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DESCRIPCION
Antigenos de micobacterias
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a antigenos para uso en la deteccion de infecciones por micobacterias,
particularmente Mycobacterium bovis, en mamiferos tales como ganado.

Antecedentes

M. tuberculosis y M. bovis son patégenos importantes del hombre y animales. Se cree que M. tuberculosis infecta
hasta a un tercio de la poblacién humana mundial, permaneciendo sin detectar durante la fase latente de la infeccién
y reactivandose causando 10 millones de casos de tuberculosis y otras enfermedades al afio, que dan como
resultado 2 millones de muertes (Corbett et al,, 2003). M bovis, que tiene mas de un 99,9% de identidad de
secuencia con M. tuberculosis, es el agente causante de la tuberculosis bovina (TBB) y causa también la
enfermedad en seres humanos. La TBB representa una carga econdémica significativa para la industria agricola de
diversos paises incluyendo el Reino Unido (Krebs, 1997; DEFRA, 2006).

Los métodos actuales de control de estas infecciones micobacterianas se centran en la vacuna viva atenuada de M.
bovis bacilo de Calmette-Guerin (BCG) y el diagndstico usando una prueba cutanea intradérmica con un derivado de
proteina purificado (PPD, tuberculina) recogido de cultivos micobacterianos. La prueba cutanea de PPD se basa en
la respuesta inmunitaria celular que se crea en ganado por una infeccidon micobacteriana. Las medidas de control de
TBB, como se aplican por ejemplo en el Reino Unido y otros paises europeos, comprenden una estrategia de
“prueba y sacrificio” en que un resultado positivo en una prueba cutanea rutinaria con la prueba de la tuberculina
comparativa intradérmica simple (SICTT) conduce al sacrificio obligatorio. En poblaciones humanas, se ha usado la
vacuna de BCG. Sin embargo, los programas de vacunacion con BCG estan obstaculizados por los ampliamente
diferentes indices de proteccion en diferentes poblaciones, con eficacias en el intervalo de 0 a 80% (Colditz et al.,
1994; Fine, 1995). Ademas, la vacunacion sensibiliza a los individuos ante tuberculina, interfiiendo asi con el
diagndstico.

Ademas de los ensayos cutaneos de TBB, estan también bajo consideracion ensayos de diagndstico basados en
sangre que miden la produccion de linfocinas inducidas por antigeno tales como el interferén y (IFN-y). La citocina
IFN-y parece ser critica en el desarrollo de inmunidad ante M. tuberculosis. Por ejemplo, tanto ratones con un gen de
IFN-y desestabilizado como seres humanos con un receptor de IFN-y mutado son altamente susceptibles de
infecciones micobacterianas. Sin embargo, estan asociadas limitaciones de especificidad al uso de PPD en dichos
ensayos. Estas surgen debido a la mezcla bruta de las proteinas de M. bovis que contiene el PPD, muchas de las
cuales son reactivas cruzadas con la cepa de vacuna de BCG y especies micobacterianas ambientales tales como
M. avium'y M. intracellulare.

Estudios previos han demostrado que pueden desarrollarse reactivos de diagndstico que distinguen entre ganado
vacunado e infectado usando antigenos definidos especificos que estan presentes en M. bovis virulento pero
ausentes en BCG. El analisis genético de BCG ha revelado que se han eliminado varias regiones gendmicas
grandes durante la atenuacion y posterior propagacion prolongada en cultivo. Estas regiones se han caracterizado y
se han estudiado extensamente los antigenos de una de estas regiones, RD1, en varias especies incluyendo seres
humanos y ganado. Por ejemplo, se ha demostrado que pueden usarse cocteles de proteinas o péptidos
compuestos por dos antigenos de la region RD1, ESAT-6 y CFP-10, para distinguir entre ganado infectado por M.
bovis y vacunado con BCG. Se resefia que el ensayo de ESAT-6/CFP-10 tiene una sensibilidad de al menos un
77,9% en ganado con tuberculosis confirmada, y una especificidad de un 100% en ganado vacunado con BCG y no
vacunado (Vordermeier et al. 2001).

Sin embargo, el nivel de sensibilidad conseguido con estos antigenos no ha alcanzado el de la tuberculina. Por lo
tanto, seria deseable proporcionar otros antigenos para conseguir esta sensibilidad deseada. La presente invencion
se enfrenta por consiguiente al problema de proporcionar reactivos de diagndstico discriminatorios adicionales para
la deteccion de infecciones micobacterianas.

Camus et al. (Microbiology (2002) 148, 2967-2973) y el n° de acceso a NCBI asociado NP_218132 es una
divulgacién de la secuencia gendmica de H37v de M. tuberculosis, incluyendo el gen que codifica Rv3615c. No se
sugiere el uso del polipéptido Rv3615c ni porciones del mismo en un reactivo para uso en la deteccién de infeccion
por M. bovis o M. tuberculosis en un animal.

Garnier et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (2003) 100, 7877-7882 y el n° de acceso a NCBI asociado NP_857284
es una divulgacion de la secuencia gendmica de M. bovis, incluyendo el gen que codifica Mb3645c. No se sugiere el
uso del polipéptido Mb3645¢c ni porciones del mismo en un reactivo para uso en la deteccion de infeccién por M.
bovis o M. tuberculosis en un animal.

El documento US2003/0129601 da a conocer una comparacion de las secuencias gendémicas de M. tuberculosis y
M. leprae y resefia un total de 644 secuencias proteicas comunes. Se propone que estas secuencias pueden tener
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una variedad de usos incluyendo potencial como dianas de farmaco, antigenos de diagndstico o composiciones de
vacuna de subunidades. Los inventores de la presente solicitud han encontrado que una de las secuencias tiene una
eficacia particular en el diagnoéstico de infeccion por M. bovis.

Sumario de la invenciéon

Segun la presente invencion, se proporciona un reactivo de diagndstico, en particular para uso en la deteccion de
infeccion por M. bovis en un animal, que comprende uno o mas péptidos consistentes cada uno en una de las SEQ
ID N°: 9-13, o un péptido variante funcional que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con y es capaz de
desencadenar una respuesta inmunitaria similar ante las SEQ ID N° 9, 10, 11, 12 o 13. El animal puede ser un
mamifero y preferiblemente es un ser humano o una especie bovina, por ejemplo una vaca doméstica. Como
alternativa, el mamifero puede ser un tejon. Como alternativa adicional, el animal puede ser una especie de pez o
pajaro. La deteccion puede tener lugar mediante analisis de una muestra obtenida del animal, tal como una muestra
de sangre, saliva, fecal o de tejido.

La proteina hipotética de M. bovis Mb3645c tiene la secuencia aminoacidica: MTENLTVQPE RLGVLASHHD
NAAVDASSGVY EAAAGLGESV AITHGPYCSQ FNDTLNVYLT AHNALGSSLH TAGVDLAKSL RIAAKIYSEA
DEAWRKAIDG LFT (SEQ ID NO: 1).

La Mb3645c es el equivalente en M. bovis de Rv3615c de M. tuberculosis, que tiene una secuencia aminoacidica
idéntica. Las referencias en la presente memoria a Mb3645¢c han de tomarse, por lo tanto, como inclusivas de la
referencia a Rv3615c, a menos que se implique o especifique otra cosa.

“Deteccion de la infeccion”, como se menciona anteriormente, indica que puede detectarse un animal que esta
infectado por M. bovis y, por ejemplo, puede distinguirse de un animal que se ha vacunado contra la infeccién por
una o ambas de estas bacterias, por ejemplo mediante el uso de la vacuna de BCG. La capacidad de distinguir entre
estos estados usando un péptido que tiene un epitopo de Mb3645c es sorprendente, en vista de la presencia de la
secuencia de acido nucleico que codifica esta proteina en todos de M. bovis, M. tuberculosis y vacuna viva atenuada
de BCG.

Como se describe a continuacién, se ha encontrado sorprendentemente que la proteina hipotética conocida
Mb3645c comprende un epitopo que puede usarse con fines de diagnostico, por ejemplo en el reconocimiento
especifico de un mamifero infectado por M. bovis. Esto es debido al descubrimiento inesperado por los inventores de
que, como se menciona anteriormente, aunque el gen que codifica Mb3645c esta presente en todos de M. bovis, M.
tuberculosis y vacuna viva atenuada de BCG, la exposicién de un animal o una muestra de un animal a un epitopo
de Mb3645c causa solo una respuesta inmunitaria detectable en un animal infectado por M. bovis o M. tuberculosis
(o en una muestra de dicho animal). Dicha respuesta no es detectable en un animal no infectado (o una muestra de
uno), incluso cuando a ese animal se le haya administrado la vacuna de BCG.

