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 2 

DESCRIPCIÓN 
 
Polipéptidos de Streptococcus suis y polinucleótidos codificantes de los mismos y su utilización en aplicaciones 
vacunales y diagnósticas. 
 5 
Campo de la invención 
 
La presente invención se refiere al campo de Streptococcus. Más específicamente, la presente invención se refiere a 
la identificación de polipéptidos y secuencias polinucleótidas codificantes de los mismos que participan en el 
mecanismo patógeno de S. suis. La presente invención se refiere además a la utilización de dichos polipéptidos en 10 
composiciones y procedimientos para la prevención, el tratamiento y el diagnóstico de enfermedades asociadas a S. 
suis e infecciones causadas por S. suis. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
Streptococcus suis es un importante patógeno del cerdo que causa muchos estados patológicos, tales como la 
artritis, la endocarditis, la meningitis, la neumonía y la septicemia (13, 14). También es un importante agente 
zoonótico para las personas en contacto con cerdos contaminados o los productos secundarios de los mismos, 
provocando meningitis y endocarditis (1, 36). En la actualidad se conocen treinta y tres serotipos (figuras 1 a 31, 33 y 
1/2) basados en los antígenos capsulares (9-11, 15, 17, 31). El tipo 2 se considera el tipo más virulento y prevalente 20 
en cerdos enfermos. No se entienden por completo los mecanismos que participan en la patogénesis y virulencia de 
S. suis (13) y los intentos para controlar la infección se han visto dificultados por la falta de vacunas eficaces. 
 
Se han seguido varios enfoques en el desarrollo de vacunas para S. suis. Sin embargo, se ha tenido poco éxito 
debido a que la protección dependía del serotipo o la cepa y los resultados, en la mayoría de casos, eran ambiguos 25 
(16, 30). Por ejemplo, se ha informado de cierta protección con células completas muertas y vacunas avirulentas 
vivas, aunque requería la inmunización repetida y se determina la protección frente a provocaciones heterólogas (18, 
38). La exposición de cerdos jóvenes con cepas virulentas vivas mostró un efecto positivo de reducción de los 
signos clínicos característicos de la infección por S. suis, aunque no el signo nervioso central ni la mortalidad (35). 
Debido a que la cápsula de S. suis desempeña un papel importante en la virulencia, se han realizado intentos para 30 
desarrollar una vacuna basada en el material capsular. Sin embargo, esta vacunación no ha resultado satisfactoria 
debido a que el polisacárido capsular es poco inmunogénico (7). Más recientemente, el interés se ha desplazado 
hacia los antígenos proteicos de S. suis como candidatos para vacunas. Se ha demostrado que las vacunas de 
subunidades que utilizan suilisina (20) o PLR (proteína liberada por la muramidasa) y FE (factor de proteínas 
extracelulares) (39) protegen a los cerdos frente a las cepas de serotipo 2 homólogas y heterólogas, aunque su 35 
utilización resulta dificultada por el hecho de que un número sustancial de cepas virulentas en algunas regiones 
geográficas no expresan estas proteínas (8, 12, 29). Se ha identificado un gen codificante de una proteína de 
Streptococcus suis de 38 kDa. Esta proteína sería capaz de inducir una respuesta inmunitaria protectora en cerdos 
(45). De esta manera, la identificación de otros factores antigénicos, especialmente proteínas de superficie, podría 
contribuir al desarrollo de una vacuna de subunidades. 40 
 
De esta manera, existe una necesidad de encontrar y utilizar nuevas dianas para la prevención, el tratamiento y el 
diagnóstico de las enfermedades asociadas a S. suis y las infecciones causadas por S. suis. 
 
Sumario de la invención 45 
 
Un objetivo de la invención es satisfacer la necesidad anteriormente indicada. Más específicamente, el objetivo se 
consigue proporcionando una SP1 aislada que puede inducir una respuesta inmunitaria de Streptococcus suis 
específica, que comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 95% 
respecto a la secuencia de aminoácidos indicada en SEC ID nº 4 o nº 17. 50 
 
Otro objeto de la invención se refiere además a un polinucléotido de SP1 aislado codificante de un polipéptido tal 
como se ha definido anteriormente. 
 
La presente invención se refiere además a un anticuerpo que se une específicamente a un polipéptido SP1 de la 55 
invención que consiste en la secuencia de aminoácidos indicada en SEC ID nº 4 o en SEC ID nº 17. 
 
Un objetivo adicional de la invención es proporcionar un vector que comprende el polinucleótido tal como se ha 
definido anteriormente. 
 60 
Todavía otro objetivo de la invención es proporcionar una composición para la prevención o el tratamiento de 
enfermedades asociadas a Streptococcus suis o una infección causada por S. suis, que comprende un vehículo 
aceptable y por lo menos uno de los elementos siguientes: 
 

- un polipéptido tal como se ha definido anteriormente, 65 
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- un polipéptido tal como se ha definido anteriormente, 
 
- un vector tal como se ha definido anteriormente. 

 
Otro objetivo de la invención es proporcionar una composición que comprende un vehículo aceptable y por lo menos 5 
un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente. 
 
Un objeto adicional de la invención se refiere a un procedimiento para preparar una composición tal como se ha 
definido anteriormente para la prevención de enfermedades asociadas a Streptococcus suis o una infección causada 
por S. suis, que comprende la etapa de mezclar por lo menos un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente 10 
con por lo menos un vehículo aceptable, en el que el anticuerpo o anticuerpos resultan de una vacunación con un 
adyuvante que dirige a Th-1. 
 
Otro objeto de la invención se refiere a un procedimiento para preparar una composición para la utilización en la 
prevención de una enfermedad o infección asociada a Streptococcus suis en un animal, que comprende las etapas 15 
de mezclar por lo menos uno de entre: 
 

- un polipéptido tal como se ha definido anteriormente, 
 
- un polinucleótido tal como se ha definido anteriormente, 20 
 
- un vector tal como se ha definido anteriormente, 

 
con por lo menos un vehículo aceptable y un adyuvante que dirige a Th1. 
 25 
Un objeto adicional de la invención es un polipéptido tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que 
dirige a Th1, un polinucleótido tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, un vector de 
expresión tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, o una composición tal como se ha 
definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1 para la utilización como medicamento o como vacuna. 
 30 
Otro objeto de la invención se refiere a un polipéptido tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que 
dirige a Th1, un polinucleótido tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, un vector de 
expresión tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, o una composición tal como se ha 
definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, para la utilización en la prevención de una enfermedad o 
infección asociada a Streptococcus suis en un animal. 35 
 
Un objeto adicional se refiere a un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente o una composición tal como se 
ha definido anteriormente para la utilización como medicamento, en el que por lo menos un anticuerpo resulta de 
una vacunación con un adyuvante que dirige a Th1. 
 40 
Otro objeto se refiere a un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente o una composición tal como se ha 
definido anteriormente para la utilización en la prevención de una enfermedad o infección asociada a Streptococcus 
suis en un medicamento de animal en el que el anticuerpo o anticuerpos resultan de la vacunación con un adyuvante 
que dirige a Th1. 
 45 
Un objeto adicional se refiere a un procedimiento para detectar in vitro la presencia o la ausencia de una cepa de 
Streptococcus suis en una muestra, que comprende las etapas de: 
 

a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo de la invención durante un tiempo y bajo condiciones 
suficientes para formar un complejo inmunitario, y 50 

 
b) detectar la presencia o la ausencia del complejo inmunitario formado en a). 

 
Otro objeto de la invención se refiere a un procedimiento para detectar in vitro la presencia o la ausencia de 
anticuerpos cultivados contra una cepa de Streptococcus suis en una muestra, que comprende las etapas de: 55 
 

a) poner en contacto la muestra con un polipéptido de la invención durante un tiempo y bajo condiciones 
suficientes para formar un complejo inmunitario, y 

 
b) detectar la presencia o la ausencia del complejo inmunitario formado en a). 60 
 

La presente invención proporciona además en otro objetivo un kit diagnóstico para la detección de la presencia o la 
ausencia de anticuerpos indicativos de cepa de Streptococcus suis, que comprende: 
 

- un polipéptido según la invención, 65 
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- un reactivo para detectar un complejo inmunitario de polipéptido-anticuerpo, 
 
- una muestra de referencia biológica que no presenta anticuerpos que se unan inmunitariamente a dicho 

polipéptido, y 
 5 
- una muestra de comparación que comprende anticuerpos que pueden unirse específicamente a dicho 

polipéptido, 
 

en el que dicho polipéptido, reactivo, muestra de referencia biológica y muestra de comparación se encuentran 
presentes en una cantidad suficiente para llevar a cabo dicha detección. 10 
 
Todavía otro objetivo es proporcionar un kit diagnóstico para la detección de la presencia o la ausencia de 
polipéptidos indicativos de cepa de Streptococcus suis, que comprende: 
 

- un anticuerpo de la invención, 15 
 
- un reactivo para detectar un complejo inmunitario de polipéptido-anticuerpo, 
 
- polipéptidos de una muestra de referencia biológica que se unen inmunitariamente a dicho anticuerpo, y 
 20 
- una muestra de comparación que comprende polipéptidos que pueden unirse específicamente a dicho 
polipéptido, 

 
en el que dicho anticuerpo, reactivo, muestra de referencia biológica y muestra de comparación se encuentran 
presentes en una cantidad suficiente para llevar a cabo dicha detección. 25 
 
También se describen en la presente memoria un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoácidos 
sustancialmente idéntica a la secuencia indicada en SEC ID nº 11 o derivado funcional de la misma, y un 
polinucleótido aislado codificante de dicho polipéptido, y utilización del mismo en una composición y/o procedimiento 
para el tratamiento y/o la prevención de una enfermedad o infección asociada a Streptococcus suis en un animal. 30 
 
Breve descripción de las figuras 
 
A menos que se indique específicamente lo contrario, los términos "SP1" y "Sao" se utilizan de manera 
intercambiable. 35 
 

Figura 1: representación esquemática y mapa de restricción parcial de un polinucleótido preferente de la 
invención, es decir, la inserción de ADN del plásmido recombinante pSS735. Los números indican la distancia 
(en pares de bases) desde el extremo 5'. 
 40 
Figura 2: secuencia de nucleótidos (SEC ID nº 18) y secuencia de aminoácidos deducida (SEC ID nº 17) del gen 
codificante de un polipéptido preferido de una primera forma de realización de la invención, es decir la proteína 
SP1 (o Sao) de S. suis. La secuencia de Shine-Dalgarno se encuentra en cursiva y subrayada. El codón de 
inicio, ATG, y el codón de parada, TAA, se muestran en negrita. Los dos segmentos hidrófobos en los extremos 
N-terminal y C-terminal de SP1 se encuentran subrayados. La flecha vertical indica el sitio de corte de una 45 
potencial peptidasa de señal. R1 a R10 indican el inicio de las unidades repetitivas. La región potencial asociada 
a la pared celular se encuentra subrayada con una línea discontinua. El motivo de anclaje membranal LPVTG se 
muestra dentro de una caja y se señala la cola C-terminal cargada. 
 
Figura 3: alineación de la secuencia de aminoácidos de la región Lys319 a Val601 de SP1 con el factor de 50 
avirulencia AvrXa7 de Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Las líneas verticales indican las posiciones con residuos 
idénticos. Los dobles puntos representan las sustituciones conservadas y los puntos individuales representan las 
sustituciones funcionales. 
 
Figura 4: expresión de la proteína de fusión MBP-SP1 en E. coli XL1-Blue y purificación de la SP1 madura 55 
recombinante. El gel teñido con Coomassie (A) y el análisis de transferencia western (B) de las muestras 
correspondientes sondeadas con suero de cerdo convaleciente mostraron el lisado de células completas de E. 
coli antes (carril 1) y después (carril 2) de la inducción con IPTG, extracto de citoplasma (carril 3), proteína de 
fusión MBP-SP1 purificado por afinidad (carril 4), SP1 y MBP cortado por factor X (carril 5) y SP1 recombinante 
sin MBP purificado utilizando cromatografía de intercambio iónico (carril 6). Las masas moleculares de las 60 
proteínas estándares se indican a la izquierda. 
 
Figura 5: microscopía inmunoelectrónica de S. suis (4.500 x). Se muestra la localización en superficie de SP1 
sobre S. suis utilizando un antisuero de SP1 monoespecífico y un anticuerpo secundario conjugado con oro (B). 
No se observó marcaje en las células bacterianas de control (A). Barras: 200 nm. 65 
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Figura 6: respuestas de anticuerpos tras la vacunación con SP1 en lechones. (A) La IgG total específica de SP1 
se midió mediante ELISA, mostrando que una única inyección de SP1 inducía una respuesta de IgG significativa 
que resultó incrementada evidentemente por el refuerzo. (B) El ELISA para isotipos séricos de IgG en cerdos 
inmunizados con SP1 demostró que los niveles de IgG1 eran consistentemente más elevados que los niveles de 
IgG2. Los resultados se expresan como medias de absorbancia y errores estándares. *: p≤0,05. 5 
 
Figura 7: títulos de IgG humorales totales específicos de SP1 en ratones inmunizados con Quil A y Quil A más 
SP1. 
 
Figura 8: subclases de IgG en sueros de ratones inmunizados con SP1 recombinante. 10 
 
Figura 9: la vacunación con SP1 recombinante protege a los ratones frente a la infección por S. suis. 
 
Figura 10: la vacunación con SP1 recombinante protege a los ratones frente a la muerte por S. suis. 
 15 
Figura 11: secuencia de nucleótidos de un fragmento polinucleótido funcional, es decir, el fragmento del gen 
SP1A y las secuencias deducidas de aminoácidos. SP1A reaccionó fuertemente con un suero de cerdo 
convaleciente en filtros de inmunotransferencia y la inmunización con SP1A recombinante indujo respuestas 
humorales de anticuerpos significativas en cerdos y ratones, demostrando que SP1A es altamente inmunogénico 
(ver el ejemplo 5). 20 
 
Figura 12: representación esquemática y mapa de restricción parcial de la inserción de 6,3 kb de fago 
recombinante. Los números indican la distancia (en pares de bases) desde el extremo 5'. 
 
Figura 13: secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida del gen codificante de la proteína SP1 25 
de S. suis. La agrupación de cargas positivas en el extremo N-terminal de SP2 se encuentra subrayada. La 
secuencia de señal N-terminal potencial se encuentra subrayada con una línea discontinua. El dominio LysM se 
muestra dentro de una caja y las flechas indican el inicio de las unidades repetitivas. 
 
Figura 14: distribución del gen SP2 en diferentes serotipos de S. suis. Los genes SP2 se amplificaron mediante 30 
PCR de 31 de las 33 cepas de referencia de serotipo de S. suis. 
 
