
un volumen de reaccién de 25 ul con 10 pl de ADNc diluido, concentraciones de 400 nM de cebadores, 80 nM de la
sonda (Integrated DNA Tecnologies, Inc., Coralville, 10), y la mezcla maestra de PCR universal (Applied
Biosystems), que contenia Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, concentraciones de 2,5 mM de
desoxinucleétido trifosfatos, 0,625 U de ADN polimerasa AmpliTag Gold y 0,25 U de uracil-N-glicosilasa de
AmpErase por reaccién. Las muestras por duplicado fueron mantenidas en placas de 96 pocillos y amplificadas en
un fluorometro automatizado (7700 Sequence Detector, Applied Biosystems). Las condiciones de PCR fueron 2
minutos a 50°C y 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. La
cuantificacion se hizo utilizando el método de umbral de ciclo comparativo (Ct) y referida como transcripcion relativa
o la diferencia de n-veces con respecto a un ADNc calibrador.

Respuestas de anticuerpo a antigenos recombinantes. Las respuestas de anticuerpo a los cuatro antigenos
recombinantes, con A y PPD fueron estimadas mediante ELISA siguiendo un protocolo convencional. Un ELISA
indirecto fue efectuado con placas de fondo plano de 96 pocillos recubiertas con 100 yl de cada antigeno,
mantenidas a 4°C durante toda la noche, y lavadas tres veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,05% (PBST).
Los sitios no unidos fueron bloqueados con leche desnatada al 5% en PBST a 37°C durante una hora y lavados dos
veces con PBST. Se afadieron a los pocillos 100 ul de anti-lgG cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante
(Sigma) diluido a 1:25.000 y se incubaron a 37°C durante una hora. Las placas fueron lavadas tres veces en PBST y
se agregaron 200 pl de acido 2,2’-azinobis-tiazolin-6-sulfénico (Sigma) a cada pocillo. Las placas fueron incubadas a
37°C durante 30 minutos en la oscuridad seguido de la adicion de la solucidon de parada (HCI 1 M), y leidas tres
veces a 405 nm a intervalos de 2 minutos utilizando un lector de microplacas (BioTEK Instruments, Inc, Winooski,
VT). Los sueros positivos y negativos apropiados y los antigeno y los controles de anticuerpo fueron incluidos en
cada placa.

Cultivo fecal y de 6rganos de MAP. Después de la sensibilizacion, se hicieron intentos para aislar organismos de
MAP de heces utilizando el medio de yema de huevo de Herald (HEY) (Becton, Dickinson and Co. Sparks, MD)
siguiendo protocolos convencionales. Las muestras fecales fueron recolectadas de todos los animales 2, 4, 6, 8 y 10
dias después de la sensibilizaciéon, y cada mes después de esto para el aislamiento de MAP. Similarmente, 23
muestras de tejido recolectadas de cada uno de los 24 animales en la necropsia fueron también sometidas a ensayo
para determinar MAP mediante cultivo. Los cultivos fueron efectuados por la secciéon de bacteriologia en el Cornell
Animal Health Diagnostics Center, y que no tenia conocimiento del grupo de tratamiento.

Patologia grosera y examen histopatoldgico. Todas las cabras fueron sometidas a eutanasia 38 semanas
después de la vacunacion primaria y sometidas a necropsia. Un total de 23 muestras de tejido de cada animal, que
incluian bazo, amigdalas, nodos linfaticos mesentéricos (3), nodo linfatico mandibular, nodo linfatico ileo-cecal, nodo
linfatico hepatico, duodeno (ascendente y descendente), yeyuno (3 sitios de intervalos aproximadamente iguales
desde el extremo proximal al distal), ileo (2 sitios en el extremo proximal, 2 sitios en el ileo medio y 2 sitios en el
extremo distal), orificio ileo-cecal, orificio cecocdlico, cecum, y colon espiral fueron recolectados en el momento de la
necropsia. Los tejidos recolectados fueron fijados mediante inmersién en formalina tamponada neutra al 10%,
embebidos en cera de parafina, seccionados a 4 pym y tefiidos con hematoxilina y eosina mediante métodos
histolégicos convencionales. Las secciones fueron examinadas por un patélogo veterinario certificado de la junta
(SM), que no tenia conocimiento del grupo de tratamiento.