Basandose en una busqueda BLAST de proteina de NCBI, la proteina conocida mas cercana a Mb3645c (distinta de
Rv3615c) es la proteina hipotética MAP3219¢c de M. avium, que comparte un 75% de identidad de secuencia con
Mb3645c. La presente invencion excluye cualquier epitopo de MAP3219¢ que no se encuentre también en Mb3645c.

Como se usa en la presente memoria, el término “epitopo” hace referencia a los aminoacidos (tipicamente un grupo
de aproximadamente 5 o mas aminoacidos) en una secuencia peptidica que son esenciales para la generacion de
una respuesta inmunitaria y que, por lo tanto, pueden usarse en una prueba de diagndstico. La respuesta inmunitaria
puede ser una respuesta inmunitaria mediada por anticuerpo, pero puede ser también una respuesta inmunitaria no
mediada por anticuerpo, por ejemplo una respuesta inmunitaria que puede detectarse mediante un ensayo de
inmunidad mediada por célula (CMI). Por lo tanto, el epitopo puede ser uno reconocible por un linfocito T, por
ejemplo, mediante la unién de un receptor de linfocito T al epitopo.

El epitopo puede comprender aminoacidos consecutivos, o los aminoacidos que forman el epitopo pueden estar
separados entre si. En el Ultimo caso, la naturaleza de los aminoacidos entre los aminoacidos que forman el epitopo
puede no ser crucial para la actividad y puede ser variada, a condicion de que la estructura terciaria del epitopo se
mantenga, por ejemplo, de modo que pueda aparecer una respuesta inmunitaria tal como una respuesta inmunitaria
mediada por célula en respuesta a la presencia del epitopo. La determinacién de los aminoacidos que forman un
epitopo o parte de un epitopo puede emprenderse usando métodos rutinarios. Por ejemplo, puede hacerse una de
una serie de mutaciones pequefas, tales como mutaciones puntuales, a un péptido y ensayarse el péptido mutado
para determinar si se ha retenido la actividad inmunogénica o de diagnoéstico. Cuando se ha retenido, entonces la
variante retiene el epitopo. Si la actividad se ha perdido, entonces la mutaciéon ha desestabilizado el epitopo y por
ello debe revocarse.

El péptido reactivo de diagnostico de la presente divulgacion puede comprender una serie de aminoacidos
consecutivos de SEQ ID NO: 1 o de un polipéptido que tenga al menos un 76% de identidad con la SEQ ID NO: 1.

El reactivo de diagndstico puede comprender uno o mas del grupo de péptidos consistente en las SEQ ID NO 9-13,
que se definen a continuacion:
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VYLTAHNALG SSLHTAGVDL (SEQ ID NO: 9);
LGSSLHTAGV DLAKSLRIAA (SEQ ID NO: 10);
GVDLAKSLRI AAKIYSEADE (SEQ ID NO: 11);
RIAAKIYSEA DEAWRKAIDG (SEQ ID NO: 12); v
AKIYSEADEA WRKAIDGLFT (SEQ ID NO: 13).

Los péptidos de SEQ ID NO: 2-13 son péptidos de 20 unidades superpuestos que abarcan la secuencia completa de
Mb3645c de SEQ ID NO: 1. Como se demuestra a continuacion, estos péptidos comprenden epitopos que pueden
usarse con fines de diagndstico, por ejemplo, en el reconocimiento especifico de un mamifero infectado por M.
bovis.

En una realizacion de la divulgacion, el reactivo de diagndstico comprende uno o mas péptidos seleccionados cada
uno del grupo de péptidos consistente en las SEQ ID NO: 1-13. El reactivo de diagndstico puede comprender al
menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 o mas péptidos con un epitopo de uno o mas péptidos seleccionado cada uno del
grupo de péptidos consistente en las SEQ ID NO: 1-13. Por ejemplo, el reactivo de diagnéstico puede comprender al
menos 2, 3, 4 o 5 péptidos definido cada uno por cualquiera de las SEQ ID NO: 9-13.

En otra realizacion, el reactivo de diagnéstico comprende un péptido que tiene un epitopo del péptido de SEQ ID
NO: 12 y/o 13. Este reactivo de diagnéstico puede comprender, por ejemplo, el péptido de SEQ ID NO: 12 y/o 13.

En una realizacion adicional, el reactivo de diagndstico comprende un péptido que tiene uno o mas epitopos de uno
o mas del grupo de péptidos consistente en las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 y 13. Este reactivo de diagnéstico puede
comprender, por ejemplo, uno cualquiera o mas péptidos seleccionados cada uno del grupo de péptidos consistente
en las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 y 13. En ofra realizacion, el reactivo de diagndstico comprende un péptido que tiene
uno o mas epitopos de uno o mas del grupo de péptidos consistente en las SEQ ID NO: 9-13.

Los péptidos de SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 y 13 (especialmente 10, 11, 12 y 13) contienen epitopos dominantes
reconocidos por linfocitos T bovinos y son por lo tanto particularmente utiles en el reactivo de diagndstico de la
invencion.

El reactivo de diagnostico puede comprender, por ejemplo, una combinacién de epitopos derivados de uno
cualquiera o mas de los grupos de péptidos expuestos a continuacion:

SEQID NO | SEQID NO SEQID NO SEQID NO SEQID NO

2,9 2,10 2,11 2,12 2,13
2,9,10 2,9, 11 2,9,12 2,913 2,10, 11
2,10, 12 2,10, 13 2,11,12 2,11,13 2,12,13
2,9,10,11 | 2,9,10, 12 2,910, 13 2,10, 11,12 2,10, 11,13

2,11,12,13 | 2,9,10,11,12 | 2,9,10,11,13 | 2,9,10,12,13 | 9,10

9, 11 9,12 9,13 9,10, 11 9,10, 12

9,10,13 9,10, 11, 12 9,10, 11, 13 9,10,12, 13 10, 11

10, 12 10, 13 10, 11,12 10, 11,13 10, 12,13
11,12 11,13 11,12,13 12,13 10, 12,13
8,9 8,10 8,12 8,13 8,9,10
8,10, 12 8,12,13 8,9,12 8,9,13 8,10, 12
8,10,13 7,8,10,12 8,10,12, 13 9,10 9,12
9,13 9,10,12 9,12,13

El reactivo de diagnéstico de la presente divulgacion puede comprender por tanto cualquier combinacion de péptidos
seleccionados de los enumerados anteriormente, o cualquier combinacién de las combinaciones enumeradas.
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Como alternativa, el reactivo de diagnéstico de la presente divulgacion puede comprender péptidos que tienen todos
los epitopos del grupo de péptidos consistente en, por ejemplo, las SEQ ID NO: 12-13, o consistente en las SEQ ID
NO: 11-13, o consistente en las SEQ ID NO: 10-13, o consistente en las SEQ ID NO: 9-13, o consistente en las SEQ
ID NO: 8-13, o consistente en las SEQ ID NO: 7-13, o consistente en las SEQ ID NO: 2-13. Por ejemplo, el reactivo
de diagndstico puede comprender todos los péptidos del grupo de péptidos consistente, por ejemplo, en las SEQ ID
NO: 12-13, o consistente en las SEQ ID NO: 11-13, o consistente en las SEQ ID NO: 10-13, o consistente en las
SEQ ID NO: 9-13, o consistente en las SEQ ID NO: 8-13, o consistente en las SEQ ID NO: 7-13, o consistente en las
SEQ ID NO: 2-13.

El reactivo de diagndéstico de la presente divulgacion puede comprender también un péptido de fusion en que se han
unido los péptidos definidos anteriormente.

Los péptidos reactivos de diagnostico basados en Mb3645c como se definen en la presente memoria pueden usarse
por si solos o con uno o mas péptidos, por ejemplo para conseguir una mayor sensibilidad y/o especificidad de una
prueba de diagnostico. Por ejemplo, el reactivo de diagnéstico puede comprender ademas uno o mas polipéptidos o
péptidos derivados de los polipéptidos ESAT-6 (SEQ ID NO: 14) y/o CFP-10 (SEQ ID NO: 15), en que ESAT-6 tiene
la secuencia aminoacidica:

MTEQQWNFAG IEAAASAIQG NVTSIHSLLD EGKQSLTKLA AAWGGSGSEA
YQGVQQKWDA TATELNNALQ NLARTISEAG QAMASTEGNV TGMFA (SEQ ID
NO: 14);
y en que CFP-10 tiene la secuencia aminoacidica:
MAEMKTDAAT LAQEAGNFER ISGDLKTQID QVESTAGSLQ GQWRGAAGTA
AQAAVVRFQE AANKQKQELD EISTNIRQAG VQYSRADEEQ QQALSSQMGF
(SEQ ID NO: 15). '
Por ejemplo, los péptidos derivados de ESAT-6 pueden ser péptidos de SEQ ID NO: 16-21, que son:

MTEQQWNFAG IEAAAS (SEQ ID NO: 16);
AGIEAAASAI QGNVTS (SEQ ID NO: 17);
AIQGNVTSIH SLLDEG (SEQ ID NG: 18);
KWDATATELN NALQNL (SEQ ID NO: 19); v
GQAMASTEGN VTGMFA (SEQ ID NO: 20).