Figura 15: expresión de la proteína de fusión Trx-His-SP2 en E. coli y purificación de la SP2 madura 
recombinante. El gel teñido con Coomassie muestra el lisado de células completas de E. coli tras la inducción 
con IPTG, la proteína de fusión Trx-His-SP2 purificada por afinidad, SP2 y Trx-His cortados con enteroquinasa, 35 
SP2 madura y Trx-etiqueta His separadas mediante una cromatografía de intercambio aniónico. Se indican las 
masas moleculares a la izquierda. 
 
Figura 16: actividad inmunogénica y de unión a IgG de SP2 recombinante. a) El suero de conejo específico de 
SP2 reacciona con la preparación celular de S. suis S735. b) La SP2 recombinante reacciona con el suero de 40 
cerdo convaleciente. La SP2 recombinante se une a IgG humana (c) y porcina (d). 
 
Figura 17: respuesta de anticuerpos tras la vacunación con SP2 recombinante en ratones. Se midió la IgG 
específica de SP2 en los sueros mediante ELISA. 
 45 
Figura 18: la vacunación con SP2 recombinante alivia los signos clínicos de los ratones retados con una cepa 
virulenta de S. suis. 
 
Figura 19: la vacunación con SP2 recombinante protege a los ratones frente a la muerte por S. suis. 
 50 
Figura 20: temperatura corporal de cerdos vacunados con la composición según una forma de realización 
preferida de la invención, tras la provocación. 
 
Figura 21: enfermedad clínica de cerdos vacunados con la composición según una forma de realización preferida 
de la invención, tras la provocación. 55 
 
Figura 22: supervivencia de cerdos vacunados con la composición según una forma de realización preferida de la 
invención, tras la provocación. 
 
Figura 23: títulos de IgG totales séricos de cerdos vacunados con la composición según una forma de realización 60 
preferida de la invención. 
 
Figura 24: subclases de IgG inducidas en cerdos vacunados con la composición según una forma de realización 
preferida de la invención. 
 65 
Figura 25: alineación de secuencias de aminoácidos de dos polipéptidos SP1, SEC ID nº 1 y nº 2. 
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Figura 26: alineación de secuencias de aminoácidos de dos polipéptidos SP1: SEC ID nº 1 y nº 3. 
 
Figura 27: alineación de secuencias de aminoácidos de dos polipéptidos SP1 según formas de realización 
preferidas de la invención: SEC ID nº 2 y nº 3. 5 
 
Figura 28: alineación de secuencias de aminoácidos de tres polipéptidos SP1: SEC ID nº  1, nº 2 y nº 3. 

 
Breve descripción de la invención 
 10 
En el contexto de la presente invención se ha descubierto inesperadamente que dos nuevos polipéptidos de S. suis 
y polinucleótidos codificantes de los mismos participan en el mecanismo patógeno de S. suis. En este aspecto, la 
presente descripción se refiere específicamente a la identificación de los mismos y a la utilización de dichos 
polipéptidos o polinucleótidos en composiciones y procedimientos destinados a la prevención, tratamiento y 
diagnóstico de las enfermedades asociadas a Streptococcus suis o la infección causada por S. suis. 15 
 
Una lista no limitativa de enfermedades asociadas a Streptococcus suis para las que pueden resultar útiles los 
procedimientos de la invención incluye enfermedades tales como la artritis, la endocarditis, la meningitis, la 
neumonía y la septicemia. 
 20 
Definiciones 
 
El término "aislado" pretende referirse a un polinucleótido, un polipéptido o un anticuerpo que se encuentra en un 
medio diferente de aquel en el que el polinucleótido, el polipéptido, el anticuerpo o la célula hospedadora se 
encuentra de manera natural. 25 
 
El término "animal" se refiere a cualquier animal susceptible de ser infectado por una cepa de Streptococcus, tal 
como S. suis. Específicamente, dicho animal puede ser, aunque sin limitación, ratones, cerdos, ovejas, caballos y 
seres humanos. Más específicamente, el animal consiste en un cerdo. 
 30 
El término "tratar" se refiere a un procedimiento por el que los síntomas de una infección o de una enfermedad 
asociada a una cepa de Streptococcus se alivian o se eliminan por completo. Tal como se utiliza en la presente 
memoria, el término "prevenir" se refiere a un procedimiento por el que los síntomas de una infección o de una 
enfermedad asociada a una cepa de Streptococcus se bloquean o se retrasan. 
 35 
La expresión "respuesta protectora" se refiere a la prevención de la aparición de una enfermedad asociada a 
Streptococcus suis o de una infección causada por S. suis, o a la reducción de la gravedad de dicha enfermedad 
presente en un animal. El nivel de "respuesta protectora" puede evaluarse, por ejemplo, asignando puntuaciones 
clínicas tales como las definidas en el ejemplo 4. 
 40 
La expresión "un vehículo aceptable" se refiere a un vehículo para contener los compuestos obtenidos mediante el 
procedimiento de la invención que pueden administrarse en un huésped animal sin efectos adversos. Entre los 
vehículos adecuados conocidos en la técnica se incluyen, aunque sin limitación, partículas de oro, agua estéril, 
solución salina, glucosa, dextrosa o soluciones tamponadas. Entre los vehículos pueden incluirse agentes auxiliares, 
incluyendo, aunque sin limitación, diluyentes, estabilizadores (es decir, azúcares y aminoácidos), conservantes, 45 
agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes tamponadores del pH, aditivos potenciadores de la 
viscosidad, colorantes y similares. 
 
El término "fragmento", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia polinucleotídica (por 
ejemplo ADNc) que es una parte aislada del ácido nucleico de la invención construido artificialmente (por ejemplo 50 
mediante síntesis química) o mediante el corte de un producto natural en múltiples trozos, utilizando endonucleasas 
de restricción o la fragmentación mecánica, o una parte de un ácido nucleico sintetizado mediante PCR, ADN 
polimerasa o cualquier otra técnica de polimerización bien conocida en la técnica, o expresarse en una célula 
hospedadora mediante tecnología de ácidos nucleicos recombinantes bien conocidos por el experto en la materia. 
 55 
1. Polinucleótidos y polipéptidos 
 
La presente memoria describe un polipéptido aislado que consiste en una proteína de superficie, y más 
particularmente una proteína de superficie anclada por el extremo C-terminal procedente de Streptococcus suis 
denominada SP1 o Sao. Tal como se muestra en la sección de ejemplos, el polipéptido SP1 ventajosamente induce 60 
una respuesta protectora frente a una provocación de una cepa de Streptococcus suis al administrarlo en un animal, 
tal como un cerdo. 
 
Específicamente, el polipéptido aislado comprende por lo menos 15, o todavía más preferentemente por lo menos 25 
o todavía más preferentemente por lo menos 35 aminoácidos contiguos en la región N-terminal de la secuencia de 65 
aminoácidos indicada en SEC ID nº 1. Tal como podría apreciar el experto en la materia, la expresión "región 
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N-terminal" en referencia a la proteína Sao preferentemente consiste en la región que comprende los residuos 
aminoácidos 1 a 293 de la secuencia de aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 1. 
 
El polipéptido aislado descrito en la presente memoria puede comprender además por lo menos una secuencia de 
aminoácidos repetitiva tal como la mostrada en la figura 2. Más particularmente, una secuencia de aminoácidos 5 
repetitiva puede consistir de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 9, 
en la que: 
 

- Xaa1 es Val, Thr o Ile, 
 10 
- Xaa3 es Lys o Glu, 
 
- Xaa4 es Lys o Glu, 
 
- Xaa5 es Ala o Gln, 15 
 
- Xaa7 es Thr o Pro, 
 
- Xaa8 es Gly, Ser o Val, 
 20 
- Xaa9 es Lys, Val, Ile o Asn, 
 
- Xaa10 es Glu o Val, 
 
- Xaa11 es Lys o Asn, 25 
 
- Xaa12 es Gly, Glu o Asp, 
 
- Xaa13 es Asn o Met, 
 30 
- Xaa14 es Ile, Ala o Val, 
 
- Xaa15 es Glu o Val, 
 
- Xaa16 es Pro o Thr, 35 
 
- Xaa18 es Glu o Gln, 
 
- Xaa19 es Lys o Glu, 
 40 
- Xaa22 es Thr o Ala, 
 
- Xaa26 es Lys o Asn, 
 
- Xaa27 es Asp o Glu, 45 
 
- Xaa28 es Asn o Lys, 
 
- Xaa29 es Ile o Val, y 
 50 
- Xaa30 es Glu o Val. 

 
Debe apreciarse que dicho polipéptido SP1 puede comprender únicamente una de dichas secuencias repetitivas, 
mientras que en algunos otros casos, dicho polipéptido SP1 puede comprender por lo menos dos secuencias 
repetitivas o incluso más de diez de dichas secuencias repetitivas. 55 
 
Por ejemplo, el polipéptido SP1 aislado comprende por lo menos 15 o todavía más preferentemente 25 o todavía 
más preferentemente 35 aminoácidos contiguos en la región C-terminal de la secuencia de aminoácidos 
proporcionada en SEC ID nº 1. Preferentemente, la región C-terminal comprende un motivo de anclaje a membrana, 
tal como la que consiste en la secuencia de aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 10, es decir, Leu Pro Val Thr 60 
Gly. 
 
Tal como apreciará el experto en la materia, la expresión "región C-terminal" en el contexto de la presente memoria 
en referencia a la proteína SP1, preferentemente consiste en la región comprendida entre los residuos aminoácidos 
593 a 670 de la secuencia de aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 1. 65 
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Por ejemplo, un polipéptido SP1 comprende una secuencia de aminoácidos sustancialmente idéntica a una 
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID nº 1 a nº 3 o  derivado funcional del mismo. 
Un polipéptido SP1 de la invención puede consistir en una secuencia de aminoácidos sustancialmente idéntica a la 
secuencia mostrada en SEC ID nº 1 o un derivado funcional del mismo. 
 5 
Un "derivado funcional" tal como se entiende de manera general y se utiliza en la presente memoria, se refiere a una 
secuencia de proteína/péptido que presenta una actividad biológica funcional que es sustancialmente similar a la 
actividad biológica de la secuencia de proteína/péptido completa. En otras palabras, preferentemente se refiere a un 
polipéptido o fragmento o fragmentos del mismo que retienen sustancialmente la capacidad de inducir una respuesta 
inmunitaria, tal como una respuesta protectora frente a una provocación de una cepa de S. suis al administrar dicho 10 
derivado funcional en un animal. 
 
La presente invención se refiere a: 
 

- un polipéptido SP1 aislado que puede inducir una respuesta inmunitaria específica de Streptococcus suis que 15 
comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 95% respecto a la 
secuencia de aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 4 o nº 17. 

 
- El polipéptido SP1 aislado tal como se ha definido anteriormente, que comprende la secuencia de 

aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 10. 20 
 
- El polipéptido SP1 aislado tal como se ha definido anteriormente, que comprende una secuencia de 

aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 95% respecto a la secuencia de aminoácidos 
proporcionada en SEC ID nº 17. 

 25 
- El polipéptido SP1 aislado tal como se ha definido anteriormente, que comprende una secuencia de 

aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 95% respecto a la secuencia de aminoácidos 
proporcionada en SEC ID nº 4. 

 
- El polipéptido SP1 aislado según la reivindicación 1, que comprende la secuencia de aminoácidos 30 

proporcionada en SEC ID nº 17. 
 
- El polipéptido SP1 aislado tal como se ha definido anteriormente, que comprende la secuencia de 

aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 4. 
 35 
- Un polipéptido SP1 aislado que puede inducir una respuesta inmunitaria específica de Streptococcus suis, 

que comprende una secuencia de aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 2 o nº 3. 
 
- El polipéptido SP1 aislado tal como se ha definido anteriormente, que consiste en la secuencia de 

aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 17. 40 
 
- El polipéptido SP1 aislado tal como se ha definido anteriormente, que consiste en la secuencia de 

aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 4. 
 
- El polipéptido SP1 aislado tal como se ha definido anteriormente, en el que induce una respuesta protectora 45 

frente a una provocación de una cepa de Streptococcus suis al administrarlo en un animal. 
 
Se describe además otro polipéptido de S. suis aislado, denominado SP2, que induce ventajosamente una 
respuesta protectora en un animal. 
 50 
Específicamente, dicho polipéptido SP2 aislado comprende una secuencia de aminoácidos sustancialmente idéntica 
a una secuencia proporcionada en SEC ID nº 11 o derivado funcional del mismo. 
 
La expresión "sustancialmente idéntico" en referencia a una secuencia de aminoácido se entiende que se refiere a 
que el polipéptido preferentemente presenta una secuencia de aminoácidos que presenta una homología de por lo 55 
menos 75%, o todavía más preferentemente una homología de 85%, o todavía más preferentemente una homología 
de 95% respecto a parte o la totalidad de las secuencias mostradas en SEC ID nº 11. 
 
El término "homología" en el presente contexto se refiere a que es idéntica o similar a la secuencia a la que se hace 
referencia mientras que las sustituciones/modificaciones sencillas de cualquiera de los aminoácidos proporcionados 60 
se encuentran incluidas también. Una búsqueda de homología a este respecto puede llevarse a cabo con BLAST-P 
(Basic Local Alignment Search Tool [herramienta de búsqueda de alineación local básica]), un programa bien 
conocido por el experto en la materia. Para la secuencia de ácidos nucleicos correspondiente, la homología se 
refiere a los programas BLASTX y BLASTN conocidos en la técnica. 
 65 
Se describe además un polinucleótido aislado codificante de un polipéptido SP1 o SP2. Dicho polinucléotido aislado 
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comprende una secuencia de nucleótidos sustancialmente idéntica a la secuencia mostrada en SEC ID nº 18, nº 6 y 
nº 7 en referencia a SP1 y SEC ID nº 12 en referencia a SP2 y los fragmentos funcionales respectivos de los 
mismos. 
 
La expresión "sustancialmente idéntica" en referencia a una secuencia de ácidos nucleicos se entiende que se 5 
refiere a que el polinucleótido de la invención preferentemente presenta una secuencia de ácidos nucleicos que es 
por lo menos 65% idéntica, más particularmente 80% idéntica y todavía más particularmente 95% idéntica a parte o 
toda la secuencia mostrada en SEC ID nº 18, nº 6 y nº 7 y nº 12 o fragmentos funcionales de los mismos. 
 
Un "fragmento funcional", tal como se entiende de manera general y se utiliza en la presente memoria, se refiere a 10 
una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una actividad biológica funcional que es sustancialmente similar a la 
actividad biológica de la secuencia de ácidos nucleicos completa. En otras palabras, y en el contexto de la presente 
invención, preferentemente se refiere a un ácido nucleico o uno o más fragmentos que conservan sustancialmente la 
capacidad de codificar un polipéptido/proteína que induce una respuesta inmunitaria, y más preferentemente una 
respuesta protectora, contra una provocación de una cepa de Streptococcus suis al administrarlo en un animal. Por 15 
ejemplo, dicho fragmento es el polinucleótido mostrado en SEC ID nº 8, que codifica el polipéptido SP1A tal como se 
ha definido anteriormente. 
 