Anadlisis estadistico. Los datos fueron analizados estadisticamente con los elementos de programacion de Excel.
Las diferencias entre grupos y antigenos individuales fueron analizadas con el andlisis unidireccional de varianza
seguido por comparacion multiple de Tukey-Kramer o prueba t de Student. Las diferencias fueron consideradas
significativas cuando se obtuvo un valor de probabilidad de <0,05.

Los siguientes resultados fueron obtenidos utilizando los materiales y métodos resumidos anteriormente en este
ejemplo.

Respuestas linfoproliferativas a los antigenos: Aunque se detectaron respuestas linfoproliferativas especificas de
antigeno 6 semanas después de la vacunacion primaria (APV), las respuestas fueron significativamente mas altas (P
< 0,05) en ambos grupos vacunados (I y II) en comparacion con el grupo de control sin vacunar (lll) 10 semanas
APV (Figura 6). No obstante, no se detectaron diferencias significativas en las respuestas entre los diferentes
antigenos sometidos a ensayo.

Respuestas de IFN-( especificas de antigeno: Se detectaron diferencias significativas (P<0,.01) en la respuesta de
IFN-( entre los animales vacunados y los animales testigode control a 6 y 10 semanas APV (Figura 7). En los
animales vacunados, la mejor respuesta fue detectada para Map74F. Las respuestas de IFN-( fueron
significativamente mas altas (P<0.,05) para los antigenos 85A y Map74F en los animales del grupo | que en los
animales del grupo Il a 10 semanas de APV. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre los otros
antigenos recombinantes sometidos a ensayoprobados. Aunque los niveles de IFN-( especificos de antigeno
recombinante declinaron dede la semana 18 a la semanas a 38 semanas APV, fueron significativamente mas altos
(P<0,.05) en los animales vacunados que en los animales testigode control.
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Distribucién de sub-conjuntos de linfocitos en respuesta a antigenos recombinantes: Sub-conjuntos de linfocitos
estimulados por antigeno fueron examinados para determinar diferencias en sus porcentajes mediante citometria de
flujo. Hubieron incrementos significativos (P<0,01) en los sub-tipos de células IgG1 CD4", IgG2a CD4", IgG1 CD8",
IgG2a CD8"en los grupos inmunizados por encima del grupo de control (Figuras 8A-D). El incremento comenzé 6
semanas APV y persistié en todo el periodo del experimento 38 semanas APV. Las poblaciones de células T CD4" y
CD8" especificas de antigeno recombinante fueron mas altas en los animales inmunizados, sin embargo la
proporcién de células CD4" fue mas alta que la de las células CD8". Sin embargo, hubo un incremento, aunque no
significativo, en la poblacién de células T CD8" 26 y 38 semanas APV. En tanto que todos los antigenos
recombinantes sometidos a ensayo en el estudio de los autores de la presente invencion incrementaron las
poblaciones de células ySTCR® en ambos grupos vacunados en comparacién con los animales de control, el
incremento fue significativamente mas alto (P< 0,05) para los antigenos 85A y Map74F. Otra vez, como en el caso
de poblaciones de células T CD4" y CD8", se noté un incremento sostenido en poblaciones de células ydTCR" hasta
el final del periodo experimental (Figura 8E). En los animales inmunizados, la proporcion de células T CD25"
especificas del antigeno fue mas alta para los cuatro antigenos recombinantes sometidos a ensayo. Aunque
hubieron diferencias menores en respuestas de células T CD25" entre los diferentes antigenos sometidos a ensayo,
éstas no fueron significativas.

Expresion de ARNm especifica de gen de citocina: Se detecté un incremento significativo en la expresion de IFN-y
especifica de antigeno recombinante en los animales inmunizados (P< 0,01) en contraste con los animales de
control comenzando 6 semanas APV (Figura 9A). Aunque los niveles de expresion se mostraron picos 10 semanas
APV, los niveles permanecieron significativamente mas altos en los animales inmunizados en comparaciéon con los
de control hasta 38 semanas APV. En contraste, no se detectaron diferencias significativas en la expresién de IL-10
entre los animales inmunizados y los animales de control en cualquier momento del estudio de los autores de la
presente invencién, excepto para un incremento global en los niveles de expresion de IL-10 26-38 semanas APV en
los tres grupos (Figura 9B).

Respuestas de anticuerpo especificas de antigeno recombinante: Los cuatro antigenos recombinantes sometidos a
ensayo en este estudio indujeron respuestas de anticuerpo robustas en ambos grupos vacunados. Las respuestas
fueron significativamente mas altas (P<0,01) en los grupos vacunados con respecto al grupo de control de seis
semanas APV a través de todo el periodo experimental (Figura 10). No se detectaron diferencias significativas en las
respuestas de anticuerpo entre los diferentes antigenos recombinantes usados.

