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DESCRIPCION
Ehrlichia canis DIVA (de diferenciacion entre animales infectados y vacunados)

Las Ehrlichia son agentes patdgenos intracelulares obligados que infectan los glébulos blancos circulantes en
anfitriones mamiferos. Ehrlichia canis puede infectar canidos y seres humanos y causar erliquiosis monocitica canina
(CME) y erliquiosis monocitica humana (HME), respectivamente. La enfermedad canina se caracteriza por fiebre,
linfadenopatia, pérdida de peso y pancitopenia. En los seres humanos, la enfermedad se caracteriza por fiebre,
cefalea, mialgia y leucopenia. La deteccidon temprana y el tratamiento son importantes para el tratamiento de la
erliquiosis canina y humana. En este contexto, los documentos US 2006/0234322 A1 y WO 2008/04300 A2 describen
antigenos de Ehrlichia canis que se pueden utilizar para diferenciar animales infectados por E. canis de animales que
han sido sensibilizados con E. canis, asi como composiciones y métodos para determinar la presencia de antigenos
y anticuerpos de E. canis.

Una realizacion de la invencion proporciona un método para determinar la presencia de un anticuerpo o fragmentos
de unién a antigeno del mismo que son especificos para E. canis, en una muestra de prueba. El método comprende:

(a) poner en contacto la muestra de prueba con uno o mas polipéptidos purificados que consisten en
SEQ ID NO: 33, en donde los uno o mas polipéptidos purificados se unen especificamente a un
anticuerpo que es especifico para E. canis, en condiciones adecuadas para la unién especifica de
los uno o mas polipéptidos purificados a los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los
mismos; y

(b) detectar la presencia de unién especifica de los uno o mas polipéptidos purificados a los anticuerpos
o fragmentos de union a antigeno de los mismos.

La presencia de union especifica de los uno o mas polipéptidos purificados a los anticuerpos o fragmentos de unién a
antigeno indica la presencia de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos especificos para E.
canis en la muestra de prueba. Los uno o mas polipéptidos purificados se pueden unir a una secuencia de aminoacidos
heterdloga, un reactivo indicador, un espaciador aminoacidico, un conector aminoacidico, una secuencia sefial, una
secuencia de transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando de purificaciéon de proteinas o un
combinacion de los mismos. El método puede comprender adicionalmente la deteccién de la cantidad de union
especifica. Los uno o mas polipéptidos purificados se pueden inmovilizar en un soporte sélido.

Otra realizacion de la invencion proporciona una composicién que comprende uno o mas polipéptidos purificados que
consisten en SEQ ID NO: 33.

(c) SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 1 esta ausente o es C, la X en la posicién 4 es Ho Q,
la X en la posicion 25 es D o G, y la X en la posicion 36 es E o G;

(d) los aminoacidos 1-27 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicién 1 es C o esta ausente, la X
en la posicion 4 es H o Q, la X en la posicién 25 es D o G;

(e) los aminoacidos 13-41 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D 0 G, la X en la
posicion 36 es E o G; y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

() los aminoacidos 24-49 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D 0 G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

(9) los aminoacidos 13-27 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D 0 G, y una C esta
opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

(h) los aminoacidos 24-41 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D 0 G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal; o

(i) combinaciones de (a) - (h).

Los uno o mas polipéptidos purificados pueden estar en forma multimérica. Los uno o mas polipéptidos purificados
pueden estar unidos a una proteina heterdloga, un reactivo indicador, un espaciador aminoacidico, un conector
aminoacidos, una secuencia sefial, una secuencia de transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando
de purificacién de proteinas o una combinacién de los mismos.

Otra realizacién mas de la invencién proporciona un método para controlar el tratamiento de una infeccién por E. canis
en un paciente que comprende: (a) determinar el nivel de anticuerpos anti-E. canis en una primera muestra de un
paciente antes o en las primeras fases de un tratamiento para una infeccién por E. canis mediante el método de la
reivindicacion 4; (b) determinar el nivel de anticuerpos anti-E. canis en una segunda muestra del paciente después de
efectuar el tratamiento mediante el método de la reivindicacion 4; y (c) comparar la cantidad de anticuerpos anti-E.
canis en la primera muestra con la cantidad de anticuerpos anti-E. canis en la segunda muestra para evaluar un cambio
y de ese modo controlar el tratamiento.
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La invencion se puede utilizar en relacion con un método para distinguir entre animales que han sido (a) infectados
con Ehrlichia canis; y (b) animales que no han sido infectados por E. canis independientemente de si el animal ha sido
vacunado contra E. canis. El método comprende

(a) poner en contacto una muestra biolégica de un animal con uno o mas de los primeros polipéptidos
purificados que no se unen especificamente a los anticuerpos que son un componente de la
respuesta inmunitaria del animal a una vacuna contra E. canis; en donde los uno o mas primeros
polipéptidos purificados tienen al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 22-33 y en donde los
uno o mas primeros polipéptidos de E. canis purificados se unen especificamente a un anticuerpo
que es especifico para E. canis; y

(b) detectar silos anticuerpos de la muestra biolégica se unen especificamente alos uno o mas primeros
polipéptidos de E. canis purificados.

Si los anticuerpos de la muestra bioldgica se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos purificados,
en ese caso el animal esta infectado con E. canis. Los uno o mas primeros polipéptidos purificados pueden tener una
longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 75 aminoacidos. Los uno o mas primeros polipéptidos
purificados se pueden unir a una secuencia de aminoacidos heterdloga, un reactivo indicador, un espaciador
aminoacidico, un conector aminoacidico, una secuencia sefial, una secuencia de transferencia de parada, un dominio
transmembrana, un ligando de purificacion de proteinas, o una combinaciéon de los mismos. El método puede
comprender adicionalmente la determinacion de si los anticuerpos de la muestra bioldgica se unen especificamente a
uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados que son un elemento de una vacuna de E. canis. Si los
anticuerpos de la muestra bioldgica se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos de E. canis
purificados y se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados, en ese caso el
animal ha sido infectado con E. canis y el estado de vacunacion contra E. canis es desconocido. Si los anticuerpos de
la muestra no se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos de E. canis purificados y se unen
especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados, en ese caso el animal no ha sido
infectado con E. canis y ha sido vacunado contra E. canis. Silos anticuerpos de la muestra no se unen especificamente
alos uno o mas primeros polipéptidos purificados y no se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos
purificados, en ese caso el animal no ha sido vacunado contra E. canis y no ha sido infectado por E. canis.

Adicionalmente, la invencién se puede utilizar en relaciéon con un método para determinar el estado de vacunacion e
infeccion de un animal para E. canis. El método comprende:

(a) poner en contacto una muestra biolégica de un animal con uno o mas primeros polipéptidos
purificados que no se unen especificamente a los anticuerpos que son un componente de la
respuesta inmunitaria del animal a una vacuna contra E. canis, en donde los uno o mas primeros
polipéptidos purificados tienen al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 22-33 y en donde los
uno o mas primeros polipéptidos purificados se unen especificamente a un anticuerpo que es
especifico para E. canis, y uno o mas segundos polipéptidos purificados que se unen
especificamente a un anticuerpo que es un componente de la respuesta inmunitaria del animal a
una vacuna contra E. canis; y

(b) detectar silos anticuerpos de la muestra biolégica se unen especificamente alos uno o mas primeros
polipéptidos purificados y a los uno o mas segundos polipéptidos purificados.

Si los anticuerpos de la muestra bioldgica se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos de E. canis
purificados y se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados, en ese caso el
animal ha sido infectado con E. canis y el estado de vacunacioén para E. canis es desconocido. Si los anticuerpos de
la muestra no se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos de E. canis purificados y se unen
especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados, en ese caso el animal no ha sido
infectado con E. canis y ha sido vacunado contra E. canis. Silos anticuerpos de la muestra no se unen especificamente
alos uno o mas primeros polipéptidos purificados y no se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos
purificados, en ese caso el animal no ha sido vacunado contra E. canis y no ha sido infectado por E. canis. Los uno o
mas primeros polipéptidos purificados pueden tener una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 75
aminoacidos. Los uno o mas primeros polipéptidos purificados se pueden unir a una secuencia de aminoacidos
heterdloga, un reactivo indicador, un espaciador aminoacidico, un conector aminoacidico, una secuencia sefial, una
secuencia de transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando de purificacion de proteinass, o una
combinacion de los mismos.

Ademas, lainvencion se puede utilizar en relacion con un método para generar una respuesta inmunitaria en un animal
que comprende administrar uno o mas polipéptidos purificados que tienen al menos 95% de identidad con SEQ ID
NO: 22-33 o una combinacion de los mismos al animal, en donde los uno o mas polipéptidos purificados generan una
respuesta inmunitaria en el animal. Los uno o mas polipéptidos purificados pueden tener una longitud de
aproximadamente 15 a aproximadamente 75 aminoacidos. Los uno o mas polipéptidos purificados pueden estar en
forma multimérica. Los uno o mas polipéptidos purificados se pueden unir a una proteina heterdloga, un reactivo
indicador, un espaciador aminoacidico, un conector aminoacidico, una secuencia sefal, una secuencia de
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transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando de purificacidon de proteinass o una combinacion de
los mismos.

Por otra parte, la invencion se puede utilizar en relaciéon con un método para la profilaxis, tratamiento o mejora de una
infeccion por Ehrlichia canis en un animal que comprende administrar al animal:

(a) uno o mas polipéptidos purificados que tienen al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 22-33, o una combinacion de los mismos; o

(b) uno o mas acidos nucleicos que codifican uno o mas polipéptidos purificados que comprenden SEQ
ID NO: 22-33, o una combinacién de los mismos; o

(c) uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas polipéptidos purificados que
comprenden SEQ ID NO: 22-33, o una combinacién de los mismos;

por medio de lo cual la infeccién por E. canis se previene, se mejora o se trata.

La Figura 1 muestra la evaluacion del Ensayo SNAP® 3Dx® de perros beagle de laboratorio. El dispositivo SNAP®
se utilizd como describe el fabricante. La muestra "Pre" es del dia 0. La muestra "Post" es del dia 42. La mancha
positiva para E. canis se volvio positiva en los 4 perros para la muestra del dia 42. Se observaron resultados similares
para la muestra del dia 70.

La Figura 2 muestra un gel de proteinas de E. canis separadas mediante electroforesis en gel 2D. Tefiido con Azul de
Coomassie BIOSAFE™ (Bio-Rad Inc.).

La Figura 3 muestra una transferencia Western de proteinas de E. canis que utilizan sueros de perro recogidos el dia
0. La dilucion del plasma es 1:100. Estos perros dieron negativo para la reactividad con los antigenos de E. canis.

La Figura 4 muestra una transferencia Western de proteinas de E. canis que utilizan sueros de perros de un grupo de
cuatro animales vacunados. La dilucién de los sueros es 1:100.

La Figura 5 muestra una transferencia Western de proteinas de E. canis utilizando plasma de perro de un grupo de
animales infectados. La dilucion de los sueros es 1:1.000.

La Figura 6 muestra una transferencia Western de seis antigenos DIVA diferentes de E. canis expresados en E. coliy
sondeados con sueros de perros de un grupo de cuatro animales infectados (A) o sueros de perros agrupados de
cuatro animales vacunados (B). Las diluciones de suero fueron 1:100 para los animales vacunados o 1:500 para los
animales infectados. Los antigenos DIVA representados incluyen: (1) antigeno de 200 kDa, (2) proteina ribosomal L1,
(3ay 3b) "ATPasa" - dos segmentos diferentes, (4) antigeno de 120 kDa, (5) proteinas de choque térmico / antigeno
p16.