Los polinucleótidos SP1 aislados según la presente invención son: 
 20 

- el polinucleótido de SP1 aislado codificante de un polipéptido tal como se ha definido anteriormente, 
 
- el polinucleótido de SP1 aislado tal como se ha indicado anteriormente, en el que la secuencia 

polinucleotídica presenta una identidad de 95% respecto a la secuencia proporcionada en SEC ID nº 18, 
 25 
- el polinucleótido de SP1 aislado tal como se ha indicado anteriormente, en el que la secuencia 

polinucleotídica presenta una identidad de 95% respecto a la secuencia proporcionada en SEC ID nº 8, 
 
- el polinucleótido de SP1 aislado tal como se ha indicado anteriormente, que comprende la secuencia 

proporcionada en SEC ID nº 18, 30 
 
- el polinucleótido de SP1 aislado según la reivindicación 11, que comprende la secuencia polinucleotídica 

proporcionada en SEC ID nº 8. 
 
En otra forma de realización, la invención se refiere además a un vector (por ejemplo un vector de clonación o de 35 
expresión) que comprende el polinucleótido de SP1 aislado de la invención tal como se ha definido anteriormente. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "vector" se refiere a un constructo de polinucleótido diseñado 
para la transducción/transfección de uno o más tipos celulares. Los vectores pueden ser, por ejemplo, "vectores de 
clonación" que están diseñados para el aislamiento, la propagación y la replicación de los nucleótidos insertados; 40 
"vectores de expresión", los cuales están diseñados para la expresión de una secuencia de nucleótidos en una 
célula huésped, o un "vector vírico", que está diseñado para resultar en la producción de un virus recombinante o 
una partícula de tipo vírico, o "vectores lanzadera", que comprenden los atributos de más de un tipo de vector. 
 
Se encuentran disponibles varios vectores adecuados para la transfección estable de células y bacterias (por 45 
ejemplo plásmidos, adenovirus, baculovirus, baculovirus de levaduras, virus vegetales, virus adenoasociados, 
retrovirus, virus del herpes simplex, alfavirus, lentivirus), al igual que los procedimientos para construir dichas líneas 
celulares. Debe apreciarse que la presente invención comprende cualquier tipo de vector que comprende cualquiera 
de las moléculas polinucleótidas de la invención. 
 50 
2. Anticuerpos 
 
En otra forma de realización, la invención proporciona un anticuerpo que se une específicamente a un polipéptido 
SP1 que consiste en la secuencia de aminoácidos proporcionada en SEC ID nº 4 o en SEC ID nº 17. Más 
específicamente, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal o monoclonal purificado que se une específicamente a los 55 
polipéptidos SP1 tal como se ha definido anteriormente. 
 
Los anticuerpos de la invención pueden preparare mediante una diversidad de procedimientos conocidos por el 
experto en la materia. Por ejemplo, los polipéptidos de la invención pueden administrarse en un animal con el fin de 
inducir la producción de anticuerpos policlonales. Alternativamente, y tal como se ha indicado anteriormente, los 60 
anticuerpos utilizados tal como se indica en la presente memoria pueden ser anticuerpos monoclonales, los cuales 
se preparan utilizando tecnologías de hibridoma conocidas (ver, por ejemplo, Hammerling et al., en: Monoclonal 
Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier, NY, 1981; Charland N., M. Jacques, S. Lacouture y M. Gottschalk, 
Characterization and protective activity of a monoclonal antibody against a capsular epitope shared by Streptococcus 
suis serotypes 1, 2 y 1/2, Microbiology 143 (parte 11):3607-14, 1997). 65 
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Con respecto a los anticuerpos de la presente invención, la expresión "se une específicamente a" se refiere a 
anticuerpos que se unen con una afinidad relativamente elevada de uno o más epítopos del polipéptido SP1 de la 
invención, pero que no reconocen sustancialmente y se unen a moléculas diferentes de los polipéptidos SP1 de la 
invención. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "afinidad relativamente elevada" se refiere a una 
afinidad de unión entre el anticuerpo y los polipéptidos SP1 de por lo menos 106 M-1, y preferentemente de por lo 5 
menos aproximadamente 107 M-1 y todavía más preferentemente de entre 108 M-1 y 1010 M-1. La determinación de 
dicha afinidad preferentemente se lleva a cabo bajo unas condiciones de inmunoensayo de unión competitiva 
estándar que son conocimientos comunes que posee el experto en la materia. 
 
3. Procedimientos de tratamiento y composiciones 10 
 
Los polipéptidos SP1, polinucleótidos codificantes de los mismos y anticuerpos de la invención pueden utilizarse de 
muchas maneras en el tratamiento y/o la prevención de enfermedades asociadas a Streptococcus suis o la infección 
causada por S. suis. 
 15 
Por ejemplo, y según un aspecto de la invención, los polipéptidos SP1 de la invención pueden utilizarse como 
inmunógenos para la producción de anticuerpos específicos para el tratamiento y/o la prevención de la infección por 
Streptococcus suis. Los anticuerpos adecuados pueden determinarse utilizando métodos de cribado apropiados, por 
ejemplo mediante la medición de la capacidad de un anticuerpo particular de protección pasiva frente a la infección 
por Streptococcus suis en un modelo de ensayo. Son ejemplos de un modelo animal, los modelos de ratón y de 20 
cerdo indicados en los ejemplos en la presente memoria. 
 
Según otro aspecto, los polinucleótidos codificantes de polipéptidos de la invención o derivados de los mismos 
pueden utilizarse en un procedimiento de inmunización con ADN. Es decir, pueden incorporarse en un vector que es 
replicable y expresable tras la inyección, produciendo de esta manera el polipéptido antigénico in vivo. Por ejemplo, 25 
pueden incorporarse polinucleótidos en un vector plásmido bajo el control del promotor del CMV, que es funcional en 
las células eucarióticas. Preferentemente, el vector se inyecta por vía intramuscular. 
 
La utilización de un polinucleótido de la invención en la inmunización genética preferentemente utilizará un 
procedimiento o sistema de administración adecuado, tal como la inyección directa de ADN plasmídico en los 30 
músculos [Wolf et al., H.M.G. 1:363, 1992; Turnes et al., Vaccine 17:2089, 1999; Le et al., Vaccine 18:1893, 2000; 
Alves et al., Vaccine 19:788, 2001], la inyección de ADN plasmídico con o sin adyuvantes [Ulmer et al., Vaccine 
18:18, 1999; MacLaughlin et al., J. Control Release 56:259, 1998; Hartikka et al., Gene Ther. 7:1171-82, 2000; 
Benvenisty y Reshef, PNAS USA 83:9551, 1986; Singh et al., PNAS USA 97:811, 2000], acción dirigida sobre 
células mediante la administración de ADN acomplejado con vehículos específicos [Wa et al., J. Biol. Chem. 35 
264:16985, 1989; Chaplin et al., Infect. Immun. 67:6434, 1999], la inyección de plásmido acomplejado o encapsulado 
en diversas formas de liposoma [Ishii et al., AIDS Research and Human Retroviruses 13:142, 1997; Perrie et al., 
Vaccine 19:3301, 2001], la administración de ADN con diferentes métodos de bombardeo [Tang et al., Nature 
356:152, 1992; Eisenbraun et al., ADN Cell Biol. 12:791, 1993; Chen et al., Vaccine 19:2908, 2001], y la 
administración de ADN con vectores vivos [Tubulekas et al., Gene 190:191, 1997; Pushko et al., Virology 239:389, 40 
1997; Spreng et al., FEMS 27:299, 2000; Dietrich et al., Vaccine 19:2506, 2001]. 
 
Un aspecto adicional de la invención es la utilización de los anticuerpos dirigidos contra los polipéptidos de la 
invención para la inmunización pasiva. Podrían utilizarse los anticuerpos descritos en la presente solicitud. 
 45 
A este respecto, otra forma de realización de la presente invención se refiere a una composición para prevenir o 
tratar dichas enfermedades o infecciones. 
 
Las composiciones según la invención son: 
 50 

- una composición que comprende un vehículo aceptable y por lo menos uno de entre: 
 
- un polipéptido tal como se ha definido anteriormente, 
 
- un polinucleótido tal como se ha definido anteriormente, o 55 
 
- un vector tal como se ha definido anteriormente. 
 
- una composición que comprende un vehículo aceptable y por lo menos un anticuerpo tal como se ha definido 

anteriormente. 60 
 

En una forma de realización preferida, la composición de la invención comprende además un adyuvante. Tal como 
se utiliza en la presente memoria, el término "adyuvante" se refiere a una sustancia añadida a la composición de la 
invención para incrementar la inmunogenicidad de la composición. No se conoce por completo cuál es el mecanismo 
por el que funciona un adyuvante. Se cree que algunos adyuvantes incrementan la respuesta inmunitaria (respuesta 65 
humoral y/o celular) liberando lentamente el antígeno, mientras que otros adyuvantes son fuertemente 
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inmunogénicos por sí mismos y se cree que actúan sinérgicamente. Entre los adyuvantes conocidos se incluyen, 
aunque sin limitación, emulsiones de aceite y agua (por ejemplo, adyuvante completo de Freund y adyuvante 
incompleto de Freund), Corynebacterium parvum, Quil A, citocinas tales como IL12, Emulsigen-Plus®, Bacillus 
Calmette Guerin, hidróxido de aluminio, glucano, dextran sulfato, óxido de hierro, alginato sódico, adyuvante Bacto, 
determinados polímeros sintéticos, tales como poli-aminoácidos y copolímeros de aminoácidos, saponina, aceite de 5 
parafina y dipéptido muramilo. Los adyuvantes comprenden además adyuvantes genéticos, tales como moléculas 
inmunomoduladoras codificadas en un ADN coinoculado o como oligonucleótidos de CpG. El ADN coinoculado 
puede encontrarse en el mismo constructo plásmido que el inmunógeno plásmido o en un vector de ADN separado. 
 
La presente invención se refiere además a: 10 
 

- un procedimiento para preparar una composición tal como se ha definido anteriormente para prevenir 
enfermedades asociadas a Streptococcus suis o una infección causada por S. suis, que comprende la etapa 
de mezclar por lo menos un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente con por lo menos un vehículo 
aceptable, en el que el anticuerpo o anticuerpos resultan de una vacunación con un adyuvante que dirige a 15 
Th1. 

 
- Un procedimiento para preparar una composición para la utilización en la prevención de una enfermedad o 

infección asociada a Streptococcus suis en un animal, comprendiendo el procedimiento la etapa de mezclar 
por lo menos uno de entre: 20 

 
- un polipéptido tal como se ha definido anteriormente, 
 
- un polinucleótido tal como se ha definido anteriormente, 
 25 
- un vector tal como se ha definido anteriormente, 
 

con por lo menos un vehículo aceptable y un adyuvante que dirige a Th1. 
 

-  Un polipéptido tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, un polinucleótido tal 30 
como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1; un vector de expresión tal como se ha 
definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, o una composición tal como se ha definido 
anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, para la utilización como medicamento o como vacuna. 

 
-  Un polinucleótido tal como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, un polinucleótido tal 35 

como se ha definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, un vector de expresión tal como se ha 
definido anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, o una composición tal como se ha definido 
anteriormente y un adyuvante que dirige a Th1, para la utilización en la prevención de una enfermedad o 
infección asociada a Streptococcus suis en un animal. 

 40 
-  Un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente o una composición tal como se ha definido 

anteriormente para la utilización como medicamento, en el que el anticuerpo o anticuerpos resultan de una 
vacunación con un adyuvante que dirige a Th1. 

 
-  Un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente o una composición tal como se ha definido 45 

anteriormente para la utilización en la prevención de una enfermedad o infección asociada a Streptococcus 
suis en un medicamento animal en el que por lo menos un anticuerpo resulta de una vacunación con un 
adyuvante que dirige a Th1. 

 
Sin embargo, una forma de realización adicional de la presente invención es proporcionar la utilización de la 50 
invención, comprendiendo la etapa de administrar en el animal una composición según la invención. 
 
Pueden añadirse agentes adicionales a la composición de la invención. Por ejemplo, la composición de la invención 
puede comprender además agentes tales como fármacos, inmunoestimuladores (tales como interferón-α, interferón-
β, interferón-ν, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (FEC-GM), factor estimulante de colonias 55 
de macrófagos (FEC-M) e interleuquina-2 (IL2)), antioxidantes, surfactantes, agentes saborizantes, aceites volátiles, 
agentes tamponadores, dispersantes, propelentes y conservantes. Para la preparación de dichas composiciones, 
pueden utilizarse procedimientos bien conocidos de la técnica. 
 
La cantidad de los componentes o los elementos de la composición de la invención preferentemente es una cantidad 60 
terapéuticamente eficaz. Una cantidad terapéuticamente eficaz del componente contemplado es la cantidad 
necesaria para permitir que el mismo realice su función inmunitaria sin provocar excesivos efectos negativos en el 
huésped en el que se administra la composición. La cantidad exacta de los componentes que deben utilizarse y de 
la composición que debe administrarse variará según factores tales como el tipo de afección bajo tratamiento, el tipo 
y edad del animal bajo tratamiento, el modo de administración, así como los demás ingredientes en la composición. 65 
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La composición de la invención puede administrarse en un animal mediante diversas vías de administración. Por 
ejemplo, la composición puede administrarse en forma de preparaciones inyectables estériles, tales como 
suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles. Estas suspensiones pueden formularse según técnicas 
conocidas en la técnica utilizando agentes dispersantes o humectantes y de suspensión adecuados. Las 
preparaciones inyectables estériles también pueden ser soluciones o suspensiones inyectables estériles en 5 
diluyentes o solventes parenteralmente aceptables no tóxicos. Pueden administrarse por vía parenteral, por ejemplo 
intravenosa, intramuscular o subcutánea mediante inyección, infusión o por boca. Las dosis adecuadas pueden 
variar según factores tales como la cantidad de cada uno de los componentes en la composición, el efecto deseado 
(a corto plazo o a largo plazo), la vía de administración, la edad y el peso del animal que debe tratarse. Cualesquiera 
otros procedimientos bien conocidos en la técnica pueden utilizarse para administrar la composición de la invención. 10 
 
4. Procedimientos de detección o diagnóstico y kits 
 
Los polipéptidos SP1 y/o SP2, los polinucleótidos codificantes de los mismos y los anticuerpos de la invención 
también pueden utilizarse de diferentes maneras en la detección y diagnóstico de las enfermedades asociadas a 15 
Streptococcus suis o las infecciones causadas por S. suis. 
 