Histopatologia de tejidos recolectados en la necropsia: El examen histopatolégico de tejidos recolectados de cada
animal en la necropsia indicoé que 75% de los animales de control sin vacunar (Grupo lll) tuvieron granulomas en por
lo menos un tejido, mientras que los animales del grupo | y grupo Il tuvieron granulomas en solamente 25 y 50% de
animales respectivamente. Los granulomas fueron encontrados en un nodo linfatico mesentérico y el yeyuno de 1
animal y el nodo linfatico ileocecal de otro animal en el Grupo I. En contraste, los granulomas en los Grupos Il y llI
estuvieron localizados principalmente en el ileo, unién ileocecal, o cecum, mientras que el nodo linfatico ileocecal fue
afectado en 5 animales de estos dos grupos. No se encontraron granulomas en el duodeno de ningun animal y
solamente 2 animales, uno del Grupo | y 1 del Grupo lll, tuvieron granulomas en el yeyuno. Otros tejidos afectados
incluian la unién cecocdlica y los nodos linfaticos hepaticos en dos de los animales de control sin vacunar en el
Grupo Il

Carga de MAP en tejidos después de la sensibilizacion: La carga de MAP en 23 tejidos recolectados de cada animal
en la necropsia fue determinada mediante cultivo bacteriano (Figura 11). De entre los animales vacunados,
solamente un animal en el grupo | fue positivo para un cultivo con una CFU muy baja. En el Grupo |l, aunque 5/8
animales fueron positivos para MAP, la carga bacteriana fue muy baja en cuatro de los cinco animales (<5) a partir
de los cuales se aislo MAP. En el Grupo Il sin vacunar, los nueve animales fueron positivos para MAP, teniendo la
mayoria de los animales por lo menos 5 tejidos positivos para MAP con >300 CFU (demasiadas para el recuento).

Como se hace evidente a partir de lo anterior, en este ejemplo, los autores de la presente invencion evaluaron la
eficacia protectora de 85A, 85B, SOD y Map74F recombinantes en un modelo de cabra. Puesto que MAP es un
organismo intracelular, se cree que la respuesta Th1 mediada por células T sensibilizadas y en particular células T
sensibilizadas que segregan IFN-y, juega un papel significativo en la proteccion. De entre las varias herramientas
usadas, la mediciéon de la respuesta de proliferacion de linfocitos al antigeno especifico sometido a ensayo es
ampliamente usada para determinar respuestas inmunitarias celulares. Los autores de la presente invencion
demostraron la deteccién de proliferacion de linfocitos especificos de antigenos recombinantes tres semanas
después de la vacunacion de refuerzo, que fue significativamente mas alta en los grupos vacunados en comparacion
con los de control después de la sensibilizacion, lo que indica la induccion de inmunidad celular especifica de
antigeno.

IFN-y es uno de los genes de citocina principales activados en respuesta a infeccion por MAP en ganado. Ademas,
se cree que la células T CD8" restringidas de la clase | del complejo principal de histocompatibilidad que producen
citocinas tales como IFN-y son requeridas para la resistencia a otras infecciones micobacterianas como M.
tuberculosis. En este ejemplo, la respuesta de IFN-y mediada por Map74F fue detectada después de la vacunacion
de refuerzo y la sensibilizacion. Sin pretender estar limitados por alguna teoria particular, se considera que los
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niveles mejorados de IFN-y podrian haber jugado un papel importante en la inmunidad protectora de las cabras
después de la sensibilizacion con MAP vivo mediante sefializacién de macrofagos mediada por IFN-y.

Los resultados presentados en este ejemplo también muestran una respuesta de las células T CD4" y CD8" mas alta
en los animales inmunizados. Los resultados de los autores de la presente invencion también apoyan la contribucion
de la célula T CD4" a los niveles de IFN-y periféricos y respuestas proliferativas después de la inmunizacién con los
antigenos recombinantes. CD25 es expresado por células T activadas. Los resultados de los autores de la presente
invencion indican claramente una expansion de células T activadas en los animales vacunados. Aunque la poblacion
de células ySTCR" siguié siendo comparativamente mas pequefia que la de las células T CD4" y CD8", fue
significativamente mas alta (P<0,05) en los animales inmunizados que los animales de control. Los mecanismos
efectores de las célula T CD4" estan asociados con la secreciéon de IFN-y, que activa la actividad bactericida en
macréfagos, linfotoxina, perforina y granulisina. Las células T CD8" y yd'T también segregan granulisina. Esto es
consistente con los resultados de los experimentos de sensibilizacion de los autores de la presente invencién y
apoyan la eficacia protectora de los antigenos recombinantes de los autores de la presente invencion. El aumento de
los niveles de expresion del ARNm de IFN-y indica claramente que hubo una respuesta Th1 especifica de antigeno
definida en los animales inmunizados lo que fue apoyado por los niveles de expresién insignificantes de la IL-10
especifica de Th2.