La Figura 7 demuestra que el antigeno p16 clonado es reconocido por sueros de perros infectados por E. canis pero
no aquellos que fueron vacunados (mostrados como "sueros sensibilizados"). Los productos lisados de bacterias no
inducidas (U) o inducidas (I) transformadas con un vector que expresa el antigeno p16 o el fragmento gendmico original
(+C) se separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a nitrocelulosa para el analisis de transferencia de Western.

La Figura 8 demuestra la deteccion de anticuerpos especificos para E. canis utilizando un polipéptido mostrado en
SEQ ID NO: 23 en perros durante el curso temporal que incluye infeccion, tratamiento y recuperacion.

Las Figuras 9A-B demuestran la deteccion de anticuerpos especificos para E. canis utilizando un polipéptido mostrado
en SEQ ID NO: 10 en dos perros que no han sido vacunados contra E. canis a lo largo del curso temporal de la
infeccion.

Las Figuras 10A-C demuestran la deteccion de anticuerpos especificos para E. canis utilizando un polipéptido
mostrado en SEQ ID NO: 10 en tres perros que han sido vacunados (coadyuvante RIBI) contra E. canis a lo largo del
curso temporal de la infeccion.

Las Figuras 11A-C demuestran la deteccion de anticuerpos especificos para E. canis utilizando un polipéptido
mostrado en SEQ ID NO: 10 en tres perros que han sido vacunados (coadyuvante RIBI + BCG) contra E. canis a lo
largo del curso temporal de la infeccion.

Descripcion detallada de la invencion

Se han descrito antigenos de Ehrlichia canis que se pueden utilizar para diferenciar los animales infectados
naturalmente por E. canis de los animales que han sido vacunados contra E. canis. "Vacunados" significa la
administracion de una composicion de vacuna que puede prevenir o mejorar los efectos de la infeccion por un patégeno
al establecer o mejorar la inmunidad hacia el patégeno. Las composiciones de vacunas pueden comprender patégenos
muertos, inactivados o atenuados o productos purificados o porciones de los patdgenos. La vacunaciéon no es
necesariamente 100% eficaz.
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Antes de describir con detalle la presente invencion, se definiran varios términos. Como se emplean en la presente
memoria, las formas singulares "un”, "una”, "uno" y "el" y "la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto

indique claramente lo contrario.

Como se emplea en la presente memoria, el término "polipéptido" se refiere a un compuesto de una sola cadena o un
complejo de dos o mas cadenas de residuos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. La cadena o las cadenas
pueden tener cualquier longitud y pueden comprender una proteina de fusiéon. Aunque "proteina" se utiliza a menudo
en referencia a polipéptidos relativamente grandes, y "péptido" se utiliza a menudo en referencia a polipéptidos
pequefios, €l uso de estos términos en la técnica se solapa y varia. El término "polipéptido”, como se emplea en la
presente memoria, por lo tanto, se refiere indistintamente a péptidos, polipéptidos, proteinas o proteinas de fusién, a
menos que se indique lo contrario. El término "aminoacido" se refiere a una unidad monomérica de un péptido,
polipéptido o proteina. El término "polipéptidos" puede referirse a uno o mas de un tipo de polipéptidos (un conjunto
de polipéptidos). "Polipéptidos" también se puede referir a mezclas de dos o mas tipos diferentes de polipéptidos (una
mezcla de polipéptidos). Los términos "polipéptidos" o "polipéptido" también pueden significar cada uno "uno o mas
polipéptidos".

Los polipéptidos de la invencién pueden estar "aislados". Un polipéptido aislado es un polipéptido que no es
inmediatamente contiguo a una o ambas de las secuencias de aminoacidos flanqueantes amino y carboxi con las que
esta naturalmente asociado. En particular, "un polipéptido aislado mostrado en SEQ ID NO: 22-33" significa que el
polipéptido no es inmediatamente contiguo a una o ambas de las secuencias de aminoacidos flanqueantes amino y
carboxi con las que esta naturalmente asociado (donde el polipéptido es un polipéptido de origen natural) en una
molécula de proteina de E. canis.

Como se emplea en la presente memoria, "antigeno" como se emplea en la presente memoria se refiere a una
molécula contra la cual un sujeto puede iniciar una respuesta inmunitaria humoral y/o celular. Los antigenos pueden
ser cualquier tipo de molécula bioldgica que incluya, por ejemplo, metabolitos intermedios simples, azlcares, lipidos
y hormonas, asi como macromoléculas tales como los carbohidratos complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y
proteinas. En las composiciones y métodos de la invencion, un antigeno puede ser un polipéptido, p. €j., uno que
comprenda al menos aproximadamente seis 0 mas aminoacidos.

Como se emplea en la presente memoria, un "derivado” de un polipéptido antigénico de E. canis, o un antigeno o
polipéptido que "deriva de" un antigeno o polipéptido de E. canis, se refiere a un antigeno o polipéptido en el que la
forma nativa se ha purificado, modificado o alterado. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a: sustituciones,
modificaciones, adiciones o deleciones de aminoacidos; alteraciones en el patron de lipidacion, glicosilacion o
fosforilacion; reacciones de grupos laterales amino, carboxilo o hidroxilo libres de los residuos de aminoacido
presentes en el polipéptido con otras moléculas organicas y no organicas; y otras modificaciones, cualquiera de las
cuales puede dar como resultado cambios en la estructura primaria, secundaria o terciaria.

Una "muestra biolégica" es cualquier muestra de un animal que se espera que contenga inmunoglobulinas. Por
ejemplo, una muestra bioldgica puede ser plasma, sangre, suero, saliva, orina, heces, exudado de heridas, liquido
cefalorraquideo (LCR), semen, esputo, asi como extractos de tejidos y extractos de células. En una realizacion de la
invencion, se puede obtener una muestra de prueba de un animal tal como un caballo, perro, vaca, llama, oveja, cabra,
ciervo, alce, roedor o cualquier otro animal. Un ser humano es considerado un animal en la presente memoria. Estos
ejemplos no deben interpretarse como limitantes de los tipos de muestra o animales que son aplicables a la presente
invencion.

Una "infeccién”, tal como en una infecciéon por E. canis, significa que un animal ha sido expuesto a E. canis,
independientemente de si el animal presenta sintomas clinicos de E. canis. Una infeccién natural se refiere a una
exposicién que se produce como resultado de uno de los métodos de transmision naturales para E. canis, tales como
la transmision por garrapatas. Una infeccién no incluye una exposicion a E. canis a través de la vacunacion.

Un "polipéptido o antigeno que no es un elemento de una vacuna contra E. canis" es cualquier polipéptido o antigeno
de E. canis que no esta presente en una determinada vacuna o vacunas contra E. canis. Un "polipéptido o antigeno
que no es un elemento de una vacuna contra E. canis" es también cualquier polipéptido o antigeno de E. canis que
no es una porcion inmunogénicamente activa de una vacuna contra E. canis. Es decir, el polipéptido o antigeno pueden
estar presentes en la vacuna, pero no se genera una respuesta inmunitaria contra el polipéptido o antigeno (p. €j., la
generacion de anticuerpos que se unen especificamente al polipéptido o antigeno) en respuesta a la administracion
de la vacuna contra E. canis. Los elementos de las vacunas pueden ser partes de una vacuna de subunidades que
incluye menos que la bacteria completa; estas porciones se pueden sintetizar quimicamente o se pueden expresar de
forma recombinante antes de formar parte de la vacuna, y estas porciones pueden estar codificadas por uno o mas
vectores que expresan una composicion inmunogénica in vivo.

Un "anticuerpo que es un componente de la respuesta inmunitaria de un animal a una vacuna contra E. canis" se
refiere a un anticuerpo que se obtiene como resultado de una vacunacién con una vacuna contra E. canis. Estos
anticuerpos pueden ser idénticos o similares a los anticuerpos provocados como resultado de una infeccion por E.
canis natural. Estos anticuerpos se mantendran a un titulo suficiente y para proporcionar un efecto protector y
neutralizante contra las bacterias. Una vacunacion satisfactoria produce un nivel medible del anticuerpo (o anticuerpos)
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que es provocado por un componente de la vacuna contra E. canis. Los ejemplos de antigenos de E. canis que
producen anticuerpos que pueden ser un componente de la respuesta inmunitaria de un animal a una vacuna contra
E. canis son p28-1, p28-2, p28-3, p28-4, p28-5, p28-6, p28-7, p28-8, p28-9 (véanse, las Patentes de Estados Unidos
Num. 6660269; 6.458.942; 6.403.780; 6.392.023), proA, ProB, mmpA, citocromo oxidasa (véase, la Publicacion de
Patente de Estados Unidos 20040170972), p43 (véase, la Patente de Estados Unidos Num. 6.355.777), que es la
porcién N-terminal de p153, una glicoproteina (véase, la Publicacion de Patente de Estados Unidos 2004/0121433),
p153, y p30-1, p30-2, p30-3, p30-4, p30-5, p30-6, p30-7, p30-8, p30-9, p30-10, p30-11, p30-12, p30-13, p30-14, p30-
15, p30-16, p30-17, p30-18, p30-19, p30-20 (Ohashi et al. 2001, Infection and Immunity 69 (4): 2083-91).

Una respuesta inmunitaria consiste en el desarrollo en un organismo de una respuesta inmunitaria celular y/o mediada
por anticuerpos contra un antigeno tal como un polipéptido. Generalmente, una respuesta de este tipo incluye, pero
no se limita a, una o mas de las siguientes: produccion de anticuerpos, células B, células T coadyuvantes, células T
supresoras y/o células T citotoxicas. Se puede detectar una respuesta inmunitaria utilizando cualquiera de los diversos
ensayos conocidos por los expertos en la técnica.

Polipéptidos de la invencion

Las muestras bioldgicas de animales que han sido vacunados contra E. canis tienen el potencial de producir un
resultado positivo en una prueba para infeccién por E. canis debido a la presencia de anticuerpos producidos en
respuesta a la vacuna. En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para distinguir entre animales
que han sido infectados por E. canis y aquellos que no han sido infectados por E. canis, independientemente de si el
animal ha sido vacunado contra E. canis. Los métodos incluyen poner en contacto una muestra bioldgica del animal
con un antigeno derivado de E. canis que no se une especificamente a un anticuerpo que es un componente de la
respuesta de anticuerpos del animal a una determinada vacuna contra E. canis, pero que eso se une especificamente
a un anticuerpo que se genera en respuesta a la infeccion por E. canis.

El desarrollo de anticuerpos contra E. canis en un animal frente a una vacuna depende de la vacuna particular utilizada
para vacunar al animal. La diferencia en la respuesta inmunitaria entre animales vacunados contra E. canis y animales
que estan infectados natural o experimentalmente con E. canis proporciona un medio para determinar si un animal
esta infectado natural o experimentalmente con E. canis, independientemente de si el animal ha sido vacunado contra
E. canis. Por lo tanto, utilizando los métodos anteriores, los animales que han sido infectados por E. canis se pueden
distinguir de los animales que no han sido infectados por E. canis y/o han sido vacunados contra E. canis. Los
antigenos de la invencion, sus regiones inmunodominantes y sus epitopos se pueden utilizar en dichos métodos. Estas
composiciones pueden ser referidas como Antigenos DIVA de E. canis (de Diferenciacion entre Animales Infectados
y Vacunados). Un antigeno DIVA de E. canis induce una respuesta inmunitaria, p. €j., la produccién de anticuerpos
especificos, en un animal que es diferente de la respuesta inmunitaria inducida en el animal por una vacuna contra E.
canis particular.