En este aspecto y en una forma de realización adicional, la presente invención proporciona un procedimiento para 
detectar in vitro la presencia o la ausencia de una cepa de Streptococcus suis en una muestra, que comprende las 
etapas siguientes: 20 
 

a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo de la invención tal como se ha definido anteriormente durante 
un tiempo y bajo condiciones suficientes para formar un complejo, y 

 
b) detectar la presencia o la ausencia del complejo formado en a). 25 

 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "muestra" se refiere a una diversidad de tipos de muestra 
obtenidos de un animal y puede utilizarse en un ensayo diagnóstico o de detección. La definición comprende 
muestras de sangre y de otros líquidos de origen biológico, muestras de tejido sólido, tales como un espécimen de 
biopsia o cultivo de tejido o células derivadas de los mismos. 30 
 
Sin embargo, en otra forma de realización, la presente invención proporciona un procedimiento de detección in vitro 
de la presencia o la ausencia de anticuerpos cultivados contra una cepa de Streptococcus suis en una muestra, que 
comprende las etapas de: 
 35 

a) poner en contacto la muestra con un polipéptido de la invención tal como se ha definido anteriormente 
durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para formar un complejo inmunitario, y 

 
b) detectar la presencia o la ausencia del complejo inmunitario formado en a). 

 40 
El experto en la materia reconocerá que dicho ensayo diagnóstico puede adoptar varias formas, incluyendo un 
ensayo inmunológico, tal como un ensayo de inmunosorción ligado a enzima (ELISA) o un radioinmunoensayo, 
esencialmente para determinar si los anticuerpos específicos para la proteína (tales como SP1 y/o SP2) se 
encuentran presentes en un organismo. 
 45 
La presente invención proporciona además kits para la utilización en cualquiera de los procedimientos diagnósticos 
anteriormente indicados. Dichos kits típicamente comprenden dos o más componentes necesarios para llevar a cabo 
un ensayo diagnóstico. Los componentes pueden ser compuestos, reactivos, recipientes y/o equipos. Por ejemplo, 
un recipiente dentro de un kit puede contener un anticuerpo o fragmento del mismo que se une específicamente a un 
polipéptido SP1 o SP2 de la invención. Uno o más recipientes adicionales pueden incluir elementos, tales como 50 
reactivos o tampones, para la utilización en el ensayo. 
 
En este aspecto, la presente invención proporciona además un kit diagnóstico para la detección de la presencia o la 
ausencia de anticuerpos indicativos de cepa de Streptococcus suis, que comprende: 
 55 

- un polipéptido SP1 aislado según la invención, 
 
- un reactivo para detectar el complejo inmunitario de polipéptido-anticuerpo, 
 
- una muestra de referencia biológica sin anticuerpos que se unen inmunitariamente a dicho péptido, y 60 
 
- una muestra de comparación que comprende anticuerpos que pueden unirse específicamente a dicho 

polipéptido, 
 

en el que dicho polipéptido, reactivo, muestras de referencia biológica, y muestra de comparación se encuentran 65 
presentes en una cantidad suficiente para llevar a cabo dicha detección. 
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Otro kit diagnóstico preferentemente contemplado es un kit para la detección de la presencia o la ausencia de 
polipéptidos indicativos de la cepa de Streptococcus suis, que comprende: 
 

- un anticuerpo según la invención, 5 
 
- un reactivo para detectar complejo inmunitario de polipéptido-anticuerpo, 
 
- polipéptidos de una muestra de referencia biológica que se unen específicamente a dicho anticuerpo, y 
 10 
- una muestra de comparación que comprende polipéptidos que pueden unirse específicamente a dicho 
polipéptido, 
 

en el que dicho anticuerpo, reactivo, muestra de referencia biológica y muestra de comparación se encuentran 
presentes en una cantidad suficiente para llevar a cabo dicha detección. 15 
 
Ejemplos 
 
La presente invención se entenderá más fácilmente haciendo referencia a los ejemplos siguientes. Los presentes 
ejemplos son ilustrativos de un amplio abanico de aplicabilidad de la presente invención y no pretenden limitar el 20 
alcance de la misma. Pueden llevarse a cabo modificaciones y variaciones en la misma sin apartarse del espíritu y 
alcance de la invención. Aunque pueden utilizarse cualesquiera procedimientos y materiales similares o equivalentes 
a los indicados en la presente memoria en la práctica para la puesta en práctica de la presente invención, a 
continuación en la presente memoria se describen procedimientos y materiales preferentes. 
 25 
Ejemplo 1 
 
Identificación de una proteína superficial de Streptococcus suis y evaluación de su capacidad inmunógena y 
protectora en cerdos 
 30 
Se identificó una nueva proteína de superficie de Streptococcus suis con un suero de cerdos convalecientes 
infectados por S. suis de tipo 2. La proteína de 110 kDa aparentes denominada SP1 mostraba características típicas 
de las proteínas de superficie ancladas a membrana de las bacterias Gram-positivas, tales como una secuencia de 
señal y un motivo de anclaje a membrana LPVTG. Además, se ha detectado un dominio de avirulencia conservado 
que con frecuencia se encuentra en los patógenos vegetales. La microscopía electrónica utilizando un antisuero 35 
específico de SP1 confirmó la localización en superficie de la proteína SP1 sobre S. suis. El anticuerpo específico de 
SP1 reacciona con los lisados celulares de la mayoría de serotipos de S. suis y aislados de tipo 2 en filtros de 
inmunotransferencia, demostrando su elevada conservación en la especie S. suis. La inmunización de lechones con 
la SP1 recombinante por vía intramuscular indujo una respuesta de anticuerpos inmunoglobulina G (IgG) total 
significativa. Sin embargo, la respuesta de anticuerpos no se reflejó en la protección de los cerdos retados por vía 40 
intratraqueal con una cepa virulenta en el modelo de vacunación convencional de los presentes inventores. 
 
Materiales y métodos 
 
Cepas bacterianas, fagos, plásmidos y medios. Se utilizó la cepa de referencia S735 de S. suis serotipo 2 para la 45 
construcción de la biblioteca genómica. En la tabla 1 se presentan cepas de referencia de los treinta y tres serotipos 
(tipos 1 a 31, 33 y 1/2), 26 cepas de campo de serotipo 2 de diferentes orígenes, así como cinco otros organismos 
Gram-positivos. El fago lambda Zap II y la cepa Escherichia coli XL1-Blue MRF se obtuvieron de un proveedor 
comercial (Stratagene, La Jolla, Calif.). Se cultivó S. suis en caldo de Todd-Hewitt (THB, Difco, Detroit, Mich.) o 
placas de agar (Quelab Laboratories, Montréal, Canadá) a 37ºC con 5% de CO2, mientras que otras bacterias Gram-50 
positivas se cultivaron tal como se recomienda en el catálogo de la ATCC. Se cultivó E. coli en medio Luria-Bertani 
(LB) solo o en medio LB complementado con 2 g de maltosa/litro a 37ºC. En caso apropiado, se cultivó E. coli en 
presencia de 50 µg de ampicilina/ml e isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG) 0,8 mM. Se utilizó el vector pMalTM-p 
(New England BioLabs) para generar la proteína de fusión MBP-SP1. 
 55 
Antisueros. Se recolectaron sueros de cerdos convalecientes procedentes de cerdos infectados clínicamente por S. 
suis tipo 2 cepa S735. Se obtuvo suero anti-SP1 monoespecífico mediante inmunización de conejos New Zealand 
White por vía intravenosa con 230 µg de SP1 purificado emulsionado con 0,5 ml de adyuvante incompleto de Freud. 
Los conejos recibieron dos inyecciones de refuerzo con la misma dosis de la SP1 a intervalos de 2 semanas y 
después se sangraron 10 días después de la última inmunización de refuerzo. Los sueros se almacenaron a -20ºC 60 
hasta la utilización. 
 
Identificación, clonación y secuenciación del gen sp1. Se aisló el ADN cromosómico de S. suis cepa S735 tal como 
se ha descrito anteriormente (33). El ADN cromosómico purificado se digirió parcialmente con el enzima de 
restricción EcoRI y los fragmentos resultantes se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los 65 
fragmentos en el intervalo de tamaños de 6 a 10 kb se extrajeron del gel y se ligaron a los brazos de EcoRI del 
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vector λZAPII y el vector se encapsuló utilizando el extracto de empaquetamiento Gigapack II (Stratagene). Los 
fagos recombinantes se utilizaron para infectar E. coli XL1-Blue MRF', que a continuación se sembró en una placa 
con LB agar. Las placas resultantes se levantaron con membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, 
Canadá). Las membranas se bloquearon utilizando solución salina-Tris (TBS) con leche desnatada al 2% y se 
incubaron secuencialmente con el suero de cerdo convaleciente procedente de la infección con antisueros 5 
antiinmunoglobulina G (IgG) porcino de conejo conjugado con peroxidasa procedente de la infección por S. suis 
serotipo 2 (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, Pa.) y O-fenilén-diamina. Las placas positivas 
se purificaron hasta la homogeneidad. Se extrajeron los plásmidos pBluescript recombinantes con fago ayudante 
ExAssist (Stratagene) siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuencia de la inserción se determinó utilizando 
promotores de T3 y de T7 como cebadores en las instalaciones para la secuenciación de ADN de la University of 10 
Maine (Orono, ME, USA). Las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos deducidas de los marcos abiertos de 
lectura  (ORF) se analizaron utilizando programas disponibles en internet. 
 
La secuencia codificante de la SP1 madura se amplificó a partir de ADN cromosómico purificado de la cepa S735 
con los cebadores de PCR P1 (5'-ATGGATCCATTGAAGGCCGCTCGGCACAAGAAGTAAAA-3', SEC ID nº 13) y P2 15 
(5'-CCAAGTCGACTTATAATTTACGTTTACGTGTA-3', SEC ID nº 14), que contenían los sitios de restricción BamHI 
y Sal I, respectivamente. Se llevó a cabo la PCR durante 5 min. a 94ºC, seguido de 30 ciclos de 1 min. a 94ºC, 30 s 
a 56ºC, y 1 min. a 72ºC. El fragmento de PCR resultante se clonó en los sitios Bam HI y Sal I del vector de expresión 
pMAL-p. El plásmido recombinante que contenía el gen sp1 se denominó pORF3. 
 20 
Expresión y purificación de proteína SP1 recombinante. El plásmido pORF3 purificado se utilizó para transformar la 
cepa XL1-Blue de E. coli mediante electroporación con el aparato Genepulse II (Bio-Rad) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Esta cepa recombinante se cultivó en medio LB más 2 g de glucosa/l y 50 µg de 
ampicilina/ml. Para la sobreexpresión, el cultivo se inoculó a partir de un cultivo de durante la noche con la DO600 
inicial del mismo ajustada a 0,1. El cultivo se incubó bajo agitación hasta una DO600 de aproximadamente 0,8 y 25 
después se añadió IPTG con el fin de inducir la producción de la proteína de fusión MBP-SP1. Tras 2 horas de la 
inducción, se encontró la proteína de fusión en el periplasma bacteriano, además de en el citoplasma. Se decidió 
utilizar extractos de los lisados bacterianos para la purificación de la proteína SP1. 
 
La proteína de fusión se purificó mediante cromatografía de afinidad utilizando una resina de amilosa (New England 30 
BioLabs) siguiendo las instrucciones del fabricante. El sedimento celular de E. coli se suspendió en el tampón de 
unión de la columna de afinidad (Tris-HCl 20 mM, NaCl 50 mM, pH 7,4) y las células se lisaron utilizando la prensa 
celular francesa (SLM Instruments, Inc.). Tras la filtración a través de una membrana de 0,45 µm, el sobrenadante se 
sometió a la resina de amilosa. La proteína de fusión MBP-SP1 se eluyó con maltosa al 1% en el tampón de unión y 
se determinaron las fracciones que contenían proteína mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-35 
dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE). La proteína de fusión purificada se cortó con la proteasa Factor Xa (New 
England BioLabs) a una concentración de 20 µg/mg de proteína y se aplicó a una columna mono-Q (Amersham 
Pharmacia Biotech, Baie d'Urfee, Canadá). La SP1 recombinante sin vehículo MBP se eluyó de la columna mediante 
la utilización de un gradiente lineal de NaCl (NaCl 0 a 0,4 M en Tris-HCl 20 mM, pH 7,4). Se agruparon las 
fracciones que contenían SP1 y se dializaron frente a tampón PBS. La pureza de la SP1 recombinante se evaluó 40 
mediante SDS-PAGE y se determinó la concentración de la proteína mediante el ensayo de proteínas Bradford (Bio-
Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
SDS-PAGE e inmunotransferencia western. Se llevó a cabo una SDS-PAGE tal como describe Laemmli (21). Se 
separó el extracto celular total o la proteína purificada en un gel de acrilamida al 10% y seguidamente el gel se tiñó 45 
con azul brillante de Coomassie R250 (Sigma, St. Louis, Mo). Se utilizaron marcadores de masa molecular baja 
preteñidos (Bio-Rad) para determinar los pesos moleculares aparentes de las proteínas. Alternativamente, se llevó a 
cabo una transferencia western de las proteínas transferidas a membranas de nitrocelulosa, esencialmente tal como 
indica Burnette (5). 
 50 
Microscopía inmunoelectrónica. Se cultivó la cepa S735 de S. suis en 5 ml de THB durante la noche, se centrifugó y 
se resuspendió en 500 µl de PBS (pH 8,0). Se introdujeron 20 µl de la suspensión bacteriana en rejillas de níquel-
formvar (INRS, Institut Armand Frappier, Laval, Canadá) y se dejaron secar al aire parcialmente. Tras bloquear 
durante 30 min. con suero normal de burro al 10% en tampón de dilución (PBS- albúmina bovina al 1%-Tween-20 al 
1%, pH 8,0), las rejillas se sumergieron en 50 µl de suero de conejo específico de SP1 o suero de conejo anti-MBP 55 
de control (New England BioLabs) diluido 1/25 en el tampón de dilución durante 2 h a temperatura ambiente. Las 
rejillas se lavaron tres veces en PBS-Tween-20 al 1% y después se transfirieron a 50 µl de oro coloidal de 12 nm-
anticuerpo de burro anti-IgG de conejo Affinipure (Jackson Immuno Research Laboratories) diluido 1/30 en el 
tampón de dilución y se incubó durante 1 h a temperatura ambiente. Tras tres lavados con PBS-Tween-20 al 1% y 
un lavado con agua destilada, las bacterias se tiñeron con ácido fosfotúngstico al 1% y se examinaron con un 60 
microscopio electrónico (Philips 201) a un voltaje de aceleración de 60 kV. 
 