Con la respuesta linfoproliferativa, respuesta de IFN-y, las respuestas de las células T CD4" y CD8" proporcionan
evidencia para una respuesta Th1 significativa en los grupos inmunizados. Se analizaron los resultados de los
experimentos de sensibilizacidon para determinar la eficacia protectora de los antigenos recombinantes en cabras. En
ausencia de los signos clinicos caracteristicos, se considera que la histopatologia y carga bacteriana de tejidos
recolectados en la necropsia son el mejor patron en la evaluacion de la eficacia protectora de las vacunaciones de
MAP. Los autores de la presente invencion recolectaron 23 tejidos de cada uno de los 15 animales y analizaron los
tejidos para determinar lesiones histopatoldgicas y carga de MAP por cultivo. Una reduccion significativa se observo
en el numero de animales y tejidos con lesiones en el grupo al que se habian administrado los antigenos
recombinantes y DDA, indicando eficacia protectora.

El aislamiento de MAP en cultivo es un medio mas sensible para detectar MAP en tejidos, en comparacion con la
tincion resistente a acido o el examen microscopico, especialmente durante la fase muy temprana de infeccion. Sin
embargo, la distribucion de lesiones granulomatosas, en general reflejo los resultados del cultivo de MAP. Los
resultados de cultivo de MAP presentados en este ejemplo demuestran claramente la eficacia protectora de los
cuatro antigenos recombinantes usados. La proteccion fue casi completa cuando los antigenos fueron administrados
junto con DDA. Solamente se recuperé MAP de uno de los ocho animales de este grupo (I) y este animal tuvo una
carga de MAP significativamente mas baja en solamente un tejido positivo, esto es ileo distal. La administracion de
los antigenos sin el coadyuvante mostrd proteccion, aunque la eficacia protectora fue comparativamente menor
cuando los antigenos fueron administrados sin el coadyuvante. Esto puede ser observado de los resultados de
cultivo de los animales del Grupo Il que recibieron antigenos sin el coadyuvante. Aunque 5/8 animales fueron
positivos para MAP, la carga bacteriana fue significativamente mas baja en estos animales en comparacion con los
animales de control del Grupo lll indicando la naturaleza protectora de los antigenos aun sin el adyuvante. Numeros
significativamente mas altos de MAP fueron recuperados de todos los animales en los grupos de control sin vacunar,
lo que otra vez demuestra la eficacia protectora de los antigenos. La inmunizacion de cabras con los antigenos
recombinantes dio como resultado una respuesta de anticuerpo sostenida durante un periodo prolongado. Los
resultados presentados en este ejemplo indican por consiguiente que los antigenos recombinantes estimularon tanto
los sistemas inmunitarios mediados por células como humorales. Después de la vacunacién de refuerzo, se detectd
un incremento significativo en las respuesta de anticuerpo para todos los antigenos recombinantes en ambos grupos
de vacuna, en comparacion con el grupo de control sin vacunar. La respuesta tenia una tendencia mas alta en los
animales del Grupo | que recibieron los antigenos con el coadyuvante, aunque no significativamente. El inicio
prematuro de reactividad de CMI seguida por seroconversiébn es un elemento constante de infecciones
micobacterianas de ruminantes. Sin embargo, las sub-unidades de multicomponentes de los autores de la presente
invencién usadas en este ejemplo confirieron proteccion significativa en términos de reduccion de carga de bacilos
en érganos objetivo en comparacién con las cabras inmunizadas sustitutas.