Los péptidos derivados de CFP-10 pueden ser péptidos de SEQ ID NO 21-25, que son:

MAEMKTDAAT LAQEAGNF (SEQ ID NO: 21);
QEAGNFERIS GDLKTQ (SEQ ID NO: 22);
VVRFQEAANK QKQELDEI (SEQ ID NO: 23);
NIRQAGVQYS RADEEQQQ (SEQ ID NO: 24); v
RADEEQQQAL SSQMGF (SEQ ID NO: 25).

Los péptidos ESAT-6 y CFP-10 de SEQ ID NO 16-25 se han dado a conocer en Vordemeier et al. (2001) y
proporcionan un diagnéstico Util para la deteccion de animales infectados por M. bovis y/o M. tuberculosis. Usados
en combinacion con péptidos derivados de Mb3645c, como se definen aqui, se obtiene un reactivo de diagndstico
mas sensible.

El reactivo de diagndstico segun la presente invencion puede ser por consiguiente especifico de M. bovis.

El reactivo de diagnostico puede usarse en la deteccion de un mamifero infectado por M. bovis, por ejemplo, una
vaca infectada por M. bovis.

Se proporciona también segun la presente invencion un kit de diagnostico que comprende un reactivo de diagnostico
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-4. El reactivo de diagnéstico puede ser capaz, en particular,
de detectar un mamifero infectado por M. bovis. Preferiblemente, el reactivo de diagndstico es capaz de diferenciar
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entre un mamifero infectado por M. bovis y un mamifero vacunado contra M. bovis (por ejemplo, un mamifero
vacunado con una vacuna viva atenuada de BCG).

El kit de diagndstico puede ser de uso particular en la deteccién de un mamifero infectado por M. bovis que no sea
susceptible de diagndstico por el ensayo de ESAT-6/CFP-10 como se describe en Vordemeier et al. (2001).

El kit de diagndstico puede comprender uno o mas péptidos seleccionado cada uno de los que tienen las secuencias
aminoacidicas de SEQ ID NO 9-13 y opcionalmente comprender adicionalmente uno o mas péptidos seleccionado
cada uno de los que tienen las secuencias aminoacidicas de SEQ ID NO 16-25.

El kit de diagnostico puede ser adecuado para uso en un ensayo de inmunidad mediada por células (CMI). Por
ejemplo, el ensayo de CMI puede usar la deteccién de interferén y (IFN-y) como sistema de lectura en formato EIA
(Wood y Jones, 2001) o ELISPOT (Vordermeier et al., 2002). Como es bien conocido por el especialista en la
materia, dichos ensayos no dependen de la deteccidon de una respuesta de anticuerpo sino que, en lugar de ello, se
basan en el reconocimiento de un epitopo por un linfocito T, por ejemplo a través de la unién de un receptor de
linfocito T.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un péptido aislado que tiene una secuencia
aminoacidica de cualquiera de las SEQ ID NO: 9-13, o una variante funcional que tenga al menos un 90% de
identidad de secuencia con y sea capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria ante las SEQ ID NO: 9, 10, 11,
120 13.

La presente invencion engloba también variantes del péptido reactivo de diagndstico y el péptido aislado como se
definen en las reivindicaciones. Como se usa en la presente memoria, una “variante” significa un péptido en que la
secuencia aminoacidica difiere de la secuencia basica de la que deriva en que uno o mas aminoacidos en la
secuencia estan sustituidos por otros aminoacidos. La variante es una variante funcional porque se mantienen las
caracteristicas funcionales del péptido del que deriva la variante. Por ejemplo, se desencadena una respuesta
inmunitaria similar por la exposicién de un animal, o una muestra de un animal, al polipéptido variante. En particular,
cualquier sustitucion, adicion o delecidon aminoacidica no debe alterar o alterar significativamente la estructura
terciaria del uno o mas epitopos contenidos en el péptido del que deriva la variante. El especialista en la materia es
capaz de determinar facilimente variantes funcionales apropiadas y de determinar la estructura terciaria de un
epitopo y cualquier alteracion del mismo, sin la aplicacion de habilidades inventivas.

Las sustituciones aminoacidicas pueden considerarse como “conservativas” cuando se reemplaza un aminoacido
por un aminoacido diferente con propiedades ampliamente similares. Las sustituciones no conservativas son cuando
los aminoacidos se reemplazan por aminoacidos de tipo diferente.

Se entiende por “sustitucion conservativa” la sustitucion de un aminoacido por otro aminoacido de la misma clase, en
que las clases se definen como sigue:

Clase Ejemplos de aminoacidos

No polar: Ala, Val, Leu, lle, Pro, Met, Phe, Trp
Polar no cargada: Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn
Acida Asp, Glu

Basica Lys, Arg, His

Como es bien conocido por los especialistas en la materia, alterar la estructura primaria de un péptido con una
sustitucién conservativa puede no alterar significativamente la actividad de ese péptido debido a que la cadena
lateral del aminoacido que se inserta en la secuencia puede ser capaz de formar enlaces y contactos similares a la
cadena lateral del aminoacido que se ha sustituido. Esto es asi incluso cuando la sustitucion es en una region que
es critica para la determinacion de la conformacioén del péptido.

Como se menciona anteriormente, las sustituciones no conservativas son posibles a condicién de que estas no
desestabilicen la estructura terciaria de un epitopo del péptido, por ejemplo, que no interrumpan la inmunogenicidad
(por ejemplo, la antigenicidad) del péptido.

Hablando en general, seran posibles pocas sustituciones no conservativas sin alterar la actividad bioldgica del
polipéptido. Adecuadamente, las variantes pueden ser al menos un 90% idénticas a la secuencia basica.

Se describe también un acido nucleico aislado que codifica un péptido reactivo de diagnédstico, un péptido aislado o
variantes del mismo como se definen en la presente memoria, pero excluyendo los polipéptidos y péptidos ESAT-6 y
CFP-10 conocidos definidos por las SEQ ID NO. 14-25. Usando el codigo genético estandar, puede concebirse y
fabricarse facilmente por un especialista en la materia un acido nucleico que codifica un epitopo o péptido. El acido
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nucleico puede ser ADN o ARN y, cuando es una molécula de ADN, puede comprender ADNc o ADN gendmico. La
divulgacién engloba fragmentos y variantes del acido nucleico aislado, en que cada uno de dichos fragmentos o
variantes codifica un péptido con propiedades antigénicas como se definen en la presente memoria. Los fragmentos
pueden comprender adecuadamente al menos 15, por ejemplo al menos 30 o al menos 60 bases consecutivas de la
secuencia basica.

El término “variante” con relacion a una secuencia de acido nucleico significa cualquier sustitucion, variacion,
modificaciéon o reemplazo por deleciéon o adicién de uno o mas acidos nucleicos, desde o hasta una secuencia
polinucleotidica que proporcione la secuencia peptidica resultante codificada por el polinucleétido, que exhiba al
menos las mismas propiedades que el péptido codificado por la secuencia basica. En este contexto, las propiedades
para conservar son la capacidad de formar uno o mas epitopos de tal modo que se genere una respuesta
inmunitaria que sea equivalente a la del péptido reactivo de diagnoéstico o péptido aislado como se define en la
presente memoria. Por lo tanto, el término incluye variantes alélicas e incluye también un polinucleétido que hibrida
sustancialmente con la secuencia polinucleotidica de la presente divulgacion. Dicha hibridacion puede aparecer a o
entre condiciones de bajo y alto rigor. En términos generales, las condiciones de bajo rigor pueden definirse como
una hibridaciéon en que la etapa de lavado tiene lugar en una disolucion tampon de NaCl 0,330-0,825M a una
temperatura de aproximadamente 40-48°C por debajo de la temperatura de fusién (Tm) calculada o real de la
secuencia de sonda (por ejemplo, de aproximadamente la temperatura ambiente del laboratorio a aproximadamente
55°C), mientras que las condiciones de alto rigor implican un lavado con disolucién tampon de NaCl 0,0165-0,0330
M a una temperatura de aproximadamente 5-10°C por debajo de la Tm calculada o real de la sonda (por ejemplo,
aproximadamente a 65°C). La disolucion tampoén puede ser, por ejemplo, tampén SSC (NaCl 0,15M vy citrato
trisédico 0,015 M), teniendo lugar el lavado de bajo rigor con tampén 3 x SSC y teniendo lugar el lavado de alto rigor
con tampodn 0,1 x SSC. Las etapas implicadas en la hibridacion de las secuencias de acido nucleico se han descrito,
por ejemplo, en Sambrook et al. (1989; “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor).