Inmunización y estudio de protección. Se utilizaron cerdos para llevar a cabo la inmunización y ensayo de protección 
en VIDO (Saskatoon, Canadá) siguiendo los principios indicados de manera general en el documento titulado "Guide 
to the care and use of experimental animals" del Canadian Council on Animal Care utilizando un protocolo que ha 65 
sido aprobado por el University Committee on Animal Care (37). Se asignaron aleatoriamente a dos grupos de ocho 
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lechones de tres semanas de edad con un peso medio de 8,23 kg procedentes de una piara libre de S. suis de 
serotipo 2. Los cerdos recibieron dos inyecciones por vía intramuscular, separadas por 3 semanas, de 1 ml con 100 
µg de SP1 purificada y mezclada con adyuvante Emulsigen-Plus al 30% (MVP Laboratories, Ralston, Nebr.) o 
Emulsigen-Plus al 30% en solución salina fisiológica a modo de control. Once días después de la segunda inyección, 
los animales inmunizados y de control fueron retados con un 1 ml de aerosol (4,6x106 UFC) de un cultivo en etapa 5 
logarítmica de S. suis cepa virulenta 166, que se había confirmado que era altamente virulenta (3). Se recogieron 
muestras de sangre antes de cada inyección, en el momento de la provocación y al final del experimento, a fin de 
determinar las respuestas de anticuerpos. Se realizó un seguimiento de los cerdos diariamente para signos clínicos, 
temperatura corporal y mortalidad durante diez días después de la provocación. Todos los cerdos fueron 
examinados post-mórtem para patología macroscópica y se cultivó la sangre con el fin de detectar la presencia de 10 
bacteremia de S. suis. 
 
ELISA. Se determinó la IgG total específica de SP1 y de isotipos de IgG (IgG1 e IgG2) de lechones inmunizados 
mediante ensayo de inmunosorción ligada a enzima (ELISA). Se recubrieron durante la noche placas Polysorb 
(Nunc-Immunoplates, Rochester, New York, USA) durante la noche a 4ºC con 100 µl por pocillo de la SP1 15 
recombinante purificada a una concentración de 0,3 µg/ml en tampón de carbonato. Tras tres lavados con PBS que 
contenía Tween-20 al 0,05% (PBST), las placas se bloquearon con leche desnatada al 5% en PBST durante 1 hora 
a 37ºC. Para la determinación de IgG total, se diluyeron sueros de cerdo a partir de los grupos de vacuna y control 
en una proporción de 1/5000 en PBST y se añadieron a los pocillos apropiados por duplicado a razón de 100 µl en 
cada pocillo. Tras la incubación durante 1 h a 37ºC y el lavado tres veces, se detectaron los anticuerpos unidos 20 
mediante incubación durante 1 h a 37ºC con antisueros de cabra anti-IgG(H+L) de cerdo conjugados con peroxidasa 
(Jackson Immuno Research Laboratories). Para la detección de IgG1 e IgG2, se añadieron sueros de cerdo diluidos 
1/500 del grupo de vacunación a razón de 100 µl en cada pocillo. Se utilizó anticuerpo de ratón anti-IgG1 o anti-IgG2 
porcino (Serotec, Kidlington, Oxford, Reino Unido) como anticuerpo primario y anticuerpo de cabra anti-IgG(H+L) de 
ratón conjugado con peroxidasa (Serotec) como anticuerpo secundario. Las placas se revelaron con sustrato TMB 25 
(Zymed, S. San Francisco, USA). Se midió la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA (Power Wave 340, Bio-
Tek Instruments, Inc.). Los resultados se expresan como medias ± S.D. La significancia estadística se determinó 
mediante pruebas t de Student. 
 
Número de acceso de las secuencias de nucleótidos. La secuencia del gen codificante de la proteína SP1 de S. suis 30 
se muestra en la figura 2 y se ha asignado el número de acceso de GenBank AY864331. 
 
Resultados 
 
Identificación del gen sp1. Se construyó la biblioteca cromosómica de S. suis a partir de la cepa S735 de S. suis en 35 
λZAPII y se cribó utilizando sueros de cerdos convalecientes de animales infectados por S. suis serotipo 2. Un clon, 
que expresaba una proteína con un peso molecular aparente (PM) de 110 kDa que era fuertemente reactiva con el 
suero de cerdos convalecientes, se seleccionó para la caracterización adicional. El plásmido pBluescript 
recombinante, denominado pSS735, se extrajo de los brazos del bacteriófago y se presenta en la fig. 1 su 
organización esquemática. El análisis de la secuencia de ADN de la inserción de 6.057 pb del pSS735 reveló cuatro 40 
ORF. Se descubrió esta agrupación génica en los genomas parcialmente secuenciados de S. suis cepa canadiense 
89/1591 (NZ_AAFA00000000) y en la cepa europea P1/7 (NC_004549) con la misma organización. Las secuencias 
de aminoácidos deducidas de tanto ORF1 como ORF2 mostraban identidades comprendidas en el intervalo de entre 
50% y 80% respecto a una glucosil-transferasa, y el ORF4 mostró identidades comprendidas en el intervalo de entre 
50% y 75% respecto a una proteína activadora por catabolito A de muchas especies bacterianas, la mayoría de ellas 45 
pertenecientes al género Streptococcus. El ORF3 codifica una proteína de 670 aminoácidos, denominada SP1, con 
un pI predicho de 6,0 y una masa molecular calculada de 74,8 kDa. La comparación de la secuencia de aminoácidos 
de SP1 con las presentes en las bases de datos disponibles no reveló ninguna homología significativa respecto a 
otras proteínas. El análisis de subclonación de la secuencia de sp1 en el vector pMal-p reveló que SP1 reaccionaba 
fuertemente con el suero de cerdos convalecientes, demostrando que SP1 es la proteína inmunogénica. 50 
 
SP1 es una nueva proteína de superficie anclada C-terminalmente de S. suis. Las 2.010 pb del gen sp1 se inician 
con un codón ATG precedido por una secuencia de Shine-Dalgarno putativa (GAAAGGA) 10 pb cadena arriba del 
codón de inicio y que termina con un codón TAA (fig. 2). El análisis de la secuencia de aminoácidos de SP1 predicha 
reveló un núcleo hidrofóbico de 15 aminoácidos en el extremo N-terminal y un sitio de corte de peptidasa de señal 55 
putativo entre Ala29 y Gln30. Se detectaron diez repeticiones de una secuencia de 27 aminoácidos con un fuerte 
patrón de consenso, separadas por espaciadores de 3 residuos aminoácidos, dentro de la mitad carboxilo de la 
proteína. En el lado inmediatamente C-terminal de la región repetida se encuentra una región asociada a la pared 
celular que comprende 49 residuos aminoácidos y se caracteriza por un elevado porcentaje de residuos treonina 
(20,4%). A esta región rica en treoninas le sigue inmediatamente un motivo de consenso LPVTG típico de las 60 
proteínas de superficie ancladas a membrana de muchas bacterias Gram-positivas. A partir de cuatro aminoácidos 
en el lado C-terminal respecto al motivo de anclaje membranal se identificó un segundo segmento hidrofóbico de 16 
aminoácidos seguido de cuatro residuos aminoácidos con carga positiva en el extremo C-terminal de la proteína (fig. 
2). 
 65 
El análisis de la composición de aminoácidos reveló una región de ausencia de residuos aromáticos entre Glu272 y 
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Thr630 que comprendía la totalidad de las secuencias repetidas. Además, una búsqueda de dominios conservados 
utilizando BLAST identificó un dominio de avirulencia en la región de Lys319 a Val601, que mostraba una similitud con 
el factor de avirulencia AvrXa7 del patógeno vegetal Xanthomonas oryzae pv. oryzae (41) con una identidad de 20% 
(fig. 3). Al considerar las sustituciones conservadoras de aminoácidos, la similitud era de 48%. 
 5 
Producción de SP1 recombinante. La secuencia codificante de la proteína SP1 madura se amplificó mediante PCR y 
se ligó en el vector pMAL-p inducible por IPTG. El plásmido recombinante resultante se expresó en E. coli cepa 
XL1-Blue. Tal como se muestra en la fig. 4A, la inducción de los E. coli recombinantes que incluían el gen de fusión 
malE-sp1 condujo a la expresión de una proteína de fusión MBP-SP1 de aproximadamente 150 kDa (carril 2) que se 
encontraba ausente en las células de E. coli no inducidas (carril 1). La proteína de fusión se encontró 10 
mayoritariamente en el citoplasma de las células de E. coli (carril 3). Resulta interesante que una proteína de fusión 
MBP-SP1 truncada en la que la región repetida caracterizada por la ausencia de sustituciones aromáticas se había 
delecionado, resultó totalmente transportada al interior del espacio periplásmico (datos no representados), lo que 
sugiere que dicha región interfirió de alguna manera con la localización de MBP. 
 15 
La proteína de fusión se purificó mediante la utilización de una columna de amilosa de matriz de afinidad y la elución 
con maltosa, y mostró una única banda de proteínas de aproximadamente 150 kDa en el SDS-PAGE (carril 4). La 
proteína de fusión purificada se cortó proteolíticamente con el factor Xa, rindiendo los 110 kDa aparentes de SP1 
madura y los 45 kDa esperados de etiqueta MBP (carril 5). La SP1 madura sin MBP se obtuvo mediante la posterior 
purificación mediante cromatografía de intercambio iónico, con una pureza >95% estimada mediante SDS-PAGE 20 
(carril 6). Tanto la proteína de fusión MBP-SP1 como la SP1 recombinante purificada demostraron una reactividad 
específica en una transferencia western con el suero de cerdos convalecientes utilizado para el cribado inicial de la 
biblioteca genómica (fig. 4B). Se confirmó la identidad de la SP1 purificada mediante secuenciación N-terminal de la 
proteína. Se midió la concentración de la proteína con un ensayo de proteínas Bradford y se ajustó a 1 mg/ml. 
 25 
Expresión en la superficie celular de SP1 en S. suis. Con el fin de confirmar la localización de SP1 sobre la 
superficie de las células de S. suis, se llevó a cabo microscopía inmunoelectrónica mediante la utilización de un 
anticuerpo policlonal monoespecífico anti-SP1, R44. Se encontraron partículas de inmuno-oro uniformemente 
distribuidas sobre la superficie de la cepa S735 de S. suis. Lo anterior indica que la proteína SP1 se expresa 
homogéneamente sobre la superficie celular. Se utilizó el suero de conejo anti-MBP como control y no mostró ningún 30 
marcaje (fig. 5). 
 
Distribución de SP1 entre S. suis. Con el fin de evaluar la conservación de SP1 entre las cepas de referencia de 
diferentes serotipos de S. suis y cepas de campo de serotipo 2, se aplicaron preparaciones de células completas de 
las bacterias a filtros de transferencia western y se detectaron con el anticuerpo R44 específico de SP. Tal como se 35 
muestra en la tabla 1, excepto para las cepas de los serotipos 13, 16, 20, 22 y 24, R44 reaccionó con otros 28 
serotipos de S. suis, mientras que 25 de los 26 aislados de tipo 2 sometidos a ensayo de diferente origen geográfico 
reaccionaron con el anticuerpo R44. Se utilizaron cinco cepas de otras especies de estreptococos para verificar la 
especificidad de SP1 y no se detectó ninguna proteína SP1. 
 40 
Inmunogenicidad de SP1 y protección de los cerdos frente a la provocación con S. suis. Se inmunizaron grupos de 8 
lechones dos veces por vía intramuscular con 100 µg de SP1 recombinante purificada emulsionada con el adyuvante 
o con solo adyuvante. La inmunización de cerdos con SP1 indujo una respuesta específica de antígeno (fig. 6A). El 
análisis de los sueros correspondientes obtenidos de los animales de control y de los animales antes de la 
inmunización claramente indicó la ausencia de anticuerpo específico de SP1, ya que sólo se registraron valores de 45 
ELISA de fondo. Sólo dos semanas después de la primera inyección, SP1 indujo una respuesta de IgG significativa 
que resultó evidentemente incrementada por la inmunización de refuerzo. La evaluación de los isotipos de IgG 
demostró que los sueros procedentes de cerdos inmunizados contenían anticuerpos tanto IgG1 como IgG2 (fig. 6B). 
Sin embargo, la respuesta de IgG1 dominó sobre la de IgG2, sugiriendo que la vacunación con SP1 inducía 
principalmente la respuesta inmunitaria de tipo Th2. La provocación con aerosol de los cerdos con S. suis cepa 166 50 
resultó en incrementos constantes de la puntuación clínica desde el día 2 después de la provocación y no se 
observó ningún efecto significativo de la vacunación. Tal como se resume en la tabla 2, aunque menos cerdos 
sufrieron artritis en el grupo vacunado que en el grupo de control, ambos grupos mostraron síntomas similares 
después de la provocación. Murieron tres cerdos de cada grupo o fueron sometidos a eutanasia debido a las 
elevadas puntuaciones clínicas antes del final del experimento. Se observó bacteremia de S. suis en todos los 55 
cerdos muertos y no se detectó en los cerdos supervivientes. 
 
Comentario 
 
La primera inmunización de los cerdos indujo una rápida respuesta humoral de anticuerpos específica de SP1 que 60 
pudo reforzarse significativamente con una inyección posterior. Sin embargo, el anticuerpo contra SP1 no confirió 
inmunidad frente a una provocación heteróloga con S. suis cepa 166. Esta discrepancia entre las respuesta de 
anticuerpos y la protección se ha informado en algunos otros antígenos de superficie de bacterias Gram-positivas, 
tales como la proteína de unión a fibronectina estreptocócica (Sfb1) (26), proteína A de superficie neumocócica 
(PspA) (27), polisacárido de grupo B (25) y proteína de tipo M (SeM) de Streptococcus equi (34). No se conoce el 65 
motivo por el que los anticuerpos contra SP1 no eran protectores frente a la provocación por S. suis 166. En un 
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estudio de eliminación fagocítica, la presencia de suero agrupado de los cerdos inmunizados con SP1 no estimuló la 
eliminación de S. suis por los neutrófilos porcinos, lo que sugiere que los anticuerpos no presentan función 
opsonofagocítica. La protección del hospedador frente a la infección causada por S. suis, un microorganismo 
altamente encapsulado, se encuentra mediada principalmente por la fagocitosis (32). Por lo tanto, los niveles totales 
de IgG generados en el modelo de vacunación convencional del solicitante podrían no reflejar adecuadamente la 5 
presencia de anticuerpos protectores que son capaces de inducir funciones efectoras de leucocitos. A fin de ilustrar 
adicionalmente los tipos de respuesta inmunitaria inducidos por SP1, se evaluaron los isotipos de IgG en los sueros 
inmunizados. Los niveles de IgG1 eran consistentemente más altos que los niveles de IgG2, lo que sugiere la 
inducción de respuestas de tipo Th2. Aunque el concepto de equilibrio "Th1/Th2" no está tan bien documentado en 
cerdos como en algunas otras especies, la evidencia reciente demuestra que la IgG2 porcina presenta una 10 
capacidad activadora del complemento mayor que IgG1 (6). 
 