La cita de cualquier publicacidon es por su descripcion previa a la fecha de presentacion y no debe ser interpretada
como una admision de que la presente invencion no tiene derecho a anticiparse a tal publicacion en virtud de la
invencion previa.
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Leu Asn Gln Ser Val Ser Ala Thr Asp Thr Leu Tht Gly Ala Gln Glu
1 ) 5 . i0 15

Asn Leu Gly Gly Leu Ile Gln Ala Asp Ala Pro Ile Lys Pro Gly Asp
' 20 25 30

Ser Gly Gly Pro Met Val Asn Ser Ala Gly Gln Val Ile Gly Val Asp
35 40 45 -

Thr Ala Ala Thr Asp Ser Tyr Lys Met Ser Gly Gly Gln Gly Phe Ala
50 35 60

Ile Pro Ile Gly Arg Ala Met Ala Val Ala Asn Gln Ile Arg Ser Gly
65 70 5 80

Ala Gly Ser Asn Thr Val His Ile Gly Pro Thr Ala Phe Leu Gly Leu
85 90 95

Gly Val Thr Asp Asn Asn Gly Asn Gly Ala Arg Val Gln Arg Val Val
100 * 105 110

Asn Thr Gly Pro Ala Ala Ala Ala Gly Ile Ala Pro Gly Asp Val Ile
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Thr Gly Val Asp Thr Val Pro Ile Asn Gly Ala Thr Ser Met Thr Glu
130 135 140

Val Leu Val Pro His His Pro Gly Asp Thr Ile Ala Val His Phe Arg
145 150 155 160

Ser Val Asp Gly Gly Glu Arg Thr Ala Asn Ile Thr Leu Ala Glu Gly
’ , - 165 170 175

Pro Pro Ala Met Phe Tyr Gly Ala Phe Pro Pro Glu Phe Asn Ser Gly
180 185 190

Arg Met Tyr Ser Gly Pro Gly Ala Gly Ser Phe Val Ala Ala Ala Thr
195 . 200 . 205

Ala Trp Gln Asn Leu Ala Ala Glu Leu Gln Ser Ala Ala Ala Ser Tyr
210 215 220

Ser Thr Val Leu Ser Gly Leu Thr Ala Gly Pro Trp Val Gly Pro Ser
225 230 235 240

Ser Leu Ala Met Ala Ser Ala Ala Ala Pro Tyr Val Ala Trp Met Gln
245 250 255

Gln Thr Ala Ala Gln Ala Ala Glu Thr Ala Ala Gln Ala Thr Ala Ala
‘ 260 265 270

Ala Thr Ala Tyr Glu Thr Ala Phe Ala Ala His Val Pro Pro Ala Val
275 _ 280 285

Ile Thr Glu Asn Arg Ala Leu Leu Ala Gln Leu Val Ala Thr Asn Ile
290 . 295 300

Phe Gly Gln Asn Thr Ala Ala Ile Ala Ala Asn Glu Ala Gln Tyr Gly
305 310 315 320

Glu Phe Trp Ala Gln Asp Ala Thr Ala Met Asp Thr Tyr Phe Ala Ala
325 330 335

Ser Ala Thr Ala Ala Asn Lys Leu Thr Glu Phe Gly Pro Ala Pro Lys
' 340 345 350

Thr Thr Asn Glu Ala Ala Gln Pro Met Gln Ala Ala Ala Val Ser Ser
355 360 365

Ala Ala Ser Thr Pro Ala Ala Asn Val Ala Gln Thr Ala Ala Ser Ala
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Leu
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Thr
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Thr

Thr
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390
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Trp
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620
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445
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Pro
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525

Gly

Val

Met

Lys

His

605

Lys

Pro

Asn

val

430

Leu

Gly

Leu

Gly

Ser

510

Ser

Ser

Gly

Thr

Arg

590

Asn

Lys

Ala Asn

400

Thr val

415

Lys

val

Tyr

Gly

Met

495

Trp

Ala

Leu

Ser

Ala

575

Leu

Val

Pro

Val

Asn

Gly

Phe

480

Gly

Ala

Ala

Phe

Gly
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Ile

Val
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Ile His Ala Val His Leu Lys Lys Gly Asp Lys Ser Lys Val Leu Gly
625 630 635 640