Tipicamente, las variantes tienen un 60% o mas de nucledtidos en comun con la secuencia de acido nucleico de la
presente divulgacion, mas tipicamente un 65%, 70%, 80%, 85%, o incluso un 90%, 95%, 98% o 99% o mas
identidad de secuencia.

Pueden aislarse péptidos y acidos nucleicos de cepas de M. bovis y M. tuberculosis. Sin embargo, pueden
prepararse sintéticamente usando sintetizadores peptidicos convencionales. Como alternativa, pueden producirse
usando tecnologia de ADN recombinante o aislarse a partir de fuentes naturales seguido de cualquier modificacion
quimica, si se requiere. En estos casos, se incorpora un acido nucleico que codifica el péptido a un vector de
expresion adecuado, que se usa entonces para transformar una célula hospedadora adecuada, tal como una célula
procariética tal como E. coli. Las células hospedadoras transformadas se cultivan y el péptido se aisla de las
mismas. Los vectores, células y métodos de este tipo forman aspectos adicionales de la presente divulgacion.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para diagnosticar en un hospedador una infeccién por, o
exposicién a, M. bovis que comprende las etapas de:

i) poner en contacto una poblacion de células del hospedador con un reactivo de diagnéstico como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y/o un reactivo de diagndstico que comprende el péptido SEQ ID NO: 1;y

i) determinar si las células de dicha poblacion celular reconocen el reactivo de diagndstico.

El reactivo de diagnéstico basado en Mb3645c puede ponerse en contacto conjunta o separadamente con el
reactivo de diagnostico basado en ESAT-6/CFP-10.

La poblaciéon de células puede incluir linfocitos T. El reconocimiento del reactivo de diagnostico por dichas células
puede hacerse, por ejemplo, mediante la unién de un receptor de linfocitos T al reactivo de diagnédstico, por ejemplo,
la unién del receptor a un epitopo incluido en el reactivo de diagnostico.

El método para el diagndstico puede comprender un ensayo de inmunidad mediada por célula (CMI), por ejemplo,
un ensayo de CMI que detecta IFN-y como se describe en la presente memoria.

El término “polipéptido” como se usa en la presente memoria incluye péptidos de cadena larga, tales como proteinas
y fragmentos epitépicos de las mismas. El término “péptido” hace referencia a proteinas mas pequefias, por ejemplo
de hasta 100 aminoacidos de longitud.

La identidad de secuencia entre secuencias nucleotidicas y aminoacidicas puede determinarse mediante
comparacion de un alineamiento de las secuencias. Cuando estd ocupada una posicidon equivalente en las
secuencias comparadas por el mismo aminoacido o base, las moléculas son idénticas en esa posiciéon. Puntuar un
alineamiento como porcentaje de identidad es una funcion del numero de aminoacidos o bases idénticos en
posiciones compartidas por las secuencias comparadas. Cuando se comparan secuencias, los alineamientos
6ptimos pueden requerir introducir huecos en una o mas de las secuencias para tener en consideracion posibles
inserciones y deleciones en las secuencias. Los métodos de comparacion de secuencia pueden emplear
penalizaciones de hueco de modo que, para el mismo numero de moléculas idénticas en las secuencias que se
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estan comparando, un alineamiento de secuencias con los menores huecos posibles, reflejando la alta relacién entre
las dos secuencias comparadas, consiga una mayor puntuacion que aquel con muchos huecos. El calculo de la
identidad porcentual maxima implica la produccién de un alineamiento 6ptimo teniendo en consideracion las
penalizaciones de hueco.

Los programas informaticos adecuados para llevar a cabo comparaciones de secuencia estan ampliamente
disponibles en el sector comercial y publico. Los ejemplos incluyen el programa Gap (Needleman y Wunsch, 1970, J.
Mol. Biol. 48: 443-453) y el programa FASTA (Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410). Gap y FASTA estan
disponibles como parte del paquete CGC Accelrys version 1.11 (Accelrys, Cambridge, RU), anteriormente conocido
como el paquete GCG Wisconsin. Puede accederse como alternativa al programa FASTA publicamente en el
European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/fasta) y la University of Virginia
(http://fasta.biotech.virginia.edu/fasta_wwwi/cgi). FASTA puede usarse para buscar en una base de datos de
secuencias una secuencia dada 0 para comparar dos secuencias dadas (véase
http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www/cgi/search_frm2.cgi). Tipicamente, deberian usarse los parametros por
defecto fijados por los programas informaticos al comparar secuencias. Los parametros por defecto pueden
cambiarse dependiendo del tipo y la longitud de las secuencias que se estan comparando. Una comparacion de
secuencia que usa el programa FASTA puede usar los parametros por defecto Ktup = 2, matriz de puntuacién =
Blosum50, gap = -10 y ext = -2.

Breve descripcion de las figuras

Se describiran ahora ejemplos particulares no limitantes de la presente invencion con referencia a las siguientes
figuras, en las que:

la Figura 1 es un histograma que muestras las frecuencias de respuesta de los candidatos a antigenos cribados;

la Figura 2 es una grafica que muestra la respuesta ante Mb3645c en muestras de ganado no infectado, ganado
infectado, vacunas de BCG y negativas de ESAT/CFP;

la Figura 3 comprende graficas que muestran la correlacion entre la abundancia y la antigenicidad de ARNm en M.
tuberculosis (grafico izquierdo) y M. bovis (grafico derecho);

la Figura 4 muestra las respuestas de péptidos segun la divulgacion, determinadas usando un ensayo de ELISPOT
de IFN-y con PBMC aisladas de ganado infectado por M. bovis (la secuencia 02 corresponde a la SEQ ID NO:2, la
secuencia 03 a la SEQ ID NO:3 y demas); y

la Figura 5 muestra un analisis de FACS efectuado después de la estimulacion de PBMC aislados de ganado
infectado por M. bovis con péptidos segun la divulgacion (la secuencia 02 corresponde a la SEQ ID NO:2, la
secuencia 03 a la SEQ ID NO:3 y demas, como anteriormente).

Ejemplos

Introduccion

La identificacion de nuevos candidatos a vacuna de subunidades o marcadores de diagnoéstico se ha potenciado en
gran medida con el desarrollo de diversos enfoques postgendémicos (Cockle et al., 2002; Ewer et al., 2006). Estos
implicaban en gran parte analisis basados en secuencia del genoma del patégeno. Aqui, los inventores tomaron un
enfoque alternativo y se centraron en la actividad transcripcional de los genes para identificar antigenos potenciales.
Se desarrollé un método de analisis de micromatrices que cuantifica la expresion génica a escala global. Como se
ve en la Tabla 1, se encontré que muchos de los antigenos micobacterianos principales tales como ESAT6, CFP10,
Ag85B etc. estan altamente expresados de modo consistente. Ademas de esto, se ha mostrado recientemente que
el numero de linfocitos T CD4+ sensibles a antigenos micobacterianos conocidos esta estrechamente relacionado
con el nivel de transcripcion de su gen (Rogerson et al., 2006).

Con esto como base, los inventores usaron un andlisis cuantitativo de micromatrices para identificar genes que
estan altamente expresados de modo consistente tanto en M. tuberculosis como en M. bovis en una variedad de
condiciones de crecimiento. Se seleccionaron entonces 14 de estos genes y se cribd su potencial como
inmunogenos y marcadores de diagnostico de infeccion usando ganado infectado por M. bovis. No se encontraron
evidencias que apoyaran una conexion entre la abundancia y la antigenicidad del ARNm. Sin embargo,
sorprendentemente los inventores si identificaron un antigeno que discriminaba entre ganado infectado y vacunado.
Adicionalmente, el mismo antigeno mostré una respuesta marcada en ganado infectado que no responde a los
antigenos micobacterianos clasicos ESAT6 y CFP10, lo que permitira al antigeno aumentar sensibilidad de las
pruebas de diagndstico diferencial descritas anteriormente basadas en ESAT6 y CFP10 (Vordemeier et al. 2001).
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Métodos
Seleccion de candidatos a antigenos

Se usaron 6 conjuntos de datos de micromatrices en este estudio. Se efectuaron todas las extracciones de ARN e
hibridaciones de micromatrices como se detalla en Bacon et al. (2004). Se usaron el lenguaje informatico Perl y el
entorno estadistico R para efectuar todos los andlisis de datos y estadisticos adicionales.