Se utilizó Emulsigen-Plus como adyuvante en el presente estudio porque se cree que puede crear un reservorio de 
antígenos en el sitio de inoculación desde el que se libera lentamente el antígeno, proporcionando de esta manera 
una estimulación prolongada del sistema inmunitario (23, 37). Sin embargo, la evidencia reciente demuestra que la 15 
vacuna formulada con Emulsigen por sí solo induce predominantemente una respuesta de IgG1 pero una respuesta 
inmunitaria de tipo Th1 muy débil (19, 28). La evidencia de vacunación con antígenos de superficie de otras 
bacterias Gram-positivas ha demostrado que la eficiencia de la opsonofagocitosis puede incrementarse 
drásticamente mediante la utilización de adyuvantes polarizantes de Th1, tal como CpG e interleuquina-12 (IL-12) (4, 
22, 24). Estos adyuvantes inducen una respuesta inmunitaria de tipo Th1 caracterizada por la producción 20 
incrementada de anticuerpos opsonizantes, especialmente del isotipo IgG2. Además, la opsonización mediada por 
anticuerpos incrementada se reflejó claramente en protección (2, 40). 
 
En conclusión, SP1 es una nueva proteína de superficie anclada C-terminalmente de S. suis, tal como demuestra el 
análisis de las características moleculares y la microscopía electrónica. La vacunación con la SP1 recombinante 25 
indujo una respuesta humoral de anticuerpos significativa en lechones, conjuntamente con el hecho de que los 
sueros de cerdos convalecientes presentaban títulos elevados de anticuerpos contra dicha proteína, lo que sugiere 
que la SP1 es un antígeno expuesto de S. suis. Conjuntamente con su amplia distribución en diferentes serotipos de 
S. suis, estos resultados convierten a la SP1 en un candidato a considerar en el desarrollo de una vacuna de 
subunidades. El potencial de SP1 como candidato de vacuna se demuestra en los ejemplos a continuación. 30 
 
Ejemplo 2 
 
SP1 recombinante protege a ratones frente a la provocación de infección por S. suis 
 35 
El presente estudio evalúa si la proteína SP1 recombinante es protectora como vacuna de subunidades candidata 
en un modelo de ratón con una vía de inmunización y adyuvante modificados. 
 
Procedimiento experimental: se asignaron aleatoriamente ratones (CD1) a dos grupos de diez y se inmunizaron por 
vía subcutánea dos veces a intervalos de 2 semanas con 20 µg de SP1 purificada y mezclada con 20 µg de Quil A 40 
como adyuvante o 20 µg de Quil A únicamente como control (tabla 1). Diez días después de la segunda vacunación, 
los animales se retaron i.p. con 1x108 UFC de una cepa virulenta de S. suis (31533). Se realizó un seguimiento de 
los ratones dos veces al día para signos clínicos y mortalidad hasta el día 14 después de la infección. Se recogieron 
muestras de sangre antes de cada vacunación y provocación para determinar las respuestas de anticuerpos. 
 45 
Resultados: la vacunación con SP1 indujo respuestas humorales de IgG significativas en los ratones tras la 
inmunización primaria (título medio: 3x104) y una inyección de refuerzo incrementó significativamente el título de 
anticuerpos (1,8x106). En contraste, las IgG específica de SP en los sueros del grupo de control se encontraba a 
nivel indetectable (fig. 1). Además, se indujo la totalidad de las cuatro subclases de IgG en los ratones inmunizados 
con SP1, siendo el título de IgG2a el más alto (1,75x106), seguido de IgG1 (1,2x106), IgG2b (7,25x105) e IgG3 50 
(3,7x104) (fig. 2). Se demostró la especificidad de los anticuerpos inducidos por SP1 en una transferencia western en 
la que los sueros agrupados recogidos de ratones inmunizados con SP1 podían reconocer la SP1 purificada y la 
proteína SP1 en preparaciones celulares de S. suis S735 y 31533. 
 
Dieciséis horas después de administrar la infección de provocación, todos los ratones en el grupo de control 55 
empezaron a mostrar signos clínicos (septicemia), tal como una capa de pelo erizado (sugestiva de fiebre) y una 
respuesta lenta a los estímulos. Desde el día 4 después de la provocación, 8 de 10 ratones en este grupo desarrolló 
sucesivamente síntomas severos en el sistema nervioso central (meningitis), tal como el correr en círculos y 
opistotonos. La totalidad de los 8 ratones enfermos murió o debió ser eutanizado debido a la severidad de la 
condición. En contraste, excepto 6 de los 10 ratones en el grupo vacunado con SP1 presentaba signos clínicos 60 
transitorios, tal como pelo ligeramente erizado y reticencia a moverse durante 16 a 40 horas después de la 
provocación; todos los ratones en este grupo se conservó sano durante el periodo de observación (figs. 3 y 4). 
 
Comentario y conclusión: la diferencia de protección observada en los modelos de ratón y de cerdo se explica por 
los niveles de subclases de IgG bien equilibrados que se indujeron en el modelo de vacunación en el ratón, 65 
especialmente el título de IgG2a extremadamente alto. Entre los isotipos de anticuerpo murino, se demostró que 
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IgG2a resultaba más eficaz en la activación de la función opsonofagocíticos de los leucocitos (2, 42, 43). Además, S. 
suis, una bacteria encapsulada, resultó más eficazmente eliminada mediante opsonofagocitosis. De esta manera, 
resulta probable que la producción predominante de IgG2 contribuyese más a la protección observada. Sin embargo, 
estos datos indican que la inmunización de los ratones con SP1 mediante la utilización de un adyuvante que dirige a 
Th1, tal como Quil A, puede inducir una respuesta específica de antígeno eficiente y proteger a los ratones frente a 5 
la provocación de infección con una dosis letal de una cepa virulenta de S. suis y resultar en la protección completa 
frente a la muerte por S. suis (fig. 4). 
 
Ejemplo 3 
 10 
Identificación de un nuevo gen codificante de una proteína de Streptococcus suis con actividad de unión a IgG y 
capacidad protectora 
 
En el esfuerzo continuo del solicitante por entender el mecanismo patogénico de S. suis y por encontrar la proteína o 
proteínas del mismo que podrían resultar útiles en el desarrollo de un reactivo o vacuna diagnóstico fiable, se 15 
identificó una nueva proteína que mostraba actividad de unión a IgG a partir de una cepa virulenta de S. suis de 
serotipo 2. Esta proteína de 58 kDa aparentes denominada SP2 contenía una secuencia de señal N-terminal 
cortable de 23 aminoácidos y un motivo M de lisina próximo al extremo N-terminal y seis repeticiones idénticas de 13 
aminoácidos, cada uno dentro de la parte C-terminal. SP2 se encontraba altamente conservada en los diferentes 
serotipos de S. suis tal como demostró la amplificación por PCR del gen SP2. La SP2 recombinante reaccionaba 20 
fuertemente con un suero de cerdos convalecientes obtenido de cerdos infectados clínicamente por S. suis de tipo 2. 
La inmunización de los ratones con la SP2 recombinante purificada indujo una respuesta de anticuerpos significativa 
que confirió una protección parcial frente a la provocación de infección con una cepa virulenta de S. suis. 
 
Dichos resultados demuestran que SP2 es un  potencial agente diagnóstico y un candidato a vacuna para la 25 
infección por S. suis. 
 
Procedimientos experimentales y resultados 
 
Identificación del gen SP2 30 
 
Se identificó un fago positivo que reaccionaba mediante un mecanismo no inmunitario con diferentes clases y 
especies de Ig (IgG de cerdo, IgG e IgA humanas) mediante cribado de la biblioteca genómica de S. suis de serotipo 
2 construido. La secuencia de la inserción de ADN reveló una inserción de 6,3 kb que contenía tres MLA codificantes 
de deshidrogenasas, SP2 y dextrano glucosidasas (44), respectivamente (fig. 12). Esta agrupación génica se 35 
encontró en los genomas secuenciados parcialmente de S. suis cepa canadiense 89/1591 (NZ_AAFA00000000) y la 
cepa europea P1/7 (NC_004549) con la misma organización. La secuencia de aminoácidos de SP2 presentaba 
similitudes con algunas proteínas estreptocócicas que habitualmente muestran actividad de unión a Ig. Se observó 
una identidad de 45% respecto a un tramo de 395 aminoácidos con una proteína hipotética conservada de 
Streptococcus pneumoniae (AAL00677). Se encontraron otras homologías con una proteína putativa de 42 kDa de 40 
Streptococcus pyogenes (identidad de 45% con un tramo de 388 aminoácidos) (AAK33481) y con una proteína 
inmunogénica de superficie estreptocócica de grupo B (identidad de 40% respecto a un tramo de 434 aminoácidos) 
(60) (AAG18474). 
 
Caracterización de la proteína SP2 45 
 
El gen SP2 de 1.158 pb codifica una proteína SP2 de 386 aminoácidos con un pI teórico de 4,40 y una masa 
molecular de 42,5 kDa. Esta proteína es rica en valinas (15%), ácidos glutámicos (10%) y alaninas (9%). El análisis 
de la distribución de las cargas de SP2 reveló una agrupación de carga positiva (K2 - K26) en el extremo N-terminal y 
una agrupación de carga negativa (D168 - E242) en la parte intermedia de la proteína (fig. 13). Después de la 50 
agrupación de carga positiva se encontraba una secuencia de señal putativa de 23 aminoácidos. La secuencia de 
aminoácidos de SP2 contenía un motivo LysM (lisina) en las posiciones 71 a 109. Este dominio LysM se encuentra 
en una diversidad de enzimas que participan en la degradación de la pared celular bacteriana y presenta una función 
general de unión de peptidoglicano, lo que sugiere que SP2 podría ser una proteína de superficie de S. suis. De esta 
manera, la constitución N-terminal de SP2 indicaba de manera general la posibilidad de que la agrupación de carga 55 
positiva remanente en el citoplasma funcionase como parada temporal y ayudase en la formación de la SP2 madura 
mediante el corte de la secuencia de señal y en la localización de SP2 sobre la superficie bacteriana mediante la 
unión del dominio LysM al peptidoglicano. Además, se identificaron seis secuencias repetitivas idénticas de 13 
aminoácidos en la parte intermedia de SP2 (fig. 13). 
 60 
Distribución del gen SP2 en diferentes serotipos de S. suis 
 
Con el fin de evaluar el nivel de conservación de SP2, se llevó a cabo una PCR utilizando cebadores que cubrían el 
gen SP2 de longitud completa. Se llevó a cabo la PCR con una desnaturalización inicial de 94ºC durante 5 min. 
seguida de 30 ciclos de 1 min. a 94ºC, 1 min. a 52ºC y 2 min. a 72ºC, y un periodo final de elongación de 10 min. a 65 
72ºC. 
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Los cebadores directo e inverso utilizados para la distribución de SP2 en diferentes serotipos fueron, 
respectivamente: 
 
(5'-TTTAAAAGAACGGTTGAAGGC-3', SEC ID nº 15, y 5'-GCATAAGCTGCCACTTGATCT-3', SEC ID nº 16). 5 
 
Se amplificó el gen SP2 de 31 de las 33 cepas de referencia de serotipo con algunas variaciones de tamaño (fig. 
14). El análisis de secuencias de los fragmentos de las variantes seleccionadas sugiere que el número de 
repeticiones en el gen SP2 es responsable de las variaciones de tamaño. 
 10 
Producción y purificación de SP2 recombinante 
 
El gen codificante de la SP2 madura se generó mediante PCR a partir del cromosoma de S. suis S735 y se subclonó 
en un vector pET32+ (New England BioLabs). Se utilizó el constructo para transformar E. coli cepa DE3 mediante 
electroporación con el aparato Genepulse II (Bio-Rad) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la 15 
sobreexpresión, el cultivo se inoculó a partir de un cultivo de durante la noche con la DO600 inicial del mismo 
ajustada a 0,1. El cultivo se incubó bajo agitación hasta una DO600 de aproximadamente 0,8 y después se añadió 
IPTG (0,5 mM) con el fin de inducir la producción de la proteína de fusión Trx-His-SP2. Transcurridas 2 horas desde 
la inducción, se preparó el citoplasma bacteriano y se utilizó para la purificación de la proteína SP2. 
 20 
Se purificó la proteína de fusión Trx-His-SP2 a partir del citoplasma mediante cromatografía de afinidad utilizando 
una columna de Ni+ (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfee, Canadá). El citoplasma se filtró a través de una 
membrana de 0,45 µm y se sometió a la columna. La proteína de fusión se eluyó con imidazol 500 mM en tampón 
de unión y se determinaron las fracciones que contenían proteína mediante SDS-PAGE. La proteína de fusión 
purificada se cortó con 0,001% (p/p) de enteroquinasa (New England BioLabs), rindiendo una SP2 de 58 kDa 25 
aparentes y la etiqueta esperada Trx-His de 20 kDa (fig. 15) y después se aplicó a una columna mono-Q (Amersham 
Pharmacia Biotech, Baie d'Urfee, Canadá). La SP2 recombinante sin etiqueta Trx-His se obtuvo mediante elución de 
la columna utilizando un gradiente lineal de NaCl, con una pureza estimada superior a 95% según visualización 
mediante SDS-PAGE (fig. 15). Se determinó la concentración de las proteínas mediante el kit de ensayo de 
proteínas Bio-Rad (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se confirmó la identidad de la SP2 purificada 30 
mediante secuenciación de proteínas N-terminal. 
 
SP2 es una proteína inmunogénica de S. suis y muestra actividad de unión a IgG 
 
Se generó un anticuerpo específico de SP2 mediante inmunización por vía intramuscular de los conejos New 35 
Zealand White con 100 µg de proteína SP2 recombinante emulsionada con 0,5 ml de adyuvante incompleto de 
Freund. Los conejos recibieron dos inyecciones de refuerzo con la misma dosis de la SP2 a intervalos de 2 
semanas, seguido de la extracción de muestras de sangre 10 días después de la última inmunización de refuerzo. A 
la inversa, el anticuerpo específico de SP2 reconoció SP2 en la preparación de células S. suis en una transferencia 
western (fig. 16a). Además, la SP2 recombinante reaccionó con suero de cerdos convalecientes (fig. 16b), 40 
demostrando que el anticuerpo anti-SP2 existe en el suero de los cerdos clínicamente infectados por S. suis. 
 
Las actividades de unión de la SP2 recombinante a IgG humana y de cerdo se muestran en las figuras 16c y 16d. 
 