Por consiguiente, la deteccién de la unién especifica entre un antigeno DIVA de E. canis y un anticuerpo que no es un
componente de la respuesta inmunitaria de un animal a una vacuna en particular puede indicar una infeccién por E.
canis natural o experimental. La ausencia de semejante unién puede indicar la ausencia de infeccion por E. canis.
Ademas, un segundo antigeno separado, tal como un antigeno de E. canis que se une especificamente a un anticuerpo
que es un componente de la respuesta inmunitaria de un animal a una determinada vacuna contra E. canis, se puede
utilizar para detectar anticuerpos producidos en respuesta a la vacunacion (en la presente memoria se denomina "un
antigeno de vacuna contra E. canis"). El antigeno de la vacuna contra E. canis no solo se une especificamente a un
anticuerpo que es un componente de la respuesta inmunitaria de un animal a una vacuna contra E. canis determinada,
sino que también se puede unir especificamente a los anticuerpos que son un componente de la respuesta inmunitaria
de un animal a la infeccién por E. canis. Si se detecta un anticuerpo especifico para un antigeno de vacuna contra E.
canis, el animal ha sido vacunado y/o infectado. La deteccion de ninguno de los anticuerpos indica que no hay infeccion
y no hay vacunacion. Como tales, varias combinaciones de reactivos de captura separados pueden llevar a una
determinacion del estado de vacunacion y/o de infeccion del sujeto de prueba.

En un aspecto, un método incluye poner en contacto una muestra biolégica de un animal con un antigeno que es parte
de la bacteria E. canis, pero no es un elemento de una determinada vacuna contra E. canis. En otro aspecto, un
método incluye poner en contacto una muestra bioldgica de un animal con un antigeno que esta presente en o es
parte de la bacteria E. canis y una vacuna contra E. canis, en donde se genera una respuesta inmunitaria contra el
antigeno (p. €j., la generacién de anticuerpos que se unen especificamente al antigeno) en respuesta a la infeccion
con la bacteria E. canis, pero no en respuesta a la administracién de la vacuna contra E. canis. En otro aspecto, se
analiza una muestra biolégica de un animal para detectar la presencia o ausencia de anticuerpos especificos para un
antigeno DIVA de E. canis, y la presencia o ausencia de anticuerpos especificos para un antigeno de vacuna contra
E. canis. A continuacion se determina que el animal no ha sido infectado y no ha sido vacunado al determinar la
ausencia de tales anticuerpos.

En un aspecto, un antigeno DIVA no es un elemento de un vacuna contra E. canis. En otro aspecto, un antigeno DIVA
es parte de una vacuna contra E. canis, pero no se genera una respuesta inmunitaria (p. €j., la generaciéon de un
anticuerpo que se une especificamente al antigeno DIVA) en respuesta a la administracion de la vacuna contra E.
canis. El estado de vacunacién o infeccidon de un animal se puede determinar detectando si los anticuerpos de la
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muestra se unen especificamente a uno o mas de los antigenos de la vacuna contra E. canis y si los anticuerpos de
la muestra se unen especificamente a uno o mas antigenos DIVA. Si los anticuerpos de la muestra se unen
especificamente a uno o mas de los antigenos de la vacuna y se unen especificamente a uno o mas de los antigenos
DIVA, en ese caso el animal esta infectado con E. canis y el estado de vacunacion del animal es desconocido. Si los
anticuerpos de la muestra se unen especificamente a uno o mas de los antigenos de la vacuna contra E. canis y no
se unen especificamente a uno o mas de los antigenos DIVA, en ese caso el animal esta vacunado contra E. canis y
no esta infectado por E. canis. Si los anticuerpos de la muestra no se unen especificamente a uno o mas de los
antigenos de la vacuna contra E. canis y no se unen especificamente a uno o mas de los antigenos DIVA, en ese caso
el animal no esta infectado con E. canis y no esta vacunado contra E. canis.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para distinguir entre animales que han sido (a)
infectados por Ehrlichia canis; y (b) animales que no han sido infectados por E. canis independientemente de su estado
de vacunacion contra E. canis. El método comprende poner en contacto una muestra bioldgica de un animal con un
primer polipéptido de E. canis purificado que no se une sustancialmente de manera especifica a los anticuerpos que
son un componente de la respuesta inmunitaria del animal a una vacuna contra E. canis; en donde el primer polipéptido
de E. canis purificado comprende SEQ ID NO: 22-33 o combinaciones de los mismos y detectar si los anticuerpos de
la muestra se unen especificamente al primer polipéptido de E. canis purificado. Si los anticuerpos de la muestra se
unen sustancialmente de manera especifica al primer polipéptido de E. canis purificado, en ese caso el animal esta
infectado por E. canis; y si los anticuerpos de la muestra no se unen sustancialmente de manera especifica al primer
polipéptido de E. canis purificado, en ese caso el animal no esta infectado por E. canis.

El método puede comprender adicionalmente la determinacién de si los anticuerpos de la muestra se unen
especificamente a un segundo polipéptido de E. canis purificado que comprende un antigeno de vacuna contra E.
canis. Si los anticuerpos de la muestra se unen especificamente a uno o mas de los antigenos de la vacuna contra E.
canis y se unen especificamente a uno o mas de los antigenos DIVA, en ese caso el animal esta infectado por E. canis
y el estado de vacunacion del animal es desconocido. Si los anticuerpos de la muestra se unen especificamente a uno
o mas de los antigenos de la vacuna contra E. canis y no se unen especificamente a uno o mas de los antigenos
DIVA, en ese caso el animal esta vacunado contra E. canis y no esta infectado por E. canis. Silos anticuerpos de la
muestra no se unen especificamente a uno o mas de los antigenos de vacuna contra E. canis y no se unen
especificamente a uno o mas de los antigenos DIVA, en ese caso el animal no esta infectado por E. canis y no esta
vacunado contra E. canis. En una realizacion, los anticuerpos de las muestras de prueba no se unen sustancialmente
de manera especifica a antigenos DIVA y/o antigenos de vacuna contra E. canis. Sustancialmente, la unién no
especifica es una cantidad de unién que un experto en la técnica consideraria un resultado negativo.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para determinar el estado de vacunacioén e infeccion
de un animal con E. canis. El método comprende:

(a) poner en contacto una muestra biolégica de un animal con un primer polipéptido purificado que no
se une sustancialmente de manera especifica a los anticuerpos que son un componente de la
respuesta inmunitaria del animal a una vacuna contra E. canis, en donde el primer polipéptido
purificado comprende SEQ ID NO: 22-33 o combinaciones de los mismos, y un segundo polipéptido
que se une especificamente a un anticuerpo que es un componente de la respuesta inmunitaria del
animal a una vacuna contra E. canis;

(b) detectar si los anticuerpos de la muestra se unen especificamente al primer y segundo polipéptidos
purificados;

en donde si los anticuerpos de la muestra bioldgica se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos
de E. canis purificados y se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados, en
ese caso el animal ha sido infectado por E. canis y el estado de vacunacion para E. canis es desconocido; en donde
si los anticuerpos de la muestra no se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos de E. canis
purificados y se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados, en ese caso el
animal no ha sido infectado por E. canis y ha sido vacunado contra E. canis; y en donde si los anticuerpos de la
muestra no se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos purificados y no se unen especificamente
a los uno o mas segundos polipéptidos purificados, en ese caso el animal no ha sido vacunado contra E. canis y no
ha sido infectado por E. canis.

La Tabla 1 muestra la infeccion y/o el estado de vacunacioén de los animales que se pueden determinar con antigenos
DIVA de E. canis y antigenos de vacuna contra E. canis. "No realizado" en la Tabla 1 significa que una prueba en
particular no se completé y, por lo tanto, no hay resultados disponibles. Por ejemplo, si una muestra bioldgica de un
animal se somete a prueba con un antigeno DIVA de E. canis y el resultado es positivo y no se completa ninguna
prueba con un antigeno de vacuna contra E. canis, en ese caso el estado del animal seria infectado, pero se
desconoceria el estado de vacunacion.
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Tabla 1

Infeccion/estado de vacunacion del Resultado con Antigeno DIVA Resultado con antigeno de vacuna
animal de E. canis contra E. canis *
Infectado, estado de vacunacion Positivo No realizado
desconocido.

Infectado, estado de vacunacion Positivo Positivo
desconocido.

Vacunado, no infectado Negativo Positivo
Vacunado y/o infectado No realizado Positivo

No infectado, no vacunado Negativo Negativo

No infectado, estado de vacunacién Negativo No realizado
desconocido

No vacunado, no infectado No realizado Negativo

* Un antigeno de vacuna contra E. canis se une especificamente a un anticuerpo que es un componente de la
respuesta inmunitaria de un animal a una determinada vacuna contra E. canis. Un antigeno de vacuna contra E.
canis no solamente se une especificamente a un anticuerpo que es un componente de la respuesta inmunitaria de
un animal a una determinada vacuna contra E. canis, sino que también se puede unir a anticuerpos que son un
componente de la respuesta inmunitaria de un animal a la infeccién por E. canis.

Un primer aspecto de la invencién proporciona un método para determinar la presencia o ausencia de un anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo, en una muestra de prueba, en donde el anticuerpo o fragmento de union
a antigeno del mismo se unen especificamente a un polipéptido purificado que consiste en SEQ ID NO: 33. El método
comprende poner en contacto la muestra de prueba con un polipéptido purificado que consiste en SEQ ID NO: 33 en
condiciones adecuadas para la union especifica del polipéptido purificado al anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo; y detectar la presencia o ausencia de unién especifica. La presencia de unién especifica indica
la presencia del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, y la ausencia de unién especifica indica la
ausencia de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

Las vacunas pueden no ser completamente eficaces para prevenir o mejorar una infeccion. Por lo tanto, es deseable
tener un método para determinar si un animal vacunado se ha infectado a pesar de la vacunacién. SEQ ID NO: 10,
22-33 no detectan anticuerpos anti-E. canis en perros que han sido vacunados contra E. canis y que no estan
infectados por E. canis. Se pueden utilizar SEQ ID NO: 10, 22-33 para detectar la infeccion por E. canis en perros que
han recibido o no han recibido una vacuna contra E. canis. En una realizacion de la invencion, el animal se infecta con
E. canis después de recibir una vacuna contra E. canis y la deteccion de E. canis sigue siendo posible.

Otro aspecto de la invencion comprende una composicion que consiste en uno o mas polipéptidos purificados que
comprenden o que consisten en SEQ ID NO: 33. Un polipéptido de la invencion se puede modificar después de la
traduccion. Un polipéptido purificado es una preparacion de polipéptidos que esta sustancialmente libre de material
celular, otros tipos de polipéptidos, precursores quimicos, productos quimicos utilizados en la sintesis del polipéptido,
o combinaciones de los mismos. Una preparacion de polipéptidos que esta sustancialmente libre de material celular,
medio de cultivo, precursores quimicos, productos quimicos utilizados en la sintesis del polipéptido, etc. tiene menos
de aproximadamente 30%, 20%, 10%, 5%, 1% o mas de otros polipéptidos, medio de cultivo, precursores quimicos
y/u otros productos quimicos utilizados en la sintesis. Por lo tanto, un polipéptido purificado es aproximadamente 70%,
80%, 90%, 95%, 99% o mas puro. Un polipéptido purificado no incluye extractos celulares no purificados o
semipurificados o mezclas de polipéptidos que tienen una pureza inferior a 70%.

Una realizacion de la invencién proporciona un polipéptido purificado que consiste en SEQ ID NO: 33. Los aminoacidos
de Ehrlichia canis de origen natural son cualquier polipéptido producido naturalmente por un organismo de Ehrlichia
canis.