Para cada conjunto de datos, se calcularon las abundancias de ARNm en el genoma como sigue. Inicialmente, se
retiraron todos los puntos de control en la matriz del conjunto de datos, incluyendo todos los que representan ARN
ribosémico. Se restd de cada punto el ruido de fondo local, determinado por software de cuantificacion de imagen.
No se excluyeron de este estudio valores de datos, ya que se razoné que las sefales débiles (después de la resta
del fondo) reflejaban transcritos de baja abundancia.

Se normalizé para cada punto i en la matriz la intensidad de fluorescencia en el canal de ARN mediante una simple
division entre la intensidad de fluorescencia del canal de ADNg:

Intensidad normalizada (Ri)= ARNi/ADN;

Se confirmé la correlacion entre las repeticiones de hibridacién dentro de cada conjunto de datos para asegurar que
no habia valores atipicos extremos. Se promediaron entonces las repeticiones técnicas y biolégicas para
proporcionar un valor de intensidad normalizado Unico para cada gen en la matriz.

Para dar cuenta del sesgo de la longitud de sonda observado, se normalizé la intensidad de sefial a la longitud de
sonda usando un modelo de regresion lineal de logaritmo de intensidad por longitud de sonda:

Intensidad normalizada por sonda (log® Rnj)= log® R; — (corte + pendiente - longitud de sonda;)

Se volvieron a convertir los valores de Rn; corregidos a la escala original y por facilidad de comprension se ilustran
como valor proporcional, expresado en partes por millén (ppm), basado en la suposicién de que la suma de todos los
valores de intensidad representa la suma de la poblacion de transcritos (ARNm) en la muestra:

ppm= (Rn/Z;»Rn)-10°

Se seleccionaron entonces los candidatos a antigenos basandose en su expresion consistentemente alta en los seis
conjuntos de datos que proceden de una variedad de condiciones experimentales: M. tuberculosis en quimiostatos
aerobicos bajos en oxigeno, M. tuberculosis en cultivo en lotes, M. tuberculosis en macrofagos, M. bovis en
quimiostatos aerdbicos y M. bovis en cultivo en lotes. Usando estos conjuntos de datos, se seleccionaron los genes
que estaban consistentemente entre el 15% de transcritos de ARNm mas abundantes en todas las condiciones tanto
en M. tuberculosis, M. bovis o ambos. Se seleccionaron adicionalmente los candidatos basandose en la estrecha
homologia aminoacidica entre M. tuberculosis y M. bovis y la homologia poco significativa con otras especies
estrechamente relacionadas. Ademas de esto, se excluyeron todos los candidatos que se hubieran ensayado
anteriormente. Se cribaron un total de 14 candidatos usando péptidos de 20 unidades superpuestos en este estudio
(Tabla 1).

Ganado

Se obtuvieron 10 animales de control no infectados de rebafios de parroquias ensayadas durante 4 afos sin historial
de brote de TBB en los ultimos 4 afios y se ensayo la ausencia de respuesta de IFN-y in vitro ante PPD-A y PPD-B,
para confirmar la ausencia de infeccién. Se vacunaron 20 animales adicionales de rebafos exentos de TBB
similares al menos 6 meses antes del muestreo con 10° ufc de la cepa de BCG danesa 1331 (Statens Serum
Institute, Copenhague, Dinamarca) segun las instrucciones del fabricante (reconstituido en medio Sauton e
inyectado a 1 ml por via subcutanea).

Se obtuvieron muestras de sangre de 30 individuos de reaccion positiva a la prueba de tuberculina cutanea
infectados naturalmente de rebafios conocidos por tener TBB. Se cribé adicionalmente en todos los animales la
respuesta de IFN-y in vitro ante PPD-B y se registro la presencia o ausencia de respuesta ante ESAT6 y CFP10. Se
albergaron estos animales en VLA en el momento del muestreo de sangre. Se confirmé la infeccidn por necroscopia
y/o cultivo de M. bovis.

Produccion de péptidos

Se suministraron tuberculina bovina (PPD-B) y tuberculina aviar (PPD-A) por la Tuberculin Production Unit de la
Veterinary Laboratories Agency, Weybridge, Surrey, RU y se usaron para estimular sangre completa a 10 yg/ml. Se
incluyo enterotoxina B estafilococica como control positivo a 5 ug/ml.

Se sintetizaron sobre varillas los péptidos representantes de los candidatos como péptidos de 20 unidades que
cubren la longitud de las 14 proteinas, con cada péptido superponiéndose a su vecino por 12 residuos
aminoacidicos (Pepscan, Lelystad, Holanda). Se disolvieron estos en disolucion salina equilibrada de Hanks (Gibco)
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y 20% de DMSO a 5 pg/ml y se agruparon por genes en 26 agrupamientos de 8 a 12 péptidos, con algunos genes
representados por mas de un agrupamiento. Se usaron los agrupamientos para estimular sangre completa a una
concentracion final de 10 pyg/ml de péptido total. Se sintetizaron péptidos de las proteinas ESAT-6 y CFP-10, se
valoré su calidad y se formularon en un coctel peptidico como se describe anteriormente (Vordermeier et al., 2001).

Ensayo de inmunosorcibn ligado a enzima de IFN-y

Se efectuaron cultivos en sangre completa en placas de 96 pocillos en que se mezclaron 250 pl de alicuotas de
sangre completa con disolucién que contiene antigeno a una concentracion final de 10 pg/ml. Se recogieron los
sobrenadantes que contenian suero después de 24 horas de cultivo a 37°C y con 5% de CO. en un incubador
humidificado. Se determind la concentracion de IFN-y usando el kit BOVIGAM ELISA (Prionics AG, Suiza). Los
resultados se consideraron positivos cuando las densidades 6pticas a 450 nm (DOaso) con antigenos menos la DOasg
sin antigenos eran = 0,1. Para el analisis comparativo de respuestas ante PPD-B frente a PPD-A, se definié un
resultado positivo como una DO4so de PPD-B menos DO4so de PPD-A de = 0,1 y una DO4sp de PPD-B menos DOj4so
no estimulada de 2 0,1.

Anélisis de datos BOVIGAM

Se manejaron todos los datos brutos del cribado BOVIGAM usando un programa PERL, boviAnalyser.pl, que
suscitaba rutinas analiticas en el entorno estadistico R (R-Development-Core-Team, 2006). Se generaron graficas
usando tanto R como Graph-Pad Prism v4.

Ensayo de puntos por inmunosorcion ligada a enzima (ELISPOT) de IFN-y ex vivo

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre heparinizada tomada de tres cabezas de
ganado que habian exhibido anteriormente respuesta in vitro ante el agrupamiento de péptidos Rv3615c. Se efectud
la separacion usando centrifugacion en gradiente con Histopaque 1077 (Sigma) y se resuspendieron las células en
medio de cultivo de tejido RPMI 1640 que contenia HEPES 25 mM (Gibco), 10% de suero fetal de ternero, 1% de
aminoacidos no esenciales, B-mercaptoetanol 5 x 10° M, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Se
contaron las células y se prepararon suspensiones que contenian 2 x 10° células/ml. Se analizo la produccién de
IFN-y por PBMC usando un kit ELISPOT de IFN-y bovina Mabtech (Mabtech, Estocolmo, Suecia). Se recubrieron las
placas de ELISPOT (Multiscreen HTS-IP; Millipore) a 4°C durante una noche con un anticuerpo monoclonal
especifico de IFN-y bovino, después de lo cual se bloquearon las células durante 2 horas usando 2% de suero fetal
bovino en RPMI 1640. Se retiraron el anticuerpo primario y el tampon de bloqueo de las placas y se afiadieron
entonces PBMC suspendidas en medio de cultivo de tejido (2 x 10° células/pocillo) y se incubaron durante una
noche a 37°C con 5% de CO; en presencia de antigenos individuales. Se efectud la estimulacion usando los
péptidos a una concentracion de 5 ug/ml o un agrupamiento de los 12 péptidos que contiene 5 ug/ml de cada
péptido. Se lavaron los pocillos usando disolucion salina tamponada con fosfato mas 0,05% de Tween 80. Se usé un
anticuerpo secundario biotinilado a una concentracion de 0,025 pg/ml seguido de una incubacién con peroxidasa de
rabano picante ligada a estreptavidina. Después de un lavado adicional, se visualizaron las células que formaban
puntos usando un kit de cromégeno AEC (Sigma). Se contaron los puntos usando un lector AID ELISPOT vy el
software EliSpot 4.0 (Autoimmun Diagnostika, Alemania).