La SP2 recombinante protege parcialmente a los ratones frente a la provocación de infección por S. suis 45 
 
Se asignaron aleatoriamente los ratones (CD1) a dos grupos de once (grupo de vacunación) y diez (de control) y se 
inmunizaron por vía subcutánea dos veces a intervalos de 2 semanas con 50 µg de SP2 purificada y mezclada con 
20 µg de Quil A como adyuvante que dirige a Th1 o 20 µg de Quil A únicamente como control. Diez días después de 
la segunda vacunación, los ratones se retaron por vía i.p. con 1x108 UFC de una cepa virulenta de S. suis (31533). 50 
Se realizó un seguimiento de los ratones dos veces al día para signos clínicos y mortalidad hasta el día 14 después 
de la infección. Se recogieron muestras de sangre antes de cada vacunación y se retaron para determinar las 
respuestas de anticuerpos. 
 
La vacunación con SP2 indujo respuestas humorales de IgG significativas en los ratones. En contraste, la IgG 55 
específica de SP2 en los sueros del grupo de control se encontraba a un nivel no detectable (fig. 17). Ambos grupos 
mostraron signos clínicos de septicemia y meningitis. Sin embargo, las puntuaciones clínicas en el grupo de 
vacunación con SP2 eran menores que en el grupo de control (fig. 18). De los 11 ratones en el grupo de vacunación 
con SP2, 4 murieron o debieron ser eutanizados debido a la gravedad de la afección (tasa de supervivencia=64%). 
En contraste, 8 de 10 ratones en el grupo de control murieron (tasa de supervivencia=20%) (fig. 19). Estos 60 
resultados demuestran que SP2 protege a los ratones frente a la provocación de infección por S. suis. 
 
Conclusión 
 
SP2 es una proteína inmunogénica de S. suis nuevamente descrita que comparte poca identidad con otras 65 
secuencias conocidas. Los sueros de cerdos convalecientes presentaban anticuerpos contra dicha proteína, 

E06790631
11-07-2016ES 2 581 981 T3

 



 20 

demostrando que SP2 es un potente antígeno que se expresa durante la infección por S. suis. Estos resultados, 
conjuntamente con su amplia distribución en diferentes serotipos de S. suis, convierten a SP2 en un candidato para 
la consideración en el desarrollo de un reactivo diagnóstico. Debido a que la vacunación de los ratones con SP2 
recombinante resulta en protección, resulta evidente de esta manera que SP2 es un potencial candidato a la 
vacunación contra la infección por S. suis. 5 
 
Ejemplo 4 
 
Efecto de la inmunización de lechones con una vacuna experimental de Streptococcus suis 
 10 
El presente estudio evalúa el efecto de protección de la proteína Sao recombinante frente a la provocación de 
infección por S. suis serotipo 2 en lechones. 
 
Materiales y métodos 
 15 
Animales, asignación al tratamiento y criterios de exclusión: 
 
Se utilizó un total de 24 lechones cruzados de una piara libre de enfermedad de S. suis (H & M Fast Farms Inc.) sin 
ninguna vacunación previa frente a S. suis. Los cerdos se mantuvieron bajo condiciones comerciales en la piara de 
origen desde el nacimiento hasta el destete con un peso medio de 7,79 kg a los 23,5 días de edad. Los cerdos se 20 
alojaron bajo temperatura controlada (27ºC a 30ºC) y ventilación, sobre suelo metálico recubierto con vinilo y se les 
proporcionó agua mediante bebedero de tetilla y dispusieron de libre acceso a alimentos de preparación comercial, 
nutricionalmente equilibrados y sin antibióticos. Un veterinario examinó los cerdos antes de iniciar el estudio. Todos 
estaban sanos. En el momento del destete, los lechones fueron asignados aleatoriamente a dos grupos, 
balanceados según peso corporal. 25 
 
Grupo 1: 200 µg de Sao y 400 µg de Quil A en 1 ml de solución salina 
 
Grupo 2: 400 µg de Quil A en 1 ml de solución salina (control) 
 30 
Cualesquiera animales que hubiesen recibido un tratamiento no deseado o que habían sucumbido a una 
enfermedad no relacionada fueron excluidos del análisis. 
 
Vacunación y provocación: 
 35 
Todos los cerdos fueron vacunados i.m. con 1 ml dos veces separadas por 2 semanas. Se recogieron muestras de 
sangre antes de cada inyección y provocación. No se observaron sucesos adversos como resultado de dichos 
tratamientos. 
 
Dos semanas después de la segunda vacunación, los cerdos fueron anestesiados con halotano y se retaron con 40 
aerosol de 1 ml de una suspensión de S. suis 166. Las bacterias procedían de un cultivo en etapa logarítimica 
cultivado en caldo de levadura de Todd-Hewitt esterilizado mediante filtración a una DO620 de 0,8 y se diluyeron 
1:100 en solución salina (NaCl al 0,85%). La concentración bacteriana administrada en los cerdos se estimó 
posteriormente en 6,8x106 UFC/ml. 
 45 
Observaciones clínicas: 
 
Un veterinario o técnico capacitado en el cuidado animal evaluó clínicamente los cerdos una vez al día y midió las 
temperaturas corporales durante la evaluación de las puntuaciones clínicas cada mañana durante diez días después 
de la provocación. Se obtuvo una puntuación clínica diaria (de 0 a 4) como suma de las puntuaciones de altitud y 50 
locomoción para cada animal basándose en los signos de enfermedad nerviosa, musculoesquelética o respiratoria, 
de la manera siguiente: 
 
Actitud: 
 55 

0=Actitud y respuesta a estímulos normales 
 
1=Inactivo y de respuestas lentas; secreciones oculonasales 
 
2=Sólo responde a estímulos repetidos, apático 60 
 
3=Acostado, no responde, no es consciente de su entorno 

 
4=Muerto 

 65 
Locomoción: 
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0=Marcha y postura normales 
 
1=Ligera descoordinación, cojera y/o inflamación articular, aunque sin levanta sin ayuda 
 5 
2=Clara descoordinación o cojera aunque se mantiene de pie sin ayuda 
 
3=Cojera severa, ataxia severa, aunque se mantiene en pie 
 
4=Muerto 10 
 

Los cerdos que presentaban una puntuación clínica superior a 2 en cualquiera de las dos escalas fueron sometidos 
a eutanasia mediante inyección letal. Los cerdos con temperaturas rectales iguales o superiores a 40,6ºC y una 
puntuación clínica superior a 0, así como aquellos cerdos ya muertos, se registraron como enfermos en ese día. Los 
cerdos que habían muerto o habían sido sometidos a eutanasia antes del final del experimento el día 9 se 15 
registraron como muertos para la evaluación del efecto del tratamiento sobre la tasa de mortalidad. Todos los 
individuos que realizaron evaluaciones de los animales, de los signos clínicos de enfermedad o que realizaron 
ensayos de laboratorio eran ciegos a la identidad del tratamiento. 
 
Estado hematológico: 20 
 
Se obtuvo una muestra de sangre tratada con heparina mediante venipunción para la detección de bacteremia de S. 
suis (mediante cultivo los días 0 y 3 después de la provocación y post mortem). 
 
Título de anticuerpos: 25 
 
Se determinaron mediante ELISA los títulos de IgG total y subclases de IgG (IgG1 e IgG2) específicas de Sao en los 
sueros. La dilución del suero que resultaba en una lectura de DO450 de 0,1 tras restar el fondo se consideró el título 
del suero. 
 30 
Necropsia: 
 
Todos los cerdos fueron examinados post mortem y se cultivaron los tejidos siguientes para bacterias: hisopo de 
cerebelo, nódulo linfático traqueobronquial, hisopo de articulación (una articulación afectada en caso de observar 
lesiones; en caso contrario, una articulación de rodilla posterior) y sangre. Se registró el número de bacterias S. suis 35 
recuperadas en una escala ordinal de 0 a 4 (aproximación de log10 número de colonias). Además, se estimó la 
extensión (porcentaje) de afectación pulmonar mediante examen visual. 
 
Análisis estadísticos 
 40 
Se determinó la significancia de las diferencias entre grupos en los datos nominales (mortalidad, presencia o 
ausencia de S. suis en los tejidos, días enfermos o sanos) utilizando un análisis de tablas de contingencia y la 
prueba exacta de Fisher de proporción de probabilidades. Se transformó la significancia de las diferencias en los 
datos ordinales (puntuaciones clínicas) se transformó mediante asignación a rangos y se determinó en pruebas t. La 
significancia de las diferencias entre grupos en las curvas de supervivencia se determinó mediante análisis de 45 
supervivencia utilizando la prueba de rangos logarítmicos (equivalente a la prueba de Mantel-Haenszel). Se 
determinó la significancia de las diferencias entre grupos en datos continuos (longitud de la supervivencia después 
de la provocación, temperatura corporal, log2 UFC/ml de sangre) utilizando una prueba t (tras la transformación 
apropiada para la normalización, según resultase necesario). 
 50 
Resultados 
 
Animales excluidos: 
 
Un cerdo fue sometido a eutanasia el día 5 tras la provocación debido a un prolapso rectal agravado persistente. 55 
Este cerdo fue excluido del análisis. 
 
Observaciones clínicas: 
 

1. Respuesta a la inmunización: no se observaron reacciones no habituales atribuibles a la vacunación. 60 
 
2. Temperatura corporal: los datos de temperatura corporal analizados mediante pruebas t no mostraron 

diferencias significativas entre los dos grupos (p>0,05). Generalmente los cerdos vacunados tendieron a 
presentar temperaturas inferiores (fig. 20). 

 65 
3. Enfermedad clínica: la "puntuación clínica" es una medida de la cantidad de enfermedad e incorpora tanto la 
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mortalidad como la morbilidad. Se compararon los dos grupos utilizando el análisis de Mann-Whitney de un 
efecto de la vacuna sobre la puntuación clínica y la enfermedad clínica en el grupo vacunado era 
significativamente inferior que en el control (p=0,024) (fig. 21). 

 
4. Supervivencia de cerdos tras la provocación de S. suis: la tasa de supervivencia era de 82% en el grupo de 5 

vacunación y de 42% en el grupo de control, respectivamente. La comparación de las curvas de 
supervivencia utilizando los dos grupos de datos, demuestra que el tiempo de supervivencia de los cerdos 
vacunados era significativamente más largo que el del control (p=0,048) (fig. 22). 

 
Bacteriología 10 
 
1. Bacteremia: las bacterias en la sangre de los lechones eran no detectables (ND) antes de la provocación. Los 
cerdos con bacteremia tras la provocación y post mortem no eran significativamente diferentes entre los dos grupos. 
Sin embargo, los cerdos vacunados presentaban una menor bacteremia (tabla 3). 
 15 
2. Infección post mortem: se llevó a cabo el cultivo microbiológico de las muestras de cerebro, nódulo linfático 
traqueobronquial y articulaciones de todos los cerdos que habían sido retados, a fin de realizar un seguimiento del 
nivel de la infección. En la tabla 4 se muestra el número de tejidos de bacterias con morfología colonial típica de la 
cepa de provocación. La prueba de suma de rangos de Wilcoxon para el efecto del grupo vacunado sobre la 
puntuación bacteriológica media (media de la suma de puntuaciones para todos los tejidos de cada cerdo) demostró 20 
que dicha diferencia era significativa (p=0,007). 
 
Patología (post mortem) 
 
Se detectaron lesiones patológicas de artritis o neumonía en sólo 6 cerdos (2 en el grupo vacunado y 4 en el 25 
control). Otros cerdos muertos o eutanizados no presentaban signos patológicos gruesos. Una de las 
caracterizaciones de la infección por S. suis es que la infección aguda puede ser fatal sin signos gruesos apreciables 
de patología. El nódulo linfático traqueobronquial se encontraba agrandado. Se observó una cantidad menor de 
fibrina en el mesenterio, indicativa de peritonitis leve. Se observó evidencia de artritis en ambas articulaciones de 
rodilla posterior, en las que había una pequeña cantidad de material purulento, y en el hombro izquierdo, en el que 30 
se observó una cantidad menor de exudado purulento. 
 
Respuesta de anticuerpos 
 
La inmunización de cerdos con Sao en combinación con Quil A indujo respuestas humorales de IgG significativas 35 
tras la inmunización primaria y una inyección de refuerzo incrementó significativamente el título de anticuerpos 
(fig. 23). Además, aunque se indujeron ambas subclases, IgG1 e IgG2, el título de IgG2 dominaba sobre el de IgG1 
según las mediciones en sueros 2 semanas después de la segunda vacunación (fig. 24). 
 
Sumario y comentario 40 
 
Se ha demostrado que la vacuna es segura, ya que los cerdos que habían sido vacunados dos veces no mostraron 
ninguna reacción adversa. La inmunización de los cerdos con Sao en combinación con Quil A indujo títulos de IgG 
significativos con una producción dominante de IgG2, lo que sugiere una respuesta inmunitaria de tipo Th1 
predominante. La provocación de aerosol de los cerdos resultó en enfermedad con una tasa de mortalidad global de 45 
aproximadamente 58% en los controles. La supervivencia de los cerdos vacunados fue significativamente superior 
que en los controles (p<0,05). Algunos cerdos en cada grupo enfermaron después de la provocación y se observó 
significativamente menos enfermedad (puntuación clínica más baja) en los cerdos vacunados. La vacunación no 
presentó ningún efecto significativo sobre la incidencia de patología gruesa post mortem; sin embargo, la septicemia 
estreptocócica aguda puede ser fatal sin signos gruesos apreciables de patología. Se recuperaron menos bacterias 50 
S. suis a partir de cerdos vacunados que los cerdos de control post mortem (p<0,01). 
 
Ejemplo 5 
 
Inmunización de ratones y lechones con el fragmento SP1A 55 
 
Inmunización de ratones 
 
Se inmunizaron tres grupos de 10 ratones dos veces (días 1 y 17) por vía i.p. con 40 µg de proteína de fusión 
SP1A-proteína de unión a maltosa (PUM) purificada, 20 µg de PUM o sólo PBS, utilizando como adyuvante, 60 
adyuvante incompleto de Freund. Se obtuvieron los sueros antes de cada inmunización o 10 días después de la 
segunda inyección y se diluyeron 1:5.000 para el ensayo de ELISA (ver la tabla 5). 
 
Inmunización de cerdos 
 65 
Se inmunizaron tres grupos de 3 cerdos dos veces (días 1 y 17) por vía i.m. con 200 µg de proteína de fusión 
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SP1A-PUM purificada, 100 µg de PUM o sólo PBS, utilizando Emulsigen como adyuvante. Se obtuvieron sueros 
antes de cada inmunización o 10 días después de la segunda inyección y se diluyeron 1:5.000 para el ensayo de 
ELISA (ver la tabla 6). 
 

Tabla 1. Distribuciones de SP1 en cepas de referencia de S. suis, aislados de serotipo2 y otros organismos 5 
detectados por el anticuerpo R44 específico de SP1 en transferencias western. 