Leu Ala Pro Ala Ser Ala Ala Pro Ser Gly Leu Ala-.Leu Asp Arg Phe
' 645 650 655

Ala Asp Arg Pro Leu Ala Pro Ile Asp Pro Ser Ala Met Val Gly Gln
660 665 670

vVal Gly Pro Gln Val Val Asn Ile Asp Thr Lys Phe Gly Tyr Asn Asn
: 675 680 ’ 685

Ala Val Gly Ala Gly Thr Gly Ile Val Ile Asp Pro Asn Gly Val Val
690 695 | 700

Leu Thr Asn Asn His Val Ile Ser Gly Ala Thr Glu Ile Ser Ala Phe
705 710 715 720

Asp Val Gly Asn Gly Gln Thr Tyr Ala Val Asp Val Val Gly Tyr Asp
725 730 735

Arg Thr Gln Asp Ile Ala Val Ley Gln Leu Rrg Gly Ala Ala Gly Leu
740 745 750

Pro Thr Ala Thr Ile Gly Gly Glu Ala Thr vVal Gly Glu Pro Ile Val
‘ 155 760 765

Ala Leu Gly Asn Val Gly Gly Gln Gly Gly Thr Pro Asn Ala Val Ala
770 715 780 ‘

Gly Lys Val Ala
785 :

<210> 2

<211> 361

<212> PRT

<213> MYCOBACTERIUM AVIUM SUBESPECIE PARATUBERCULOSIS

<400> 2

Met Ser Lys Ser His His His Arg Ser Val Trp Trp Ser Trp Leu Val
1 5 10 15

Gly Val Leu Thr Val Val Gly Leu Gly Leu Gly Leu Gly Ser Gly Val
‘ 20 25 30
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Gly

Phe

Gln

65

Asn

val

Phe

Asp

Leu

145

Val

Ala

Leu

Pro

Gln

225

Gly

Asn

Thr

Leu
Ala
50

Val
Ala
Leu
Asp
Arg
130
Pro
Ala
Gly

Thr

Ile

210

val

Gly

Gln

Ala

Ala

35

Asp

Gly

Val

Thr

val

115

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly

195

Lys

Ile

Gln

Ile

Phe

Pro

Arg

Pro

Gly

Asn

100

Gly

Gln

Ala

Gly

Val

180

Ala

Pro

Gly

Gly

Arg

260

Leu

Ala
Pro
Gln
Ala
85

Asn
Asn
Asp
Thr
Asn
165
Val
Gln
Gly
Val
Phe
245

Ser

Gly

Ser

Leu

Val

70

Gly

His

Gly

Ile

Ile

150

Val

Ala

Glu

Asp

Asp:

230

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

55

Val

Thr

val

Gln

Ala’

135

Gly

Gly

Leu

Asn

Ser

215

Thr

Ile

Ala

Gly
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Ala

40

Pro

Asn

Gly

Ile

Thr

120

Val

Gly

Gly

Asn

Leu

200

Gly

Ala

Pro

Gly

Val

Pro

Ile

Ile

Ile

Ser

105

Tyr

Leu

Glu

Gln

Gln

185

Gly

Gly

Ala

Ile

Ser

265

Thr

Ser

Asp

Asp

Val

90

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

170

Ser

Gly

Pro

Thr

Gly

250

Asn

Asp

20

Gly

Pro

Thr

15

Ile

Ala

Val

Leu

Thr

155

Gly

val

Leu

Met

Asp

235

Arg

Thr

Asn

Leu

Ser

60

Lys

Asp

Thr

Asp

Arg

140

vVal

Thr

Ser

Ile

Val

220

Ser

Ala

Val

Asn

Ala

45

Ala

Phe

Pro

Glu

Val

125

Gly

Gly

Pro

Ala

Gln

205

Asn

Tyrxr

Met

His

Leu Asp

Met Val

Gly Tyr

Asn Gly

Ile Ser

110

val Gly

Ala Ala

Glu Pro

Asn Ala

175

Thr Asp
190

Ala Asp

Ser Ala

Lys Met

Ala Val

255

Ile Gly

© 270

Gly

Asn Gly

Arg

Gly

Asn

80

Val

Ala

Tyr

Gly

Ile

160

Val

Thr

Ala

Gly

Ser

240

Ala

Pro
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Ala
305

Ala

Ile

Ile
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1

Ser

Asn

Leu

Met

65

Ala

val
290

Pro

Thr

Ala

Thr

3
4

67

PRT
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Tyr

Asn

Met Phe

Gly

Leu

Ser

50

Ala

Gln:

Glu

Arg

275

Gln

Gly

Ser

val

Leu
355

Pro

Ala

35

Gly

Ser

Ala

Thr

‘Ala
115

Arg

Asp

Met

His

340

Ala

Gly

20

Ala

Leu

Ala

Ala

Ala

100

Leu

val val
val Ile

310

Thr Glu
325

Phe Arg

Glu Gly

Ala Phe
Ala Gly
Glu Leu
"Thr Ala
Ala Ala

70

Glu Thr
85

Phe Ala

Leu Ala

Asn
295
Thx
Val
Ser

Pro

Pro
Ser
Gln
Gly
55

Pro
Ala

Ala

Gln
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280

Thr

Gly

Leu

val

Pro
360

Pro

Phe

Ser
40

Pro.