El hecho de que el polipéptido SEQ ID NO: 33 sea mas pequefio que un polipéptido de Ehrlichia canis completo es
importante porque los polipéptidos mas pequefios pueden tener mayor especificidad y/o sensibilidad que los
polipéptidos completos en los ensayos de deteccion. Adicionalmente, estos polipéptidos mas pequefios pueden ser
menos costosos de fabricar y se pueden obtener con mayor pureza que el polipéptido completo.

Los polipéptidos variantes son al menos 95, 96, 97, 98, 99% o mas idénticos a la secuencia de polipéptidos mostrada
en SEQ ID NO: 33 y también son polipéptidos descritos en la presente memoria. Los polipéptidos variantes tienen una
0 mas variaciones conservativas de aminoacidos u otras modificaciones menores y conservan la actividad biologica,
es decir, son equivalentes biolégicamente funcionales. Un equivalente biolégicamente activo tiene una funcion
sustancialmente equivalente cuando se compara con el polipéptido de tipo salvaje correspondiente. En una realizacion,

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2720363 T3

un polipéptido tiene aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 o menos sustituciones conservativas de aminoacidos.

Estos polipéptidos pueden tener residuos de aminoacidos adicionales mas alla de los de SEQ ID NO: 33. Es decir, los
polipéptidos pueden tener residuos de aminoacidos adicionales anadidos en el extremo 5' o 3' de los polipéptidos,
mientras que la identidad de secuencia a lo largo de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35,
40, 45 o 48 aminoacidos contiguos (dependiendo de la longitud de SEQ ID especifico) de SEQ ID NO: 33 es de al
menos aproximadamente 95%. No se considera que los aminoacidos adicionales afiadidos en el extremo 5' 0 3' de
los polipéptidos afecten al porcentaje de identidad de secuencia. Los aminoacidos adicionales pueden ser aquellos de
origen natural o pueden ser aminoacidos no naturales. Los polipéptidos pueden tener una longitud de 15 a 50
aminoacidos.

Los polipéptidos variantes tienen una o mas sustituciones, deleciones, adiciones conservativas de aminoacidos u otras
modificaciones menores y conservan la actividad bioldgica, es decir, son equivalentes biolégicamente funcionales. Un
equivalente biolégicamente activo tiene una funcidon sustancialmente equivalente cuando se compara con el
polipéptido de tipo salvaje correspondiente.

El porcentaje de identidad de secuencia tiene un significado reconocido en la técnica y existen varios métodos para
medir la identidad entre dos secuencias de polipéptidos o polinucleétidos. Véase, p. €j., Lesk, Ed., Computational
Molecular Biology, Oxford University Press, Nueva York, (1988); Smith, Ed., Biocomputing: Informatics And Genome
Projects, Academic Press, Nueva York, (1993); Griffin & Griffin, Eds., Computer Analysis Of Sequence Data, Parte I,
Humana Press, Nueva Jersey, (1994); von Heinje, Sequence Analysis In Molecular Biology, Academic Press, (1987);
y Gribskov & Devereux, Eds., Sequence Analysis Primer, M Stockton Press, Nueva York, (1991). Los métodos para €l
alineamiento de polinucledtidos o polipéptidos se codifican en programas informaticos, incluyendo el paquete de
programas GCG (Devereux et al., Nuc. Acids Res. 12:387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul et al., J. Molec.
Biol. 215:403 (1990)), y el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics
Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711) que utiliza el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman (Adv. App. Math., 2:482-489 (1981)). Por ejemplo, se puede utilizar el programa
informatico ALIGN que emplea el algoritmo FASTA, con una busqueda de huecos afines con una penalizacion de
apertura de hueco de -12 y una penalizacion de extension de hueco de -2.

Cuando se utiliza cualquiera de los programas de alineamiento de secuencias para determinar si una secuencia
particular es, por ejemplo, aproximadamente 95% idéntica a una secuencia de referencia, los parametros se
establecen de manera que el porcentaje de identidad se calcule sobre la longitud total del polinucleétido o polipéptido
de referencia y que se permiten huecos en la identidad de hasta 5% del nimero total de nucleétidos o aminoacidos
en el polinucleétido de referencia.

Los polipéptidos variantes se pueden identificar generalmente modificando una de las secuencias polipeptidicas de la
invencion, y evaluando las propiedades del polipéptido modificado para determinar si es un equivalente bioldgico. Una
variante es un equivalente bioldgico si reacciona sustancialmente igual que un polipéptido de la invencién en un ensayo
tal como un ensayo inmunohistoquimico, un ensayo de inmunoabsorcién con enzima ligada (ELISA), un
radioinmunoensayo (RIA), un ensayo inmunoenzimatico o un ensayo de transferencia Western, p. ej. tiene 90-110%
de la actividad del polipéptido original. En una realizacion, el ensayo es un ensayo competitivo en donde el polipéptido
bioldgicamente equivalente es capaz de reducir la union del polipéptido de la invencién a un antigeno o anticuerpo
reactivo correspondiente en aproximadamente 80, 95, 99 o 100%. Un anticuerpo que se une especificamente a un
polipéptido de tipo salvaje correspondiente también se une especificamente al polipéptido variante.

Una sustitucion conservativa es aquella en la que un aminoacido se sustituye por otro aminoacido que tiene
propiedades similares, de modo que un experto en la técnica de la quimica de péptidos esperaria que la estructura
secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido se mantuvieran sustancialmente inalteradas. En general, los
siguientes grupos de aminoacidos representan cambios conservativos: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gin, asn, ser, thr; (2)
cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his.

Un polipéptido de la invencion puede comprender adicionalmente una secuencia sefial (o lider) que dirige la
transferencia de la proteina de forma co-traduccional o post-traduccional. El polipéptido también puede comprender
un conector u otra secuencia para facilitar la sintesis, purificacion o identificacion del polipéptido (p. €j., poli-His), o
para mejorar la union del polipéptido a un soporte sélido. Por ejemplo, un polipéptido se puede conjugar con una region
Fc de inmunoglobulina o albumina de suero bovino.

Un polipéptido se puede unir de forma covalente o no covalente a una secuencia de aminoacidos a la que el polipéptido
normalmente no esta asociado en la naturaleza, es decir, una secuencia de aminoacidos heteréloga. Una secuencia
de aminoacidos heterdloga puede ser de un organismo distinto de E. canis, una secuencia sintética, o una secuencia
de E. canis no localizada en el extremo carboxi o amino de un polipéptido de la invencién en la naturaleza. Ademas,
un polipéptido se puede unir de forma covalente o no covalente a compuestos o moléculas distintos de los
aminoacidos, tales como los reactivos indicadores. Un polipéptido se puede unir covalentemente o no covalentemente
a un reactivo indicador, un espaciador aminoacidico, un conector aminoacidico, una secuencia sefial, una secuencia
de transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando de purificacion de proteinas o una combinacion
de los mismos. Un polipéptido también se puede unir a radical (es decir, un grupo funcional que puede ser un
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polipéptido u otro compuesto) que mejora una respuesta inmunitaria (p. €j., citoquinas tales como la IL-2), un radical
que facilita la purificacion (p. e€j., etiquetas de afinidad tales como una etiqueta de seis histidinas, trpE, glutationa,
proteina de unién a maltosa), o un radical que facilita la estabilidad del polipéptido (p. €j., polietilenglicol; grupos
protectores del extremo amino tales como acetilo, propilo, succinilo, bencilo, benciloxicarbonilo o t-butiloxicarbonilo;
grupos protectores del extremo carboxilo tales como amida, metilamida y etilamida). En una realizacion de la invencion,
un ligando de purificacion de proteinas puede ser uno o mas residuos de aminoacidos C, por ejemplo, en el extremo
amino o el extremo carboxi 0 ambos extremos de un polipéptido de la invencion. Un espaciador aminoacidico es una
secuencia de aminoacidos que no estan asociados con un polipéptido de la invencién en la naturaleza. Un espaciador
aminoacidico puede comprender aproximadamente 1, 5, 10, 20, 100 o 1.000 aminoacidos.

Si se desea, un polipéptido de la invencion puede ser parte de una proteina de fusién, que también puede contener
otras secuencias de aminoacidos, tales como conectores aminoacidicos, espaciadores aminoacidicos, secuencias
sefial, secuencias de transferencia de parada TMR, dominios transmembrana, asi como ligandos utiles en la
purificacion de proteinas, tales como la glutation-S-transferasa, la etiqueta de histidina y la proteina A de Estafilococo,
o combinaciones de los mismos. Mas de un polipéptido de la invencién puede estar presente en una proteina de
fusion. Los fragmentos de polipéptidos de la invencién pueden estar presentes en una proteina de fusion de la
invencion. Un polipéptido de la invencion puede estar unido operablemente a proteinas que no son de Ehrlichia canis
0 a proteinas p16 que no son de Ehrlichia canis para formar proteinas de fusién. Una proteina de fusién de la invencién
puede comprender uno o mas polipéptidos mostrados en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 o fragmentos de los mismos, o combinaciones de los mismos. Una proteina
de fusién no se produce en la naturaleza. El término "unido operablemente" significa que el polipéptido de la invencion
y los otros polipéptidos se fusionan en marco entre si con el extremo N o el extremo C del polipéptido de la invencion.

Los polipéptidos de la invencion pueden estar en forma multimérica. Es decir, un polipéptido puede comprender una
o mas copias de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33 o0 una combinacion de los mismos. Un polipéptido multimérico puede ser un péptido antigénico multiple (MAP).
Véase, p. €j., Tam, J. Immunol. Methods, 196: 17-32 (1996).

Los polipéptidos de la invenciéon pueden comprender un antigeno que es reconocido por un anticuerpo especifico para
E. canis. El antigeno puede comprender uno o mas epitopos (es decir, determinantes antigénicos). Un epitopo puede
ser un epitopo lineal, un epitopo secuencial o un epitopo conformacional. Los epitopos dentro de un polipéptido de la
invencion se pueden identificar por varios métodos. Véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Num. 4.554.101;
Jameson & Wolf, CABIOS 4:181-186 (1988). Por ejemplo, un polipéptido de la invencion se puede aislar y escrutar.
Se puede preparar una serie de péptidos cortos, que en conjunto abarcan una secuencia polipeptidica completa,
mediante escision proteolitica. Comenzando, por ejemplo, con fragmentos de polipéptidos de 30 unidades (o
fragmentos mas pequefios), cada fragmento se puede someter a prueba para detectar la presencia de epitopos
reconocidos en un ELISA. Por ejemplo, en un ensayo ELISA un polipéptido de E. canis, tal como un fragmento de
polipéptido de 30 unidades, esta anclado a un soporte sélido, tal como los pocillos de una placa de plastico de multiples
pocillos. Una poblaciéon de anticuerpos se marca, se afiade al soporte sélido y se deja que se una al antigeno no
marcado, en condiciones en las que se bloquea la absorcién no especifica, y cualquier anticuerpo no unido y otras
proteinas se eliminan por lavado. La union del anticuerpo se detecta, por ejemplo, mediante una reaccidon que convierte
un sustrato incoloro en un producto de reaccion coloreado. A continuacion se pueden someter a prueba fragmentos
progresivamente mas pequefios y superpuestos de un polipéptido de 30 unidades identificado para mapear el epitopo
de interés.