 
 Serotipo de S. 

suis (cepa de 
referencia) 

Origen SP1  Aislado de S. suis 
de serotipo 2 

Origen SP1 

1 (5428) Países Bajos +  89-999 Canadá + 
1/2 (2651) Países Bajos +  90-1330 Canadá + 
2 (NCTC 10234) Países Bajos +  95-8242 Canadá + 
3 (4961) Dinamarca +  Man25 Canadá + 
4 (6407) Dinamarca +  Man50 Canadá + 
5 (11538) Dinamarca +  Man63 Canadá + 
6 (2524) Dinamarca +  AAH4 EUA + 
7 (8074) Dinamarca +  AAH5 EUA + 
8 (14636) Dinamarca +  AAH6 EUA + 
9 (22083) Dinamarca +  1309 EUA + 
10 (4417) Dinamarca +  88-5955 EUA + 
11 (12814) Dinamarca +  95-13626 EUA + 
12 (8830) Dinamarca +  95-16426 EUA + 
13 (10581) Dinamarca -  95-7220 EUA + 
14 (13730) Países Bajos +  97-8506 EUA + 
15 (NCTC 1046) Países Bajos +  SX-332 EUA + 
16 (2726) Dinamarca -  JL590 México + 
17 (93A) Canadá +  166 Francia + 
18 (NT77) Canadá +  96-39247 Francia + 
19 (42A) Canadá +  96-49808 Francia + 
20 (86-5192) EUA -  96-53405 Francia + 
21 (14A) Canadá +  Italie 57 Italia + 
22 (88-1861) Canadá -  Italie 68 Italia + 
23 (89-2479) Canadá +  Italie 69 Italia - 
24 (88-5299A) Canadá -  Italie 228 Italia + 
25 (89-3576-3) Canadá +  S735a Países Bajos + 
26 (89-4109-1) Canadá +     
27 (89-5259) Canadá +  Organismo Cepa SP1 
28 (89-590) Canadá + 1 2 S. bovis ATCC 9809 - 
29 (92-1191) Canadá + 3 4 S. equisimilis ATCC 9542 - 
30 (92-1400) Canadá + 5 6 S. intestinalis ATCC 43492 - 
31 (92-4172) Canadá + 7 8 S. pyogenes ATCC 14289 - 
33 (EA1832.92) Canadá + 9 10 S. uberis ATCC 6580 - 

 aCepa utilizada como referencia en el presente trabajo. 
 

Tabla 2. Protección de cerdos tras la provocación con S. suis cepa 166 10 
 

Grupos (n=8) Cerdos artríticos Cerdos bacteriémicos Cerdos supervivientes 
Emulsigen-Plus (Control) 6 3 5 
Emulsigen-Plus + SP1 4 3 5 

 
Tabla 3: Nivel de bacteremia de S. suis. 

 

 
Grupos 

Significancia (p) 
Sao + Quil-A Quil-A 

Antes de la provocación ND (12) ND (12) N/A 
3 días después de la 
provocación 1/11 2/12 0,6 

Post mortem 1/11 4/9 0,13 
 15 

Tabla 4: Nivel de infección post mortem. 
 

Grupos Cerebro Nódulo 
linfático 

Articulación Puntuación 
bacteriológica 

media 
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Sao + Quil-A 2/11 6/11 2/11 1,0 
Quil-A 10/12 8/12 4/12 4,5 

 
Tabla 5. Respuesta de IgG específica de SP1A en sueros de ratón (A450 nm) 

 
Grupo SP1A-PUM PUM PBS 
Antes de la inmunización 0,006 0,016 0,0 
Tras 1º inmunización 2,809 0,015 0,005 
Tras 2º inmunización 3,153 0,015 0,004 

 
Tabla 6. Respuesta de IgG específica de SP1A en cerdos (A450 nm) 5 

 
Grupo SP1A-PUM PUM PBS 
Antes de la inmunización 0,024 0,018 0,024 
Tras 1º inmunización 0,254 0,026 0,015 
Tras 2º inmunización 0,501 0,047 0,033 
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<210> 5 
<211> 2013 
<212> ADN 5 
<213> Streptococcus suis 
 
<400> 5  
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<210> 6 
<211> 1742 
<212> ADN 5 
<213> Streptococcus suis 
 
<400> 6  
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<211> 1563 
<212> ADN 
<213> Streptococcus suis 
 
<400> 7 5 

 

 
 

<210> 8 
<211> 945 10 
<212> ADN 
<213> Streptococcus suis 
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<210> 9 
<211> 30 
<212> PRT 5 
<213> Streptococcus suis 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (1) 10 
<223> Xaa es Val, Thr o Ile 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (3) 15 
<223> Xaa es Lys o Glu 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (4) 20 
<223> Xaa es Lys o Glu 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (5) 25 
<223> Xaa es Ala o Gln 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (7) 30 
<223> Xaa es Thr o Pro 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (8) 35 
<223> Xaa es Gly, Ser o Val 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (9) 40 
<223> Xaa es Lys, Val, Ile o Asn 
 
<220> 

E06790631
11-07-2016ES 2 581 981 T3

 



 43 

<221> SITIO 
<222> (10) 
<223> Xaa es Glu o Val 
 
<220> 5 
<221> SITIO 
<222> (11) 
<223> Xaa es Lys o Asn 
 
<220> 10 
<221> SITIO 
<222> (12) 
<223> Xaa es Gly, Glu o Asp 
 
<220> 15 
<221> SITIO 
<222> (13) 
<223> Xaa es Asn o Met 
 
<220> 20 
<221> SITIO 
<222> (14) 
<223> Xaa es Ile, Ala o Val 
 
<220> 25 
<221> SITIO 
<222> (15) 
<223> Xaa es Glu o Val 
 
<220> 30 
<221> SITIO 
<222> (16) 
<223> Xaa es Pro o Thr 
 
<220> 35 
<221> SITIO 
<222> (18) 
<223> Xaa es Glu o Gln 
 
<220> 40 
<221> SITIO 
<222> (19) 
<223> Xaa es Lys o Glu 
 
<220> 45 
<221> SITIO 
<222> (22) 
<223> Xaa es Thr o Ala 
 
<220> 50 
<221> SITIO 
<222> (26) 
<223> Xaa es Lys o Asn 
 
<220> 55 
<221> SITIO 
<222> (27) 
<223> Xaa es Asp o Glu 
 
<220> 60 
<221> SITIO 
<222> (28) 
<223> Xaa es Asn o Lys 
 
<220> 65 
<221> SITIO 
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<222> (29) 
<223> Xaa es Ile o Val 
 
<220> 
<221> SITIO 5 
<222> (30) 
<223> Xaa es Glu o Val 
 
<400> 9  

 10 
 

<210> 10 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Streptococcus suis 15 
 
<400> 10  

 
 

<210> 11 20 
<211> 386 
<212> PRT 
<213> Streptococcus suis 
 
<400> 11 25 
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<210> 12 
<211> 1161 
<212> ADN 5 
<213> Streptococcus suis 
 
<400> 12 

 

 10 
 

<210> 13 
<211> 38 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleótido 
 5 
<400> 13 
atggatccat tgaaggccgc tcggcacaag aagtaaaa   38 
 
<210> 14 
<211> 32 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleótido 15 
 
<400> 14 
ccaagtcgac ttataattta cgtttacgtg ta   32 
 
<210> 15 20 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador oligonucleótido 
 
<400> 15 
tttaaaagaa cggttgaagg c   21 
 30 
<210> 16 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> Cebador oligonucleótido 
 
<400> 16 
gcataagctg ccacttgatc t   21  40 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Polipéptido SP1 aislado que puede provocar una respuesta inmunitaria específica a Streptococcus suis que 
comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 95% respecto a la secuencia 
de aminoácidos expuesta en SEC ID nº 4 o 17. 5 
 
2. Polipéptido SP1 aislado según la reivindicación 1, que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 
SEC ID nº 10. 
 
3. Polipéptido SP1 aislado según la reivindicación 1 o 2, que comprende una secuencia de aminoácidos que 10 
presenta una identidad de por lo menos 95% respecto a la secuencia de aminoácidos expuesta en SEC ID nº 17. 
 
4. Polipéptido SP1 aislado según las reivindicaciones 1 a 2, que comprende una secuencia de aminoácidos que 
presenta una identidad de por lo menos 95% respecto a la secuencia de aminoácidos expuesta en SEC ID nº 4. 
 15 
5. Polipéptido SP1 aislado según la reivindicación 1, que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 
SEC ID nº 17. 
 
6. Polipéptido SP1 aislado según la reivindicación 1, que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 
SEC ID nº 4. 20 
 
7. Polipéptido SP1 aislado que puede inducir una respuesta inmunitaria específica a Streptococcus suis, que 
comprende una secuencia de aminoácidos expuesta en SEC ID nº 2 o 3. 
 
8. Polipéptido SP1 aislado según la reivindicación 1, que consiste en la secuencia de aminoácidos expuesta en 25 
SEC ID nº 17. 
 
9. Polipéptido SP1 aislado según la reivindicación 1, que consiste en la secuencia de aminoácidos expuesta en 
SEC ID nº 4. 
 30 
10. Polipéptido SP1 aislado según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que provoca una respuesta 
protectora a una provocación de cepa de Streptococcus suis cuando es administrado en un animal. 
 
11. Polinucleótido SP1 aislado codificante de un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
10. 35 
 
12. Polinucleótido SP1 aislado según la reivindicación 11, en el que la secuencia polinucleotídica presenta una 
identidad de 95% respecto a la secuencia expuesta en SEC ID nº 18. 
 
13. Polinucleótido SP1 aislado según la reivindicación 11, en el que la secuencia polinucleotídica presenta una 40 
identidad de 95% respecto a la secuencia expuesta en SEC ID nº 8. 
 
14. Polinucleótido SP1 aislado según la reivindicación 11, que comprende la secuencia expuesta en SEC ID nº 18. 
 
15. Polinucleótido SP1 aislado según la reivindicación 11, que comprende la secuencia polinucleotídica expuesta en 45 
SEC ID nº 8. 
 
16. Anticuerpo que se une específicamente a un polipéptido SP1 que consiste en la secuencia de aminoácidos 
expuesta en SEC ID nº 4 o en SEC ID nº 17. 
 50 
17. Vector que comprende el polinucleótido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15. 
 
18. Composición que comprende un vehículo aceptable y por lo menos uno de: 
 

- un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10; 55 
 
- un polinucleótido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15; o 
 
- un vector como se define en la reivindicación 17. 
 60 

19. Composición que comprende un vehículo aceptable y por lo menos un anticuerpo como se define en la 
reivindicación 16. 
 
20. Procedimiento para preparar una composición como se define en la reivindicación 19 para prevenir las 
enfermedades asociadas a Streptococcus suis o la infección causada por S. suis, que comprende la etapa de 65 
mezclar por lo menos un anticuerpo como se define en la reivindicación 16 con por lo menos un vehículo aceptable 
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en el que dicho por lo menos un anticuerpo resulta de una vacunación con un adyuvante que dirige a Th-1. 
 
21. Procedimiento para preparar una composición para la utilización en la prevención de una enfermedad o infección 
asociada a Streptococcus suis en un animal, comprendiendo el procedimiento la etapa de mezclar por lo menos uno 
de: 5 
 

- un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10; 
 
- un polinucleótido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15; 
 10 
- un vector como se define en la reivindicación 17, 
 

con por lo menos un vehículo aceptable y un adyuvante que dirige a Th1. 
 
22. Composición que consiste en un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y un 15 
adyuvante que dirige a Th1; un polinucleótido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 y un 
adyuvante que dirige a Th1; un vector de expresión como se define en la reivindicación 17 y un adyuvante que dirige 
a Th1; o una composición como se define en la reivindicación 18 y un adyuvante que dirige a Th1; para la utilización 
como un medicamento o como una vacuna. 
 20 
23. Composición que consiste en un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y un 
adyuvante que dirige a Th1; un polinucleótido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 y un 
adyuvante que dirige a Th1; un vector de expresión como se define en la reivindicación 17 y un adyuvante que dirige 
a Th1; o una composición como se define en la reivindicación 18 y un adyuvante que dirige a Th1; para la utilización 
en la prevención de una enfermedad o infección asociada a Streptococcus suis en un animal. 25 
 
24. Anticuerpo como se define en la reivindicación 16 o composición como se define en la reivindicación 19, para la 
utilización como un medicamento en el que dicho por lo menos un anticuerpo resulta de una vacunación con un 
adyuvante que dirige a Th-1. 
 30 
25. Anticuerpo como se define en la reivindicación 16 o composición como se define en la reivindicación 19, para la 
utilización en la prevención de una enfermedad o infección asociada a Streptococcus suis en un medicamento de 
animales en el que dicho por lo menos un anticuerpo resulta de una vacunación con un adyuvante que dirige a Th-1. 
 
26. Procedimiento para detectar in vitro la presencia o la ausencia de una cepa de Streptococcus suis en una 35 
muestra, que comprende las etapas de: 
 

a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo como se define en la reivindicación 16 durante un tiempo y 
bajo unas condiciones suficientes para formar un complejo inmunitario; y 

 40 
b) detectar la presencia o la ausencia del complejo inmunitario formado en a). 
 

27. Procedimiento para detectar in vitro la presencia o la ausencia de anticuerpos cultivados contra una cepa de 
Streptococcus suis en una muestra, que comprende las etapas de: 
 45 

a) poner en contacto la muestra con un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 
durante un tiempo y bajo unas condiciones suficientes para formar un complejo inmunitario; y 

 
b) detectar la presencia o la ausencia del complejo inmunitario formado en a). 

 50 
28. Kit diagnóstico para la detección de la presencia o la ausencia de anticuerpos indicativos de la cepa de 
Streptococcus suis, que comprende: 
 

- un polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10; 
 55 
- un reactivo para detectar un complejo inmunitario de polipéptido-anticuerpo; 
 
- una muestra de referencia biológica que carece de anticuerpos que se unan inmunitariamente a dicho 

polipéptido; y 
 60 
- una muestra de comparación que comprende unos anticuerpos que pueden unirse específicamente a dicho 

polipéptido; 
 
en el que dichos polipéptido, reactivo, muestra de referencia biológica y muestra de comparación se encuentran 
presentes en una cantidad suficiente para llevar a cabo dicha detección. 65 
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29. Kit diagnóstico para la detección de la presencia o la ausencia de polipéptidos indicativos de la cepa de 
Streptococcus suis, que comprende: 
 

- un anticuerpo según la reivindicación 16; 
 5 
- un reactivo para detectar el complejo inmunitario de polipéptido-anticuerpo; 
 
- una muestra de referencia biológica polipéptidos que se unen inmunitariamente a dicho anticuerpo; y 
 
- una muestra de comparación que comprende unos polipéptidos que pueden unirse específicamente a dicho 10 
polipéptido; 
 

en el que dichos anticuerpo, reactivo, muestra de referencia biológica y muestra de comparación se encuentran 
presentes en una cantidad suficiente para llevar a cabo dicha detección. 
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