Anaélisis de clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS)

Se aislaron PBMC de sangre heparinizada reciente como se descrlbe anteriormente para el ensayo ELISPOT y se
contaron. Se prepard entonces una suspension que contenia 2 x 10° células/ml y se incubaron durante una noche en
una placa de 24 pocillos (Nunc) a 37°C en presencia de 5% de CO2 con medio RPMI (control no estimulado), PPD-
B, mitdgeno de hierba carmin (control positivo), péptidos individuales a una concentracion de 5 pg/ml o un
agrupamiento de los 12 péptidos a una concentracion de 5 ug/ml. Después de la incubacion, se afiadio brefeldina A
(Sigma) a una concentracion de 10 pg/ml y se incubd la preparacion durante 4 h adicionales. Se centrifugd la placa a
300 x g durante 5 min y se resuspendieron las células en 250 pul (volumen final) para transferencia a una placa de 96
pocillos. Se efectud la tincion de anticuerpo de superficie usando anticuerpos anti-CD4 conjugado con Alexa Fluor
647 (codigo MCA1653A627; Serotec) y anti-CD8 conjugado con isotiocianato de fluoresceina (cédigo MCA837F;
Serotec). Se efectud una tincién diferencial “viva/muerta” usando Vivid (Invitrogen). Después de incubar durante 15
min a 4°C, se lavaron las células y se centrifugaron antes de permeabilizar usando Cytofix/ Cytoperm (BD) a 4°C
durante 20 min, y se almacenaron durante una noche a 4°C. Se efectud la tincion intracelular de IFN-y usando
anticuerpo anti-IFN-y conjugado con R-ficoeritrina (Serotec) durante 30 min a 4°C. Se suspendieron finalmente las
células en 600 pl de tampodn y se analizaron usando un instrumento Cyan ADP y software Summit 4.3 (Dako,
Dinamarca).

Resultados

Se valoré en los genes que se habia encontrado que estaban altamente expresados de modo consistente en M.
tuberculosis y M. bovis en una variedad de condiciones de crecimiento (denominados miembros de invarioma
abundante) la presencia de antigenos conocidos. Se encontré que 10 antigenos anteriormente bien caracterizados
eran parte de este invarioma abundante (Tabla 1), lo que sugeria que los demas genes altamente expresados de
forma consistente podian ser también antigénicos.
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Tabla 1: Antigenos micobacterianos que se encuentra que estan altamente expresados en una variedad de
condiciones de crecimiento

Rv Nombre ppm medias Desv. est. Referencia

Rv0288  cfp7 781 286 (Skjot et al., 2002)
Rv0440  groEL2 4438 2385 (Shinnick, 1987)
Rv1174c Mpt8.4 1165 424 (Coler et al., 1998)
Rv1886c fbpB/Ag85B 1464 1168 (Harth et al., 1996)
Rv1987  Rv1987 495 136 (Cockle et al., 2002)
Rv1980c mpt64 1316 629 (Harboe et al., 1986)
Rv3418c groES 5189 2593 (Baird et al., 1988)
Rv3616¢c Rv3616¢c 2619 1457 (Mustafa et al., 2006)
Rv3874  cfp10 5414 3950 (Sorensen et al., 1995)
Rv3875 esat6 2472 1229 (Berthet et al., 1998)

Teniendo esto en mente, se generd una lista de 14 candidatos a antigeno basandose en su alta expresion
consistente en una variedad de condiciones de crecimiento. Estas incluian quimiostato in vitro y cultivos en lotes
tanto de M. tuberculosis como de M. bovis, asi como para M. tuberculosis la infecciéon de macréfagos y el
crecimiento en condiciones microaerdfilas. En la mayoria de casos, se seleccionaron también los candidatos
basandose en la homologia estrecha entre M. tuberculosis y M. bovis pero la poca homologia con otras especies
micobacterianas (Tabla 2). La mayoria de los candidatos se clasifican como proteinas hipotéticas conservadas. Sin
embargo, hay tres presuntas proteinas de membrana, una es una escisionasa y otra un miembro de la familia de
proteinas PE. Se sintetizaron péptidos de 20 unidades superpuestos para la secuencia de codificacién completa de
cada gen y se agruparon en 26 agrupamientos de 8 a 12 péptidos, con algunos péptidos representados por mas de
un agrupamiento. En estos agrupamientos se crib6 entonces su capacidad de estimular la respuesta de IFN-y in vitro
usando sangre completa de 30 cabezas de ganado infectadas por M. bovis (positivas de tuberculina bovina (PPD-B))
y 10 no infectadas por M. bovis (negativas de PPD-B).

11
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Todas las cabezas de ganado de M. bovis infectadas tenian respuestas positivas ante PPD-B y ademas 23 de las 30
cabezas de ganado infectadas respondian ante un céctel de péptidos ESAT6/CFP10 (Vordermeier et al., 2001). Se
muestran en la Figura 1 las frecuencias de respuesta para los 14 candidatos a antigeno en ganado infectado por M.
bovis y no infectado por M. bovis. 7 de los candidatos no consiguieron estimular ninguna respuesta de IFN-y
significativa ni en ganado infectado por M. bovis ni no infectado. 4 de los candidatos a antigeno estimulaban una
respuesta positiva en un 10% o mas de los animales no infectados por M. bovis. Esto sugeria una reactividad
cruzada con otras especies ambientales aunque los inventores hubieran seleccionado contra homologia significativa
en micobacterias distintas de M. fuberculosis o M. bovis. 4 de los candidatos estimulaban respuestas significativas
en ganado infectado por M. bovis, aunque 2 de estos se reconocian en un 10% o menos del ganado ensayado y
tenian frecuencias de respuesta similares o mayores en animales negativos de PPD-B. De los dos candidatos
restantes, Rv3750c/Mb3776c estimulaban una respuesta en un 15% del ganado infectado por M. bovis y en ninguno
de los animales no infectados.

Mb3645c¢ no se reconocié por ninguna de las cabezas de ganado no infectadas por M. bovis, mientras que 11 de los
30 animales infectados por M. bovis (37%, p<0,01, Figura 2) crearon una respuesta de IFN-y positiva cuando se
estimulaban con este agrupamiento peptidico. De forma interesante, dado el papel recientemente propuesto de
Rv3615c (el equivalente en M. tuberculosis de Mb3645c) en la secreciéon de ESAT6/CFP10 en M. tuberculosis
(Macgurn et al., 2005, Fortune et al., 2005), se observé que las respuestas positivas ante el agrupamiento peptidico
Mb3645c de animales infectados por M. bovis se enriquecian en las cabezas de ganado que no respondian a
ESAT6 ni CFP10 (4 de 7, 57%, p< 0,05, Figura 2). Esto eleva la posibilidad de que estas proteinas puedan usarse
para aumentar la sensibilidad de pruebas de diagnostico basadas en ESAT6/CFP10 anteriormente desarrolladas
(Vordermeier et al., 2001).

Para valorar el potencial de Mb3645¢c como antigeno para el diagndstico diferencial de animales vacunados con
BCG e infectados por M. bovis, se cribd el agrupamiento peptidico en 20 cabezas de ganado vacunadas con BCG.
En contraposicion con los animales infectados por M. bovis, ninguna de las cabezas de ganado vacunadas con BCG
cred una respuesta de IFN-y significativa ante péptidos Mb3645c (p< 0,01, Figura 2).

Finalmente, como pocos de los candidatos resultaron ser antigenos potentes, se exploré adicionalmente la
correlacion entre los niveles de ARNm y la antigenicidad. Se recogieron las frecuencias de respuesta para 80
proteinas micobacterianas adicionales que se habian cribado en ganado infectado por M. bovis (Ewer et al., 2006,
Cockle et al., 2002, Mustafa et al., 2006). Conjuntamente, estas 94 proteinas tenian frecuencias de respuesta que
variaban de 0 a 86%, con una media de 30% que representaba asi un amplio intervalo de potencial antigénico. En
comparaciéon con sus abundancias de ARNm, se encontrd poca correlacion en M. tuberculosis o M. bovis crecidas
en quimiostato: 0,01 (Spearman, p= 0,38) y 0,06 (Spearman, p= 0,56) respectivamente, sugiriendo que el nivel de
ARNm solo no es un factor de prediccion importante de potencial antigénico en el ganado.