En una realizacion de la invencion, un antigeno DIVA comprende un epitopo o region inmunodominante. Es decir, un
epitopo o regién que con mayor frecuencia provoca y se une a anticuerpos en una poblacién del mismo cuando se
compara con otros epitopos. Un antigeno puede tener uno o mas epitopos inmunodominantes. Los epitopos
inmunodominantes se pueden mapear, por ejemplo, en un polipéptido, después de que el polipéptido se haya
administrado a un animal o antes de dicha administracion. Véase, p. €j., la Publicaciéon de Patente de Estados Unidos
2004/0209324.

Un polipéptido de la invencién se puede producir de forma recombinante. Un polinucleétido que codifica un polipéptido
de la invencién se puede introducir en un vector de expresion recombinante, que se puede expresar en un sistema de
células anfitrionas de expresion adecuado utilizando mecanismos bien conocidas en la técnica. Una variedad de
sistemas de expresion de bacterias, levaduras, plantas, mamiferos e insectos esta disponible en la técnica y se puede
utilizar cualquier sistema de expresion de este tipo. Opcionalmente, un polinucleétido que codifica un polipéptido se
puede traducir en un sistema de traduccién libre de células. Un polipéptido también puede ser sintetizado
quimicamente u obtenido a partir de células de E. canis.

Un polipéptido inmunogénico descrito en la presente memoria puede comprender una secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 33 o fragmentos de la misma. Un polipéptido inmunogénico puede provocar anticuerpos u
otras respuestas inmunitarias (p. ej., respuestas de células T del sistema inmunitario) que reconocen epitopos de un
polipéptido con SEQ ID NO: 33. Un polipéptido inmunogénico descrito en la presente memoria también puede ser un
fragmento de un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 33. Un fragmento de
polipéptido inmunogénico puede tener aproximadamente 50, 45, 40, 35, 30, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16,
o 15 (o cualquier intervalo entre 50 y 15) aminoacidos de longitud. Un fragmento de polipéptido inmunogénico puede
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tener mas de aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 30, 35 0 40 aminoacidos de longitud (o
cualquier intervalo entre 15 y 50 aminoacidos).

Los anticuerpos especificos para E. canis se pueden detectar en fluidos o tejidos bioldgicos por cualquier método
conocido en la técnica utilizando los polipéptidos de la invencion. Los métodos mas simples generalmente son los
métodos de inmunoensayo. Uno de estos métodos es un método basado en la competencia en donde las muestras
de suero se preincuban con un antigeno de E. canis que no es un elemento de una vacuna contra E. canis p. €j., un
antigeno DIVA de E. canis) y después se afiade a una fase sélida, tal como una placa de microtitulacion, que tiene un
anticuerpo monoclonal inmovilizado especifico para el antigeno DIVA de E. canis. Los anticuerpos especificos para el
antigeno DIVA de E. canis en la muestra evitaran que el antigeno DIVA de E. canis se una al anticuerpo inmovilizado.
La deteccion de cualquier union del antigeno DIVA de E. canis al anticuerpo inmovilizado se puede determinar
afadiendo un segundo compafiero de unién para el antigeno de E. canis, directamente marcado o capaz de ser
marcado a través de la union a otro compafiero de unién que tenga una marca. Una muestra positiva, es decir una
muestra que tiene anticuerpos especificos para un antigeno DIVA de E. canis se asocia con una disminucion de la
sefal de la marca.

En una realizacion particular, los anticuerpos contra un antigeno DIVA de E. canis en una muestra bioldgica se pueden
detectar al poner en contacto la muestra con un antigeno DIVA de E. canis y afiadir la muestra a la placa de
microtitulacién recubierta con un anticuerpo monoclonal anti-antigeno DIVA. La union del antigeno DIVA a la placa de
microtitulacion se puede detectar afiadiendo un anticuerpo policlonal de conejo contra el antigeno DIVA y afiadiendo
un anticuerpo policlonal anti-conejo de burro conjugado con HRP. Los anticuerpos de la muestra evitaran la union del
antigeno DIVA al anticuerpo inmovilizado, lo que causara una disminucién en la sefial.

Otro método para detectar anticuerpos especificos para un antigeno DIVA de E. canis es un ensayo sandwich en el
que una muestra bioldgica sospechosa de contener un anticuerpo especifico para un antigeno DIVA de E. canis se
pone en contacto con un antigeno DIVA de E. canis inmovilizado para formar un complejo inmunoldégico. La presencia
de un anticuerpo especifico para un antigeno DIVA de E. canis se determina mediante la deteccion de la unién de un
compafiero de unién marcado para el anticuerpo contra E. canis, tal como un segundo anticuerpo.

En un aspecto de lainvencion, los antigenos DIVA de E. canis se pueden inmovilizar sobre un soporte sélido adecuado.
Una muestra bioldgica se pone en contacto con el antigeno DIVA de E. canis, al cual se unen los anticuerpos anti-E.
canis, si tales anticuerpos estan presentes en la muestra. La unién puede ser detectada por cualquier medio adecuado,
p. €j., enzimas, radionuclidos, particulas o marcas fluorescentes. En una realizacion adecuada, el reactivo de deteccion
se puede asociar con una proteina que es igual o similar a la que se utiliza para capturar anticuerpos anti-E. canis (si
estan presentes). En una realizacion particular, los anticuerpos contra E. canis se pueden detectar inmovilizando un
antigeno de E. canis sobre un soporte soélido. Las muestras bioldgicas se pueden poner en contacto con el soporte
solido y, después de la separacion de la muestra no unida, se puede lograr la unién de los anticuerpos contra E. canis
al antigeno, por ejemplo, con un anticuerpo IgG marcado.

Los antigenos DIVA de la invencion también pueden comprender mimitopos de antigenos DIVA de la invencion. Un
mimitopo es un epitopo peptidico aleatorio que imita a un epitopo antigénico natural durante la presentacion del
epitopo. Los epitopos peptidicos aleatorios se pueden identificar generando o seleccionando una biblioteca de
epitopos peptidicos aleatorios. La biblioteca se pone en contacto con un anticuerpo. Se identifican los mimitopos que
son especificamente inmunorreactivos con el anticuerpo. Las bibliotecas de péptidos aleatorios se pueden mostrar,
por ejemplo, en fagos o se pueden generar como bibliotecas combinatorias.

Los antigenos DIVA de E. canis, p. €j., los polipéptidos, pueden ser naturales, es decir, aislados de una fuente natural,
o0 puede ser sintéticos (es decir, sintetizados quimicamente o producidos de forma recombinante utilizando
mecanismos de ingenieria genética). Las proteinas naturales se pueden aislar de la bacteria completa mediante
técnicas convencionales, tales como la cromatografia de afinidad. Se pueden utilizar anticuerpos policlonales o
monoclonales para preparar una columna de afinidad adecuada mediante técnicas bien conocidas.

Las proteinas que presentan reaccion inmunolégicamente cruzada con una proteina de E. canis natural se pueden
sintetizar quimicamente. Por ejemplo, los polipéptidos que tienen menos de aproximadamente 100 aminoacidos, mas
usualmente menos de aproximadamente 80 aminoacidos, y tipicamente menos de aproximadamente 50 aminoacidos,
se pueden sintetizar mediante el bien conocido método de sintesis en fase sélida de Merrifield, donde los aminoacidos
se afiaden secuencialmente a una cadena en crecimiento. Merrifield, 1963, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2156).
También se pueden utilizar proteinas recombinantes. Estas proteinas se pueden producir por expresién en células
cultivadas de moléculas de ADN recombinante que codifican una parte deseada del genoma de E. canis. La parte del
genoma de E. canis puede ser, en si misma, natural o sintética, con genes naturales obtenibles de la bacteria aislada
mediante técnicas convencionales.

Polinucleétidos de E. canis

Los polinucledtidos de la invencion contienen menos de un genoma microbiano completo y pueden ser acidos
nucleicos de hebra sencilla o doble. Un polinucleétido puede ser ARN, ADN, ADNc, ADN gendmico, ARN o ADN
sintetizado quimicamente o combinaciones de los mismos. Los polinucleétidos se pueden purificar sin otros
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componentes, tales como proteinas, lipidos y otros polinucleétidos. Por ejemplo, el polinucleétido puede ser purificado
en 50%, 75%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%. Una molécula de acido nucleico que existe entre cientos a
millones de otras moléculas de acido nucleico dentro de, por ejemplo, bibliotecas de ADNc o gendmicas, o secciones
de gel que contienen un producto de ADN gendmico digerido con enzimas de restriccion no se debe considerar un
polinucleétido aislado. Los polinucleétidos de la invencidon codifican los polipéptidos de la invencién descritos
anteriormente. En una realizacion de la invencidn, los polinucleétidos codifican polipéptidos mostrados en SEQ ID NO:
2,4,6,8,10,12, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, fragmentos de los mismos,
o0 combinaciones de los mismos. Los polinucleétidos de la invencion pueden consistir en menos de aproximadamente
200, 120, 100, 90, 75, 60, 57, 54, 45 (o cualquier intervalo entre 200 y 45) polinucleétidos de Ehrlichia canis de origen
natural, contiguos. Los polinucleétidos de la invencion pueden consistir en mas de aproximadamente 45, 54, 57, 60,
75, 90, 100, 120, 150, 200, (o cualquier intervalo entre 45 y 200), o mas polinucleétidos Ehrlichia canis de origen
natural, contiguos. Los polinucleétidos purificados pueden comprender nucleétidos heterélogos adicionales (es decir,
nucledtidos que no son de Ehrlichia canis) e incluso aminoacidos de Ehrlichia canis adicionales, siempre y cuando no
se produzcan de forma contigua de manera natural con los polinucledtidos de p16 de Ehrlichia canis u otros
polinucleétidos de la invencion. Los polinucleétidos de la invencidon pueden comprender otras secuencias de
nucleétidos, tales como secuencias que codifican conectores, secuencias sefial, secuencias de transferencia de
parada TMR, dominios transmembrana o ligandos utiles en la purificacién de proteinas tales como glutation-S-
transferasa, etiqueta de histidina, y proteina A Estafilococica.

Los polinucleétidos de la invencion se pueden aislar. Un polinucleétido aislado es un polinucleétido natural que no es
inmediatamente contiguo a una o ambas de las secuencias gendmicas flanqueantes 5' y 3' con las que esta
naturalmente asociado. Un polinucleétido aislado puede ser, por ejemplo, una molécula de ADN recombinante de
cualquier longitud, siempre que las secuencias de acido nucleico que se encuentran de forma natural flanqueando
inmediatamente la molécula de ADN recombinante en un genoma natural se hayan eliminado o estén ausentes. Los
polinucleétidos aislados también incluyen moléculas de acido nucleico de origen no natural. Una molécula de acido
nucleico que existe entre cientos a millones de otras moléculas de acido nucleico dentro, por ejemplo, de bibliotecas
de ADNc o gendmicas, o secciones de gel que contienen un producto digerido con enzimas de restriccion de ADN
gendmico no se debe considerar un polinucleétido aislado. La secuencia de nucleétidos completa para E. canis esta
disponible, p. ej., en GenBank con el nimero de acceso NCBI: NZ_AAEJ01000001.

Los polinucledtidos también pueden comprender fragmentos que codifican polipéptidos inmunogénicos. Los
polinucleétidos pueden codificar polipéptidos de longitud completa, fragmentos de polipéptidos y polipéptidos variantes
o de fusion.