Tyr

Ala

His

Leu
120

Gly Pro

val Asp

Val Pro
330

Asp Gly
345

Ala

Glu Phe
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Val Ala
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Ala Ala

Trp Val

val Ala

Gln Ala

90

Val Pro
105

Val Ala
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Ala Ala

300

Thr Val
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Trp
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Thr
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Ser

Pro
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Met
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285
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Pro Ile
Pro Gly

Arg Thr
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Gly Arg
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30

Tyr Ser
45

Ser Ser
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Ala Ala
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Ile Phe
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Gly
Asn
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335
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Asn. Thr Ala Ala Ile Ala Ala Asn Glu Ala Gln Tyr Gly Glu Phe Trp
130 135 140

Ala Gln Asp Ala Thr Ala Met Asp Thr Tyr Phe Ala Ala Ser Ala Thr
145 - 150 155 160

Ala Ala Asn Lys Leu Thr Glu Phe Gly Pro Ala Pro Lys Thr Thr Asn
' 165 170 : 175

Glu Ala Ala Gln Pro Met Gln Ala Ala Ala Val Ser Ser Ala Ala Ser
180 185. 190

Thr Pro Ala Ala Asn Val Ala Gln Thr Ala Ala Ser Ala Ala Ser Thr
195 200 205

Thr Leu Pro Tyr Ser Gly Pro Phe Ser Gly Pro Ala Asn Leu Ala Tyr
210 215 220

Leu Tyr Gin Thr Phe Met Thr Asn Leu Phe Asn Thr Val Pro Gly Gly -
225 230 235 240

Ala Ser Phe Tyr Thr Ser Met Tyr Asn Ala Val Lys Val Pro Leu Gly
245 ' 250 255

Leu Thr Thr Gln Phe Asn Asp Val Gly Leu Leu Val Asn Phe Pro Leu
. 260 265 270

Ser Gln Trp Leu Lys Phe Ala Pro Pro Ile Gly Tyr Gly Ala Leu Pro
275 280 285 .

Lys Asp Ala Leu Gly Alé Gly Leu Gly Ala Leu Gly Phe Gly Arg Gly
290 295 300

Thr Leu Tyr Ser Ala Ile Ser Pro Val Ala Gly Met Gly Asn Ala Gly
305 310 315 320

Thr Leu Val Gly Lys Leu Ser Ile Pro Pro Ser Trp Ala Thr Ala Thr
325 . 330 335

Pro Ser Ile Arg Thr Val Ala Ala Ala Leu Ser Ala Ala Gly Ala Glu
340 345 350

Ala Val Pro Ala Ala Ala Leu Gly Glu Gly Ser Leu Phe Ser Ser Met
355 360 365
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<210>
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<400>

Leu
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4
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Gly
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420

Leu
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Glu

Leu
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Cebador amplificacion PCR
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Leu

val

390

Pro
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Arg

Glu
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Ser Ala Val

Asn Arg Met

Gln Leu Lys
410

Gln His His
425

Leu Ala Lys
440

Lys Ser Lys

tacatatgca tcatcatcat catcatctca accagagegt cteg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5
27

ADN
Secuencia Artificial

Cebador PCR

5

tagaattcgg ccggeggece ctecgee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6
32

ADN
Secuencia Artificial

Cebador PCR

6

ctaatcgaat tcatgticta tggggectit ¢

27
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Asn
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23

Ser

380
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Pro
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445

Pro

Gly Pro
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<210> 7

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 7

taatcgatat ccaggacctt ggactigtc

<210> 8

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 8
atgatatcgg getggegecg gegtec

<210> 9

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 9
at¢tcgagtc acgcgacctt gccgge