Para confirmar la presencia y localizacién de los epitopos de linfocitos T en Rv3615c, se determind la respuesta ante
péptidos constituyentes del agrupamiento Rv3615c usando un ensayo ELISPOT de IFN-y con PBMC aisladas de
ganado infectado por M. bovis. Los péptidos SEQ ID NO: 8-13 se reconocieron en al menos dos de las tres cabezas
de ganado ensayadas. Los péptidos de SEQ ID NO: 10-13 (que cubren los aminoacidos 57 a 103) desde el extremo
C de la proteina eran los mas antigénicos y se reconocieron por los tres animales ensayados. El péptido de SEQ ID
NO: 13 (AKIYSEADEAWRKAIDGLFT), en particular, estimulaba una respuesta en los tres animales, con una media
de 509 unidades formadoras de punto (UFP) por 10° PBMC (desviacion estandar, 185,3 UFP por 10° PBMC), que es
comparable con los resultados para el agrupamiento en conjunto (414 UFP por 10° PBMC; desviacion estandar,
135,6 UFP por 10° PBMC) (Figura 4).

Para caracterizar adicionalmente la respuesta linfocitica especifica ante Rv3615c, se efectué un analisis de FACS
con PBMC aisladas del mismo ganado infectado por M. bovis que se usé para el analisis ELISPOT. Se analizé en
los linfocitos la produccion de IFN-y intracelular y la presencia de los marcadores de diferenciacion celular CD4 y
CD8. Se encontré que, reflejando los datos de ELISPOT, los péptidos de SEQ ID NO: 2-8 estimulaban poca
produccion de IFN-y. Se observaron niveles notablemente superiores de IFN-y para las células estimuladas con los
péptidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12 y 13 (Figura 5). De forma interesante, no se observo respuesta de IFN-y ante el
péptido de SEQ ID NO: 11, a pesar del hecho de que se registré una respuesta en el ensayo ELISPOT. El analisis
de las células estimuladas con el péptido de SEQ ID NO: 11 mostré que la mayoria (>64%) de las células en la
muestra estaban muertas, sugiriendo que el péptido mismo causaba la apoptosis inducida por IFN-y, lo que podria
estar de acuerdo con las respuestas positivas vistas en el ensayo ELISPOT.

Discusién

Ha habido muchas estrategias para la identificacion de inmundgenos micobacterianos usando métodos
postgendmicos, incluyendo la prediccion de epitopos de linfocitos T (Vordermeier et al., 2003) y comparaciones
gendmicas para identificar marcos de lectura abiertos especificos de patdgenos (Ewer et al., 2006). Trabajos previos
han mostrado que muchos genes altamente expresados eran antigenos micobacterianos conocidos; por lo tanto, los
inventores consideraron la actividad transcripcional como un factor de prediccion de antigenicidad.
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Se crib6 en una seleccién de genes altamente expresados de forma consistente su capacidad de estimular
respuestas de IFN-y en ganado infectado por M. bovis. Se seleccionaron 14 candidatos basandose en su alta
expresion tanto en M. tuberculosis como en M. bovis en una variedad de condiciones de crecimiento, incluyendo
quimiostato in vitro y cultivos en lotes, asi como de cultivos de una infeccidon por macrofagos y de quimiostato
microaerdfilo. Se excluyeron las proteinas si eran inmundgenos conocidos o tenian una homologia significativa con
proteinas de otras micobacterias; por ello, la mayoria de candidatos a antigeno no tenian anotaciones funcionales.
Sin embargo, se predijeron tres proteinas asociadas a membrana, una escisionasa y una proteina de la familia PE
(Tabla 2).

Tres de los candidatos cribados aqui (Rv3615c/14c/13c) parecen estar localizados en el mismo operén de cinco
genes (Rv3616c a Rv3612c). El operon completo esta altamente expresado de forma consistente en todas las
condiciones de crecimiento analizadas por micromatrices. Uno de estos candidatos, Mb3645c, tenia la frecuencia de
respuesta mayor en ganado infectado por M. bovis de todos los candidatos ensayados en este estudio. Los
productos de estos genes operonicos se han identificado como componentes del sistema de secrecion
micobacteriano (el sistema SNM), que funciona exportando tanto ESAT6 como CFP10 (Macgurn et al., 2005,
Fortune et al., 2005). Se ha mostrado también que el producto del primer gen de este operon, Rv3616c, es un
antigeno micobacteriano dominante. Rv3616¢ se reconoce mas frecuentemente en ganado infectado por M. bovis
en comparacion con Rv3615c: 84,6% frente a 37% (Mustafa ef al., 2006). Rv3616c se secreta de manera
mutuamente dependiente con ESAT6 y CFP10 (Fortune et al., 2005), mientras que Rv3615c parece interaccionar
con otras proteinas del sistema de secrecién (Macgurn et al., 2005) y puede por lo tanto permanecer en la célula
bacteriana, lo que podria explicar la diferencia en las frecuencias de respuesta del ganado infectado por M. bovis.

El céctel peptidico de ESAT6/CFP10 se habia desarrollado como reactivo de diagndstico alternativo a PPD vy
diferencia individuos infectados y vacunados ya que estos antigenos no estan presentes en BCG de M. bovis
(Vordermeier et al., 2001). Se ha resefiado que la prueba tiene una sensibilidad de aproximadamente un 77,9% en
ganado infectado. Se ha encontrado que Rv3615c no es reconocido por los sistemas inmunitarios de animales no
infectados por M. bovis o vacunados con BCG, al contrario que Rv3616c al que responden un 40% de los individuos
vacunados (Mustafa et al., 2006), y es por tanto altamente especifico. Ademas, un 57% del ganado infectado por M.
bovis que no responde al coctel peptidico de ESAT6/CFP10 usado genera una respuesta de IFN-y significativa ante
Rv3615c. Por lo tanto, la inclusién de Rv3615c en el coctel de diagndstico de ESAT6/CFP10 aumenta la sensibilidad
de una prueba de diagndstico de M. bovis, al detectar animales infectados que no consiguen reconocer los epitopos
de ESAT6/CFP10. Esto se consigue sin comprometer la especificidad de la prueba.

De los 14 candidatos iniciales, solo uno era significativamente antigénico, mientras que observaciones previas
habian conducido a los investigadores a creer que muchos genes altamente expresados podrian ser inmunégenos
potentes. Es bien conocido que los procesos de transcripcion y traduccion estan estrechamente acoplados en
procariotas (Miller et al., 1970) y existe cierta correlacion entre los niveles de ARNm y proteina en las micobacterias.
Por lo tanto, se teorizd que esto estaba reflejando potencialmente una tendencia por la cual las proteinas mas
abundantes son simplemente mas accesibles a los sistemas inmunitarios del hospedador y es mas probable que se
procesen y presenten por fagocitos. A la vista de los datos generados por los inventores, se examiné esto con mas
detalle recogiendo las frecuencias de respuesta para 94 proteinas, incluyendo las 14 cribadas en este estudio.
Sorprendentemente, se encontré6 muy poca correlacion entre los niveles de ARNm y la antigenicidad medida por
frecuencias de respuesta, sugiriendo que la abundancia de ARNm sola no es un factor de prediccion valido del
estado antigénico.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> The Secretary of State for Environment, Food and Rural
Affairs acting through the veterinary Laboratories Agency
vordermeier, Hanns M
Ewer, Katie
Sidders, Benjamin
Stoker, Neil

<120> Antigenos
<130> P1416PCO00

<150> 0722105.4
<151> 10-11-2007

<160> 25

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 103

<212> PRT

<213> Mycobacterium bovis

<400> 1

Met Thr Glu Asn Leu Thr val GIn Pro G(W)u Arg Leu Gly
1 5 1 i

Ser His His A(s)p Asn Ala Ala val S\?p Ala Ser Ser Gly
2 .