Las secuencias de nucleotidos degeneradas que codifican los polipéptidos de la invencion, asi como las secuencias
de nucledtidos homdlogas que son al menos aproximadamente 80, o aproximadamente 90, 96, 98 o 99% idénticas a
las secuencias de polinucleétidos y sus complementos también son polinucleétidos contemplados en la presente
memoria. El porcentaje de identidad de secuencia se puede calcular como se describe en la seccion "Polipéptidos”.
Las secuencias de nucledtidos degeneradas son polinucleétidos que codifican un polipéptido de la invencién o
fragmentos de los mismos, pero difieren en la secuencia de acido nucleico de la secuencia de polinucleétidos de tipo
salvaje, debido a la degeneracion del codigo genético. Las moléculas de ADN complementario (ADNc), homologos de
especie y variantes de polinucleétidos de E. canis que codifican polipéptidos de E. canis biolégicamente funcionales
también son polinucledtidos de E. canis. Los polinucleétidos se pueden aislar de secuencias de acido nucleico
presentes, por ejemplo, en una muestra bioldgica, tal como sangre, suero, saliva o tejido de un individuo infectado.
Los polinucledtidos también se pueden sintetizar en el laboratorio, por ejemplo, utilizando un sintetizador automatico.
Se puede utilizar un método de amplificacion tal como la PCR para amplificar polinucleétidos de ADN genémico o
ADNCc que codifican los polipéptidos.

Los polinucleétidos pueden comprender secuencias codificantes para polipéptidos naturales o pueden codificar
secuencias alteradas que no se producen en la naturaleza. Si se desea, los polinucleétidos se pueden clonar en un
vector de expresion que comprende elementos de control de la expresion, incluidos, por ejemplo, origenes de
replicacion, promotores, potenciadores u otros elementos reguladores que impulsan la expresion de los polinucleétidos
en las células anfitrionas. Un vector de expresion puede ser, por ejemplo, un plasmido, tal como pBR322, pUC o
ColE1, o un vector de adenovirus, tal como un vector de tipo 2 o tipo 5 de adenovirus. Opcionalmente, se pueden
utilizar otros vectores, incluyendo, pero no limitados a, virus Sindbis, virus de simios 40, vectores de alfavirus, vectores
de poxvirus y vectores de citomegalovirus y retrovirales, tales como el virus del sarcoma murino, el virus de tumor
mamario de ratén, el virus de la leucemia murina de Moloney vy el virus del sarcoma de Rous. También se pueden
utilizar minicromosomas como MC y MC1, bacteriéfagos, fagémidos, cromosomas artificiales de levadura,
cromosomas artificiales bacterianos, particulas de virus, particulas similares a virus, cosmidos (plasmidos en los cuales
se han insertado sitios cos del fago lambda) y replicones (elementos genéticos que son capaces de replicar bajo su
propio control en una célula).

Los métodos para preparar polinucledtidos unidos operablemente a una secuencia de control de expresion y
expresarlos en una célula anfitriona son bien conocidos en la técnica. Véase, p. €j., , la Patente de Estados Unidos
Num. 4.366.246. Un polinucledétido de la invencion esta unido operablemente cuando esta posicionado adyacente o
cerca de uno o mas elementos de control de la expresion, que dirigen la transcripcion y/o la traducciéon del
polinucleétido.
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Los polinucledtidos de la invencion se pueden utilizar, por ejemplo, como sondas o cebadores, por ejemplo cebadores
de PCR, para detectar la presencia de polinucleétidos de E. canis en una muestra de prueba, tal como una muestra
bioldgica. Las sondas son moléculas capaces de interactuar con un acido nucleico diana, tipicamente de una manera
especifica de la secuencia, por ejemplo, a través de hibridacion. Los cebadores son un subconjunto de sondas que
pueden soportar una manipulacién enzimatica y que pueden hibridar con un acido nucleico diana de manera que se
produzca la manipulacién enzimatica. Se puede elaborar un cebador a partir de cualquier combinacién de nucleétidos
o derivados de nucledtidos o analogos disponibles en la técnica que no interfieran en la manipulacién enzimatica.

Una sonda o cebador puede tener aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas nucledtidos
contiguos que codifican los polipéptidos que se muestran, p. gj., en SEQ ID NO: 22-33.

La hibridaciéon de acidos nucleicos es bien conocida en la técnica. Tipicamente, se puede elaborar una sonda a partir
de cualquier combinaciéon de nucleétidos o derivados de nucledtidos o analogos disponibles en la técnica. La
capacidad de tales sondas y cebadores para hibridar especificamente con las secuencias polinucleotidicas de E. canis
les permitira ser Utiles para detectar la presencia de secuencias complementarias en una muestra de prueba dada.
Las sondas y los cebadores polinucleotidicos de la invencién pueden hibridar con secuencias complementarias en una
muestra de prueba, tal como una muestra bioldgica, que incluye saliva, esputo, sangre, plasma, suero, orina, heces,
liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, exudado de heridas o tejido. Los polinucledtidos de la muestra se pueden
someter, por ejemplo, a electroforesis en gel u otras técnicas de separacion por tamafio o se pueden inmovilizar sin
separacion por tamafio. Las sondas o cebadores polinucleotidicos se pueden marcar. Las marcas adecuadas y los
métodos para marcar las sondas y los cebadores son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, marcas
radiactivas incorporadas por traslacion de muescas o por quinasa, marcas de biotina, marcas fluorescentes, marcas
quimioluminiscentes, marcas bioluminiscentes, marcas de quelantes de metales y marcas enzimaticas. Los
polinucleétidos de la muestra se ponen en contacto con las sondas o cebadores en condiciones de hibridacion de
rigurosidades adecuadas.

Dependiendo de la aplicacion, se pueden utilizar condiciones variables de hibridacion para lograr grados variables de
selectividad de la sonda o el cebador hacia la secuencia diana. Para aplicaciones que requieren una alta selectividad,
se pueden utilizar condiciones relativamente rigurosas, tales como condiciones de baja concentracion de sal y/o alta
temperatura, tales como las que proporciona una concentracion de sal de aproximadamente 0,02 M a
aproximadamente 0,15 M de sal a temperaturas de aproximadamente 50°C a aproximadamente 70°C. Para
aplicaciones que requieren menos selectividad, se pueden utilizar condiciones de hibridacion menos rigurosas. Por
ejemplo, condiciones de concentracion de sal de aproximadamente 0,14 M a aproximadamente 0,9 M, a temperaturas
que varian de aproximadamente 20°C a aproximadamente 55°C. La presencia de un complejo hibridado que
comprende la sonda o cebador y un polinucleétido complementario de la muestra de prueba indica la presencia de E.
canis o un polinucleétido de E. canis en la muestra.

Anticuerpos

Se contemplan en la presente memoria moléculas de anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de E.
canis de la invencion, polipéptidos variantes de la invencion, o fragmentos de los mismos. Un anticuerpo puede ser
especifico para un polipéptido de Ehrlichia canis, por ejemplo, un anticuerpo especifico para uno o mas de SEQ ID
NO: 10, 22-33. Un anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo de cadena
sencilla (scFv), o un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo. Los fragmentos de unién a antigeno de
anticuerpos son la porcién de unién a antigeno de un anticuerpo intacto que comprende el sitio de unién al antigeno
o la regién variable de un anticuerpo intacto, en donde la porcion esta libre de los dominios de cadena pesada
constante de la region Fc del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de unién a antigeno incluyen fragmentos
Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2 y F..

Un anticuerpo puede ser cualquier clase de anticuerpo, incluyendo por ejemplo, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Un anticuerpo
o fragmento del mismo se unen a un epitopo de un polipéptido de la invencion. Se puede elaborar un anticuerpo in
vivo en animales de laboratorio adecuados o in vitro utilizando técnicas de ADN recombinante. Los medios para
preparar y caracterizar anticuerpos son bien conocidos en la técnica. Véase, p. €j., Dean, Methods Mol. Biol. 80:23-37
(1998); Dean, Methods Mol. Biol. 32:361-79 (1994); Baileg, Methods Mol. Biol. 32: 381-88 (1994); Gullick, Methods
Mol. Biol. 32:389-99 (1994); Drenckhahn et al. Methods Cell. Biol. 37:7-56 (1993); Morrison, Ann. Rev. Immunol.
10:239-65 (1992); Wright et al. Crit. Rev. Immunol. 12:125-68 (1992). Por ejemplo, los anticuerpos policlonales se
pueden producir administrando un polipéptido de la invencién a un animal, tal como un ser humano u otro primate,
ratén, rata, conejo, cobaya, cabra, cerdo, perro, vaca, oveja, burro o caballo. El suero del animal inmunizado se recoge
y los anticuerpos se purifican del plasma, por ejemplo, por precipitacion con sulfato de amonio, seguido de
cromatografia, tal como la cromatografia de afinidad. Los mecanismos para producir y procesar anticuerpos
policlonales son conocidas en la técnica.

"Se une especificamente” o "especifico para" significa que un primer antigeno, p. €j., un polipéptido de E. canis,
reconoce y se une a un anticuerpo de la invencién con mayor afinidad que a otras moléculas no especificas. "Se une
especificamente" o "especifico para" también significa un primer anticuerpo, p. €j., un anticuerpo generado contra SEQ
ID NO: 22-33, reconoce y se une a SEQ ID NO: 22-33, con mayor afinidad que a otras moléculas no especificas. Una
molécula no especifica es un antigeno que no comparte un epitopo comun con el primer antigeno. En una realizacion
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preferida de la invencion, una molécula no especifica no deriva de Ehrlichia sp. y, en particular, no deriva de Ehrlichia
chaffeensis o Ehrlichia canis. "Ehrlichia sp." se refiere a todas las especies del género Ehrlichia. Por ejemplo, un
anticuerpo producido contra un primer antigeno (p. €j., un polipéptido) al que se une de manera mas eficaz que a un
antigeno no especifico se puede describir como una unién especifica para el primer antigeno. En una realizacién, un
anticuerpo o porcion de union a antigeno del mismo de la invencion se une especificamente a un polipéptido de SEQ
ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o fragmentos de los mismos
cuando se une con una afinidad de unién K, de 107 I/mol o mas. La unién especifica se puede someter a prueba
utilizando, por ejemplo, un ensayo de inmunoabsorcién con enzima ligada (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA) o un
ensayo de transferencia Western utilizando una metodologia bien conocida en la técnica.

Los anticuerpos de lainvencion incluyen anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de los mismos que (a) compiten
con un anticuerpo de referencia por la union a SEQ ID NO: 22-33 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos;
(b) se une al mismo epitopo de SEQ ID NO: 22-33 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que un anticuerpo
de referencia; (c) se une a SEQ ID NO: 22-33 o fragmentos de union a antigeno de los mismos sustancialmente con
la misma Ky que un anticuerpo de referencia; y/o (d) se une a SEQ ID NO: 22-33 o fragmentos de los mismos
sustancialmente con la misma velocidad de disociaciéon que un anticuerpo de referencia, en donde el anticuerpo de
referencia es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente a un polipéptido
de SEQ ID NO: 22-33 o fragmentos de unién a antigeno de los mismos con una afinidad de unién K, de 107 I/mol o
mas.