<210> 10
<211> 23
<212> ADN
<213> Ratén

<400> 10
cctgagcagg atggagaatt aca

<210> 11
<211> 19
<212> ADN
<213> Ratén

<400> 11
tccagaacat gccgeagag

<210> 12
<211> 25
<212> ADN
<213> Ratén

<400> 12
cccaagcagg ccacagaatt gaaag
<210> 13

<211> 20
<212> ADN
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Raton

13

ggaagcacgg cagcagaata 20

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

14
24
ADN
Raton

14

aacttgaggg agaagtagga atgg 24

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

15
24
ADN
Raton

15

catcatcaaa ccagaccege ccaa 24

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

16
25
ADN
Raton

16

catcttctca aaattcgagt gacaa 25

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

17
23
ADN
Raton

17

tgggagtaga caaggtacaa ccc 23

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

18
26
ADN
Ratén

18

-¢acgtcgtag caaaccacca agtgga - 26

19
24
ADN
Raton

19

tcaagtggca tagatgtgga agaa 24

<210>
<211>
<212>
<213>

20

21
ADN
Ratén
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<400>

20

tggctctgea ggatttteat g

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

tcaccatcct tttgccagtt cctecag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

21

27
ADN
Ratén

21

22
19
ADN
Raton

22

tcaccaccat ggagaaggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

23
20
ADN
Raton

23

gctaagcagt tggtggtgea

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

24
25
ADN
Raton

24

atgcccccat gtttgtgatg ggtgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

25

21
ADN
Bovino

25

caaattccgg tggatgatct g

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

26

22
ADN
Bovino

26

gcgacaggtc attcatcacc tt

<210>
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<212>
<213>

<400>
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ADN
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<210>
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<400>
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ADN
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<400>

gcccctctga accccaaa

<210>
<211>
<212>
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<400>
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<400>
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una proteina recombinante, caracterizada porque la proteina comprende del
extremo N al extremo C:

i) un fragmento C-terminal de proteina Map3527 que comprende los aminoacidos 183 - 361 de SEQ ID NO: 2;
ii) una secuencia de proteina de Map 1519 que comprende los aminoacidos 1-460 de SEQ ID NO: 3;y
i) un fragmento N-terminal de proteina Map3527 que comprende los aminoacidos 33 - 180 de SEQ ID NO: 2.

2. La composicion de la reivindicacion 1, caracterizada porque la secuencia de la proteina Map1519 comprende la
secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 3.

3. La composicién de la reivindicacion 1, caracterizada porque el polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos del SEQ ID NO: 1.

4. La composicion de la reivindicacion 1, caracterizada porque la composicion comprende ademas un coadyuvante.

5. La composiciéon de la reivindicacion 4, caracterizada porque el coadyuvante se selecciona del grupo que
consiste en un monofosforil lipido A (MPL), bromuro de dimetildioctadecil amonio (DDA) y combinaciones de los
mismos.

6. La composicién de la reivindicacion 1, caracterizada porque la composicién comprende ademas una proteina de
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP), en donde la proteina se selecciona del grupo que
consiste en proteina 85A de MAP, proteina 85B de MAP, proteina superdxido dismutasa de MAP (SOD), y
combinaciones de las mismas.

7. La composicion de la reivindicacion 1, para su uso en un método para estimular una respuesta inmunitaria a
Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) en un mamifero mediante la administracién de la
composicion al mamifero.

8. La composicion de la reivindicacion 7, caracterizada porque la composicion comprende ademas un coadyuvante.

9. La composicién de la reivindicacién 10, caracterizada porque el coadyuvante se selecciona del grupo que
consiste en monofosforil lipido A (MPL) y bromuro de dimetildioctadecil amonio (DDA).

10. La composicion de la reivindicacion 7, caracterizada porque la composicion es administrada a un rumiante.

11. La composicién de la reivindicaciéon 10, caracterizada porque el rumiante es un bovino, una oveja, una cabra,
un venado o un alce.

12. La composicion de la reivindicacion 11, caracterizada porque el rumiante es un bovino.

13. La composicion de la reivindicacion 10, caracterizada porque el rumiante no esta infectado con MAP.
14. La composicion de la reivindicacion 10, caracterizada porque el rumiante esta infectado con MAP.

15. La composicion de la reivindicacion 12, caracterizada porque el bovino tiene la enfermedad de Johne.
16. La composicion de la reivindicacion 7, caracterizada porque el animal esta prefiado.

17. La composicion de la reivindicaciéon 7, caracterizada porque la composicion comprende ademas una proteina
de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP), donde la proteina es seleccionada del grupo que
consiste de proteina 85A de MAP, proteina 85B de MAP, proteina SOD de MAP, y combinaciones de las mismas.

18. La composicion de la reivindicacion 7, caracterizada porque el polipéptido de la composicion comprende la
secuencia del SEQ ID NO: 1.
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