Ala Ala Gly teu Gly Glu Ser val Ala Ile Thr His Gly
35 40 45

Ser GIn Phe Asn Asp Thr Leu Asn val Tyr Leu Thr Ala
50 55 60

Leu Gly Ser Ser Leu His Thr Ala Gly val Asp Leu Ala
65 70 75

Arg Ile Ala Ala lé)gs Ile Tyr Ser Glu g;l)a Asp Glu Ala

Ala Ile Asp Gly Leu Phe Thr

<210> 2
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 2

val

val

30

Pro

His

Lys

Trp

Leu

15

Glu

Tyr

Asn

ser

Arg
95

Ala

Ala

Cys

Ala

Leu

80

Lys

Met Thr Glu Asn Leu Thr val GIn Pro Glu Arg Leu Gly val Leu Ala
1 5 10 15

Ser His His Asp
20

<210>3
<211> 20
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 3

Pro Glu Arg Leu Gly val Leu Ala Ser His His Asp Asn Ala Ala val
1 S 10 15

Asp Ala Ser Ser
20

<210> 4
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 4

Asp Ala ser Ser Gly val Glu Ala Ala Ala Gly Leu Gly Glu Ser val
1 5 10 15

Ala Ile Thr His
20

<210>5
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 5

Ala Ala Gly teu Gly Glu Ser val Ala Ile Thr His Gly Pro Tyr Cys
1 5 10 15

ser GIn Phe Asn
20

<210>6
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 6

Ala Ile Thr His Gly Pro Tyr Cys Ser ng Phe Asn Asp Thr igu Asn
1 5 1

val Tyr Leu Thr
20

<210>7
<211> 20
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 7

Ser GIn Phe Asn ;;sp Thr Leu Asn val T%r Leu Thr Ala His Asn Ala
1 1

Leu Gly Ser Ser
20

<210> 8
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 8

val Tyr Leu Thr g]a His Asn Ala Leu gAy Ser Ser Leu His Thr Ala
1

Gly val Asp Leu
20

<210>9
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 9

Leu Gly Ser Ser Leu His Thr Ala Gly val Asp Leu Ala Lys Ser Leu
1 5 10 15

Arg Ile Ala Ala
20

<210> 10
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 10

Gly val Asp Leu Ala Lys Ser Leu Arg ige Ala Ala Lys Ile Tgr Ser
1 5 1

Glu Ala Asp Glu
20

<210> 11
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial
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<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 11

Arg Ile Ala Ala Lys Ile Tyr Ser Glu Ala Asp Glu Ala Trp Arg Lys
1 5 10 15

Ala Ile Asp Gly
20

<210> 12
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 12

Ala Lys Ile Tyr Ser Glu Ala Asp Glu Ala Trp Arg Lys Ala Ile Asp
1 5 10 15

Gly teu phe Thr
20

<210> 13

<211> 95

<212> PRT

<213> Mycobacterium bovis

<400> 13

Met Thr Glu GIn GIn Trp

1 5

Ala Ile GIn Gly Asn val
20

Lys GIn ggr Leu Thr Lys

Glu /;(l)a Tyr GIn Gly val

Leu Asn Asn Ala Leu Gln
65

Gln Ala Met Ala ggr Thr

<210> 14

<211> 100

<212> PRT

<213> Mycobacterium bovis

<400> 14

Asn Phe Ala G;I)y ITe Glu Ala Ala Ala
1
Thr Ser I‘1e His Ser Leu Leu Asp Glu
25 30

Leu Ala Ala Ala Trp Gly Gly Ser Gly
40 45

GIn GIn Lys Trp Asp Ala Thr Ala Thr

55 60

Asn teu Ala Arg Thr Ile Ser Glu Ala
75 .

Glu Gly Asn val Thr Gly Met phe Ala
90 95

19

Ser

Gly

ser

Glu

Gly
80
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Met Ala Glu Met Is_ys Thr Asp Ala Ala Thr Leu Ala GIn Glu Ala Gly

Asn Phe Glu ggg ITe Ser Gly Asp lz_gu Lys Thr Gln Ile g(s)p Gln val

Glu ser 1315"' Ala Gly Ser Leu gz)n Gly GIn Trp Arg g}y Ala Ala Gly

Thr Ala Ala GIn Ala Ala val val Arg Phe GIn Glu Ala Ala Asn Lys
50 55 60

GIn Lys GIn Glu Leu Asp Glu Ile Ser Thr Asn Ile Arg Gln Ala Gly
65 70 75 80

val GIn Tyr Ser Arg Ala Asp Glu Glu GIn Gln Gln Ala Leu Ser Ser
85 90 95

Gln Met Gly pPhe
100

<210> 15
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 15

Ser His His Asp Asn Ala Ala val Asp Ala Ser Ser Gly val Glu Ala
1 . 5 10 15

Ala Ala Gly Leu
20

<210> 16
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 16

Met Thr Glu Gln GIn Trp Asn Phe Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser
1 5 10 15

<210> 17
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 17

Ala Gly Ile Glu Ala Ala Ala Ser Ala Ile GIn Gly Asn val Thr Ser
1 5 10 15
<210> 18
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<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 18
Ala Ile GIn Gly Asn val Thr Ser Ile His Ser Leu Leu Asp Glu Gly
1 5 15
<210> 19
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 19

&ys Trp Asp Ala Ehr Ala Thr Glu Leu Asn Asn Ala Leu GIn Asn Leu
<210> 20

<211> 16

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 20

Gly GIn Ala Met Ala Ser Thr Glu Gly Asn val Thr Gly-Met Phe Ala
1 5 10 15
<210> 21

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 21

Met Ala Glu Met Lys Thr Asp Ala Ala Thr Leu Ala GIn Glu Ala Gly
1 5 10 15

Asn Phe
<210> 22
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 22

GIn Glu Ala Gly Asn Phe Glu Arg Ile Ser Gly Asp Leu Lys Thr Gln
1 5 10 15
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<210> 23
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 23

val val Arg Phe Gln Glu Ala Ala Asn Lys GIn Lys GIn Glu Leu Asp
1 5 10

Glu Ile
<210> 24
<211>18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 24

Asn ITe Arg GIn Ala Gly val GIn Tyr Ser Arg Ala Asp Glu Glu GlIn
1 5 10 15

Gln Gln
<210> 25
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> fragmento de proteina de longitud total

<400> 25

Arg Ala Asp Glu Glu GIn GIn GIn Ala Leu Ser Ser GIn Met Gly Phe
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un reactivo de diagndstico para uso en la deteccion de infeccion por M. bovis en un animal, que comprende
uno o mas péptidos consistente cada uno en una de las SEQ ID NO: 9-13, o un péptido variante funcional que tiene
al menos un 90% de identidad de secuencia con y es capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria similar a la
SEQID NO 9, 10, 11,12 0 13.

2. El reactivo de diagndstico segun la reivindicacion 1, que comprende al menos 2, 3, 4 o 5 péptidos cada uno
del grupo de péptidos consistente en las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12y 13.

3. El reactivo de diagndstico segun la reivindicacion 1 o 2, que comprende todos los péptidos de las SEQ ID
NO: 9-13.
4, El reactivo de diagndstico segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende adicionalmente uno o

mas polipéptidos que tienen cada uno la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO: 14-25.

5. Un kit de diagndstico que comprende un reactivo de diagnoéstico como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. El kit de diagndstico segun la reivindicacion 5, en que el reactivo de diagndstico es capaz de detectar una
infeccion por M. bovis en un mamifero y en que es capaz de diferenciar un mamifero infectado por M. bovis de un
mamifero vacunado contra la infeccién por M. bovis.

7. El kit de diagndstico segun la reivindicacion 5 o 6, que comprende los epitopos de SEQ ID NO:9-13 y
opcionalmente comprende adicionalmente los péptidos de SEQ ID NO: 16-25.

8. El kit de diagndstico segun cualquiera de las reivindicaciones 5-7, para uso en un ensayo de inmunidad
mediada por célula (CMI).

9. Un péptido aislado que tiene propiedades antigénicas y/o inmunogénicas especificas de M. bouvis,
consistente en la secuencia aminoacidica de cualquiera de las SEQ ID NO: 9-13, o un péptido aislado que es una
variante funcional del mismo que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia de y es capaz de desencadenar
una respuesta inmunitaria similar ante las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 0 13.

10. Un acido nucleico que codifica un péptido reactivo de diagnéstico como se define en la reivindicaciéon 1 o un
péptido como se define en la reivindicacion 9.

11. Un vector adecuado para expresar un péptido como se define en la reivindicacion 1 0 9, que comprende el
acido nucleico como se define en la reivindicacion 10.

12. Una célula transformada con el vector como se define en la reivindicacion 11.

13. Un método para diagnosticar en un hospedador una infeccion por, o exposicion a, M. bovis, que comprende
las etapas de:

i) poner en contacto una poblacion de células del hospedador con un reactivo de diagnéstico como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y/o un reactivo de diagnostico que comprende el péptido de SEQ ID
NO:1;y

i) determinar si las células de dicha poblacion reconocen el reactivo de diagndstico.

14. El método segun la reivindicacion 13, que comprende un ensayo de inmunidad mediada por célula (CMI).

23



Candidato a antigeno (n° de acceso, Rv: M.tb, Mb: M.bovis)
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