Ademas, también se pueden producir facilmente anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopos presentes en un
polipéptido de la invencion. Por ejemplo, las células B normales de un mamifero, tal como un ratén, que se inmunizé
con un polipéptido de la invencion, se pueden fusionar, por ejemplo, con células de mieloma de raton sensibles a HAT
para producir hibridomas. Los hibridomas productores de anticuerpos especificos de E. canis se pueden identificar
utilizando RIA o ELISA y aislar mediante clonacién en agar semisolido o mediante dilucion limitante. Los clones que
producen anticuerpos especificos de E. canis se aislan mediante otra ronda de escrutinio. Los anticuerpos
monoclonales se pueden escrutar para determinar su especificidad utilizando mecanismos convencionales, por
ejemplo, uniendo un polipéptido de la invencién a una placa de microtitulacion y midiendo la unién del anticuerpo
monoclonal mediante un ensayo ELISA. Los mecanismos para producir y procesar anticuerpos monoclonales son
conocidos en la técnica. Véase, p. ej., Kohler y Milstein, Nature, 256:495 (1975). Los isotipos particulares de un
anticuerpo monoclonal se pueden preparar directamente, mediante seleccién a partir de la fusion inicial, o se pueden
preparar de manera secundaria, a partir de un hibridoma parental que secreta un anticuerpo monoclonal de un isotipo
diferente utilizando una técnica de seleccion sib para aislar variantes de cambio de clase. Véase Steplewski et al.,
P.N.A.S. EE.UU. 82:8653 1985; Spria et al., J. Inmunolog. Meth 74:307, 1984. Los anticuerpos monoclonales de la
invencion también pueden ser anticuerpos monoclonales recombinantes. Véanse, p. €j., la Patente de Estados Unidos
Num. 4.474.893; la Patente de Estados Unidos Num. 4.816.567. Los anticuerpos de la invenciéon también se pueden
construir quimicamente. Véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Num. 4.676.980.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser anticuerpos quiméricos (véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Num.
5.482.856), humanizados (véanse, p. €j., Jones et al., Nature 321:522 (1986); Reichmann et al., Nature 332:323
(1988); Presta, Curr. Op. Struct Biol. 2:593 (1992)), o humanos. Los anticuerpos humanos se pueden producir, por
ejemplo, mediante inmortalizacion directa, presentacion en fagos, ratones transgénicos o una metodologia Trimera,
véase, p. €j., Reisener et al., Trends Biotechnol. 16:242-246 (1998).

Los anticuerpos que se unen especificamente a antigenos de E. canis (p. €j., polipéptidos de E. canis mostrados en
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 , 30, 31, 32, 33), son
particularmente Utiles para detectar la presencia de E. canis o antigenos de E. canis en una muestra, tal como una
muestra de suero, sangre, plasma, fecal, célula, tejido, orina o saliva de un animal infectado por E. canis tal como un
ser humano o un perro. Un inmunoensayo para E. canis o un antigeno de E. canis puede utilizar un anticuerpo o varios
anticuerpos. Un inmunoensayo para E. canis o un antigeno de E. canis puede utilizar, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal especifico para un epitopo de E. canis, una combinaciéon de anticuerpos monoclonales especificos para
epitopos de un polipéptido de E. canis, anticuerpos monoclonales especificos para epitopos de diferentes polipéptidos
de E. canis, anticuerpos policlonales especificos para el mismo antigeno de E. canis, anticuerpos policlonales
especificos para diferentes antigenos de E. canis, o una combinacion de anticuerpos monoclonales y policlonales. Los
protocolos de inmunoensayo se pueden basar, por ejemplo, en ensayos competitivos, de reaccion directa o de tipo
sandwich utilizando, por ejemplo, anticuerpos marcados. Los anticuerpos de la invenciéon se pueden marcar con
cualquier tipo de marca conocida en la técnica, incluyendo, por ejemplo, marcas fluorescentes, quimioluminiscentes,
radiactivas, enzimaticas, de metales coloidales, radioisétopos y bioluminiscentes.

Los anticuerpos de la invencion o fragmentos de unién a antigeno de los mismos se pueden unir a un soporte y se
pueden utilizar para detectar la presencia de E. canis o un antigeno de E. canis, p. €j., un antigeno DIVA de E. canis
o un antigeno de vacuna de E. canis. Los soportes incluyen, por ejemplo, vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno,
dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magletita.

Los anticuerpos de la invencion se pueden utilizar adicionalmente para aislar organismos de E. canis o antigenos de
E. canis por medio de columnas de inmunoafinidad. Los anticuerpos se pueden fijar a un soporte sélido, por ejemplo,
por adsorcion o por medio de un enlace covalente, de modo que los anticuerpos conserven su actividad
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inmunoselectiva. Opcionalmente, se pueden incluir grupos espaciadores para que el sitio de unién al antigeno del
anticuerpo permanezca accesible. Los anticuerpos inmovilizados se pueden utilizar a continuacién para que se unan
a organismos de E. canis o antigenos de E. canis de una muestra, tal como una muestra biolégica que incluya saliva,
suero, esputo, sangre, orina, heces, liquido cefalorraquideo, liquido amniotico, exudado de heridas o tejido. Los
organismos de E. canis o antigenos de E. canis unidos se recuperan de la matriz de la columna, por ejemplo, por
medio de un cambio en el pH.

Los anticuerpos de la invencién también se pueden utilizar en estudios de inmunolocalizaciéon para analizar la
presencia y distribucién de un polipéptido de la invencién durante diversos eventos celulares o condiciones fisiologicas.
Los anticuerpos también se pueden utilizar para identificar moléculas involucradas en la inmunizaciéon pasiva e
identificar moléculas involucradas en la biosintesis de antigenos no proteicos. La identificacion de tales moléculas
puede ser Util en el desarrollo de vacunas. Los anticuerpos de la invencion, incluyendo, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales y anticuerpos de cadena sencilla, se pueden utilizar para controlar el curso de la mejora de una
enfermedad causada por E. canis. Midiendo el aumento o la disminucién de anticuerpos de E. canis especificos para
antigenos de E. canis en una muestra de prueba de un animal, se puede determinar si un régimen terapéutico particular
dirigido a mejorar el trastorno es eficaz. Los anticuerpos se pueden detectar y/o cuantificar utilizando, por ejemplo,
ensayos de union directa tales como RIA, ELISA o transferencia Western.

Deteccion

Los métodos de la invencion se pueden utilizar para detectar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de unién a
antigeno especificos para antigenos de Ehrlichia canis o polinucleétidos de Ehrlichia canis en una muestra de prueba,
tal como una muestra bioldgica, una muestra ambiental o una muestra de laboratorio. Una muestra de prueba puede
comprender potencialmente polinucleétidos de Ehrlichia sp., polinucleétidos de Ehrlichia canis, polipéptidos de
Ehrlichia sp., polipéptidos de Ehrlichia canis, anticuerpos especificos para Ehrlichia sp. y/o anticuerpos especificos
para Ehrlichia canis, polinucleétidos y polipéptidos no relacionados, combinaciones de los mismos, o ninguno de los
anteriores. Una muestra biolégica puede incluir, por ejemplo, suero, sangre, células, plasma, saliva, orina, heces o
tejido de un mamifero tal como un caballo, gato, perro o ser humano. La muestra de prueba se puede tratar, precipitar,
fraccionar, separar, diluir, concentrar o purificar.

En una realizacion, los métodos de la invencién comprenden poner en contacto uno o mas polipéptidos de la invencion
con una muestra de prueba en condiciones que permitan la formacién de complejos de polipéptido/ anticuerpo, es
decir, inmunocomplejos. Es decir, los polipéptidos de la invencién se unen especificamente a anticuerpos especificos
para antigenos de Ehrlichia canis localizados en la muestra. En una realizacion de la invencion, uno o mas polipéptidos
de la invencion se unen especificamente a anticuerpos que son especificos para los antigenos de Ehrlichia canis y no
se unen especificamente a antigenos de otros patdgenos, tales como, por ejemplo, antigenos de Ehrlichia chaffeensis.
Un experto en la técnica esta familiarizado con los ensayos y las condiciones que se utilizan para detectar la union del
complejo de anticuerpo/polipéptido. Se detecta la formacion de un complejo entre polipéptidos y anticuerpos de la
muestra. La formacion de complejos de anticuerpo/polipéptido es una indicacion de que los polipéptidos de Ehrlichia
canis estan presentes en la muestra. La falta de deteccién de los complejos de polipéptido/anticuerpo es una indicacion
de que los polipéptidos de Ehrlichia canis no estan presentes en la muestra.

Los anticuerpos pueden ser utilizados en un método de deteccion de antigenos de Ehrlichia canis obteniendo una
muestra de prueba, p. €j., de un ser humano o animal sospechosos de tener una infeccién por Ehrlichia canis. La
muestra de prueba se pone en contacto con anticuerpos en condiciones que permiten la formacion de complejos de
anticuerpo-antigeno (es decir, inmunocomplejos). Un experto en la técnica es consciente de las condiciones que
permiten y son apropiadas para la formacién de complejos de antigeno/anticuerpo. La cantidad de complejos de
anticuerpo-antigeno se puede determinar mediante una metodologia conocida en la técnica. Un nivel mas alto que el
formado en una muestra de control negativo indica la presencia de antigenos de Ehrlichia canis. Una muestra de
control negativo es una muestra que no comprende ningun polipéptido de Ehrlichia canis. En una realizacion de la
invencion, el control negativo no contiene polipéptidos de Ehrlichia sp. En una realizacion de la invencion, un anticuerpo
es especifico para antigenos de Ehrlichia canis y no es especifico para antigenos de otros patégenos, tales como por
ejemplo, antigenos de Ehrlichia chaffeensis. Alternativamente, un polipéptido de la invencion se puede poner en
contacto con una muestra de prueba. Los anticuerpos especificos para Ehrlichia canis en una muestra de prueba
positiva formaran complejos de antigeno-anticuerpo en condiciones adecuadas. La cantidad de complejos de
anticuerpo-antigeno se puede determinar por medio de métodos conocidos en la técnica.

En una realizacién de la invencion, se puede detectar en un sujeto una infeccidn por Ehrlichia canis. Se obtiene una
muestra bioldgica del sujeto. Uno o mas polipéptidos purificados que consisten en SEQ ID NO: 33 u otros polipéptidos
descritos en la presente memoria se ponen en contacto con la muestra biolégica en condiciones que permiten la
formacién de complejos de polipéptido/anticuerpo. Se detectan los complejos de polipéptido/anticuerpo. La deteccion
de los complejos de polipéptido/anticuerpo es una indicacion de que los anticuerpos especificos para Ehrlichia canis
estan presentes. La falta de deteccion de los complejos de polipéptido/anticuerpo es una indicacion de que el mamifero
no tiene anticuerpos especificos para Ehrlichia canis.

En una realizacién de la invencion, los anticuerpos contra Ehrlichia canis detectados mediante un inmunoensayo de
la invencion son IgG, IgM, IgA, IgD o IgE. En otra realizacion de la invencion, los anticuerpos utilizados para detectar

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2720363 T3

antigenos de Ehrlichia canis son IgG, IgM, IgA, IgD o IgE.

En una realizacién de la invencion, se puede detectar la infeccién por Ehrlichia canis en un sujeto aproximadamente
5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias, 19
dias, 20 dias, 21 dias o mas después de que el sujeto adquiriera la infeccién por Ehrlichia canis. En una realizacion
de la invencion, se puede detectar la infeccion por Ehrlichia canis en un sujeto aproximadamente 21 dias, 20 dias, 19
dias, 18 dias, 17 dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13 dias, 12 dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias, 5
dias o menos después de que el sujeto adquiriera la infeccion por Ehrlichia canis.

En una realizacion de la invencion, el complejo de polipéptido/anticuerpo se detecta cuando un reactivo indicador, tal
como un producto conjugado de enzima, que esta unido al anticuerpo, cataliza una reacciéon detectable.
Opcionalmente, un reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefial se puede aplicar al complejo
de polipéptido/anticuerpo  en  condiciones que permiten la formacion de un complejo de
polipéptido/anticuerpo/indicador. Se detecta el complejo de polipéptido/anticuerpo/indicador. Opcionalmente, el
polipéptido o anticuerpo se pueden marcar con un reactivo indicador antes de la formacion de un complejo de
polipéptido/anticuerpo. El método puede comprender opcionalmente un control positivo o negativo.

En una realizaciéon de la invencién, uno o mas anticuerpos de la invencién estan anclados a una fase sélida o sustrato.
Se anade al sustrato una muestra de prueba que potencialmente comprende una proteina que comprende un
polipéptido de la invencion. Se afiaden uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a los polipéptidos de la
invencion. Los anticuerpos pueden ser los mismos anticuerpos utilizados en la fase sélida o pueden ser de una fuente
o especie diferente y pueden estar unidos a un reactivo indicador, tal como un producto conjugado con enzima. Las
etapas de lavado se pueden realizar antes de cada adicion. Se afiade un cromoforo o sustrato de enzima y se permite
que se desarrolle color. La reaccion de coloracion se detiene y el color se puede cuantificar utilizando, por ejemplo, un
espectrofotometro.

En otra realizacién de la invencion, uno o mas anticuerpos de la invencion estan anclados a una fase sélida o sustrato.
Se anade al sustrato una muestra de prueba que potencialmente comprende una proteina que comprende un
polipéptido de la invencion. Se afiaden segundos anticuerpos anti-especie que se unen especificamente a los
polipéptidos de la invencion. Estos segundos anticuerpos son de una especie diferente que los anticuerpos de la fase
soélida. Se afiaden terceros anticuerpos anti-especie que se unen especificamente a los segundos anticuerpos y que
no se unen especificamente a los anticuerpos de la fase soélida. Los terceros anticuerpos pueden comprender un
reactivo indicador tal como un producto conjugado enzimatico. Las etapas de lavado se pueden realizar antes de cada
adicién. Se afade un cromoforo o sustrato de enzima y se permite que se desarrolle color. La reaccion de coloracion
se detiene y el color se puede cuantificar utilizando, por ejemplo, un espectrofotémetro.

Los ensayos de la invencion incluyen, pero no se limitan a aquellos basados en ensayos de competicion, reaccion
directa o tipo sandwich, que incluyen, pero no se limitan a, ensayo de inmunoabsorcién con enzima ligada (ELISA),
transferencia Western, IFA, radioinmunoensayo (RIA), hemaglutinaciéon (HA), inmunoensayo de polarizacion de
fluorescencia (FPIA) y ensayos de placa de microtitulacion (cualquier ensayo realizado en uno o mas pocillos de una
placa de microtitulacion). Un ensayo de la invencion comprende un ensayo de union cromatografica de flujo reversible,
por ejemplo, un ensayo SNAP®. Véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Num. 5.726.010.

Los ensayos pueden utilizar fases sdlidas o sustratos o se pueden realizar por medio de inmunoprecipitacion o
cualquier otro método que no utilice fases sdlidas. Cuando se utiliza una fase soélida o un sustrato, uno o mas
polipéptidos de la invencion se anclan directa o indirectamente a un soporte sélido o un sustrato, tal como un pocillo
de microtitulacion, una esfera magnética, una esfera no magnética, una columna, una matriz, una membrana, una
esterilla fibrosa compuesta por fibras sintéticas o naturales (p. ej., materiales con una base de vidrio o celulosa o
polimeros termoplasticos, tales como polietileno, polipropileno o poliéster), una estructura sinterizada compuesta por
materiales particulados (p. €j., vidrio o varios polimeros termoplasticos), o una pelicula de membrana moldeada
compuesta por nitrocelulosa, nailon, polisulfona o similares (generalmente de naturaleza sintética). En una realizacion
de la invencién, un sustrato consiste en particulas finas de polietileno sinterizadas, cominmente conocidas como
polietileno poroso, por ejemplo, polietileno poroso de 10-15 micras de Chromex Corporation (Albuguerque, NM). Todos
estos materiales sustrato se pueden utilizar en conformaciones adecuadas, tales como peliculas, laminas o placas, o
se pueden aplicar como recubrimiento, adherir o laminar a portadores inertes apropiados, tales como papel, vidrio,
peliculas plasticas o tejidos. Los métodos adecuados para inmovilizar péptidos sobre fases sdlidas incluyen
interacciones ionicas, hidréfobas, covalentes y similares. La inmovilizacion de uno o mas reactivos de captura de
analitos, p. €j., polipéptidos de E. canis, sobre un dispositivo o soporte solido, se realiza de manera que el reactivo de
captura de analito no sea eliminado mediante lavado por la muestra, el diluyente y/o los procedimientos de lavado. Se
pueden anclar uno o mas reactivos de captura de analitos a una superficie por adsorcion fisica (es decir, sin la
utilizacion de conectores quimicos) o por union quimica (es decir, con el uso de conectores quimicos). La unién quimica
puede generar un anclaje mas fuerte de los reactivos de captura sobre una superficie y proporcionar una orientacion
y conformacién definidas de las moléculas unidas a la superficie.

En un tipo de formato de ensayo, se pueden aplicar como recubrimiento uno o mas polipéptidos sobre una fase soélida
o sustrato. Una muestra de prueba sospechosa de contener anticuerpos anti-Ehrlichia canis o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos se incuba con un reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefial
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conjugado con anticuerpos o fragmentos de anticuerpo especificos para Ehrlichia canis durante un tiempo y en
condiciones suficientes para formar complejos de antigeno/anticuerpo de cualquiera de los anticuerpos de la muestra
de prueba para los polipéptidos de la fase solida o el compuesto reactivo indicador conjugado con un anticuerpo
especifico para los polipéptidos de Ehrlichia canis de la fase sélida. La reduccién en la union del reactivo indicador
conjugado con anticuerpos anti-Ehrlichia canis a la fase soélida se puede medir cuantitativamente. Una reduccion
medible en la sefial en comparacion con la sefial generada a partir de, p. €j., una muestra de prueba negativa para
Ehrlichia canis confirmada indica la presencia de anticuerpos anti-Ehrlichia canis en la muestra de prueba. Este tipo
de ensayo puede cuantificar la cantidad de anticuerpos anti-Ehrlichia canis en una muestra de prueba.

En otro tipo de formato de ensayo, uno o mas polipéptidos de la invencién se aplican como recubrimiento sobre un
soporte o sustrato. Un polipéptido de la invencion se conjuga con un reactivo indicador y se afiade a una muestra de
prueba. Esta mezcla se aplica al soporte o sustrato. Si los anticuerpos especificos para Ehrlichia canis estan presentes
en la muestra de prueba, uniran los uno o mas polipéptidos conjugados a un reactivo indicador y a los uno o mas
polipéptidos inmovilizados sobre el soporte. A continuacion se puede detectar el complejo de
polipéptido/anticuerpo/indicador. Este tipo de ensayo puede cuantificar la cantidad de anticuerpos anti-Ehrlichia canis
en una muestra de prueba.

En otro tipo de formato de ensayo, uno o mas polipéptidos de la invencién se aplican como recubrimiento sobre un
soporte o sustrato. La muestra de prueba se aplica al soporte o sustrato y se incuba. Los componentes no unidos de
la muestra se eliminan mediante lavado del soporte sélido con una solucion de lavado. Si se encuentran presentes
anticuerpos especificos para Ehrlichia canis en la muestra de prueba, se uniran al polipéptido aplicado como
recubrimiento sobre la fase solida. Este complejo de polipéptido/anticuerpo se puede detectar utilizando un segundo
anticuerpo especifico de especie que se conjuga con un reactivo indicador. El complejo indicador de
polipéptido/anticuerpo/anticuerpo anti-especie se puede detectar a continuacion. Este tipo de ensayo puede cuantificar
la cantidad de anticuerpos anti-Ehrlichia canis en una muestra de prueba.

Otra realizacion de la invencion proporciona un dispositivo que es adecuado para un ensayo de flujo lateral. Por
ejemplo, se afiade una muestra de prueba a una matriz de flujo en una primera regién (una zona de aplicacion de
muestra). La muestra de prueba es transportada en una ruta de flujo de fluido por accién capilar a una segunda region
de la matriz de flujo donde una marca capaz de unirse y formar un primer complejo con un analito en la muestra de
prueba. El primer complejo se lleva a una tercera region de la matriz de flujo, donde un polipéptido de E. canis esta
inmovilizado en una ubicacion distinta. Se forma un segundo complejo entre un polipéptido inmovilizado y el primer
complejo que incluye el anticuerpo de la muestra. Por ejemplo, un primer complejo que comprende una particula de
sol de oro y un polipéptido de E. canis unido a un anticuerpo contra E. canis se uniran especificamente y formaran un
segundo complejo con un segundo polipéptido de E. canis inmovilizado o con un segundo anticuerpo dirigido a
anticuerpos contra E. canis. La marca que forma parte del segundo complejo se puede visualizar directamente.

En otro aspecto, la invencion incluye uno o mas reactivos de unién especificos marcados que se pueden mezclar con
una muestra de prueba antes de la aplicacién a un dispositivo de la invencién. En este caso, no es necesario tener
reactivos de union especificos marcados depositados y secados sobre un lecho de reactivo de unién especifica en el
dispositivo. Un reactivo de unién especifica marcado, ya sea afiadido a una muestra de prueba o pre-depositado sobre
el dispositivo, puede ser, por ejemplo, un anticuerpo marcado que se une especificamente a un anticuerpo contra E. canis.

Un antigeno DIVA de E. canis o un antigeno de vacuna de E. canis, p. €j., un polipéptido, puede ser un reactivo de
captura de analito inmovilizado en una zona de reaccion (fase solida). Un segundo reactivo de captura de analito, p.
€j., un anticuerpo anti-IgG o anti-IlgM, que ha sido conjugado con una marca, se puede afiadir a la muestra antes de
afiadir la muestra al dispositivo, o se puede incorporar el segundo reactivo de captura de analito al dispositivo. Por
ejemplo, el reactivo de unidn especifica marcado se puede depositar y secar sobre una trayectoria de flujo de fluido
que proporciona comunicacion de fluido entre la zona de aplicaciéon de la muestra y la fase solida. El contacto del
reactivo de unién especifico marcado con la muestra de fluido da como resultado la disolucién del reactivo de unién
especifica marcado.

El dispositivo también puede incluir un reactivo liquido que transporta el material no unido (p. ej., muestra de fluido
que no ha reaccionado y reactivos de union especifica no unidos) lejos de la zona de reaccion (fase soélida). Un reactivo
liquido puede ser un reactivo de lavado y servir solo para eliminar el material no unido de la zona de reaccion, o puede
incluir un reactivo detector y servir tanto para eliminar el material no unido como para facilitar la deteccién de analitos.
Por ejemplo, en el caso de un reactivo de union especifica conjugado con una enzima, el reactivo detector incluye un
sustrato que produce una sefial detectable tras la reaccién con el producto conjugado de enzima-anticuerpo en la zona
reactiva. En el caso de un reactivo de unién especifica marcado conjugado con una molécula radiactiva, fluorescente
o absorbente de luz, el reactivo detector actia simplemente como una solucién de lavado que facilita la deteccion de
la formacion del complejo en la zona reactiva al eliminar el reactivo marcado no unido.

Dos o mas reactivos liquidos pueden estar presentes en un dispositivo, por ejemplo, un dispositivo puede comprender
un reactivo liquido que actia como un reactivo de lavado y un reactivo liquido que actia como un reactivo detector y
facilita la deteccion de analitos.

Un reactivo liquido puede incluir adicionalmente una cantidad limitada de un "inhibidor", es decir, una sustancia que
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bloguea el desarrollo del producto final detectable. Una cantidad limitada es una cantidad de inhibidor suficiente para
bloquear el desarrollo del producto final hasta que la mayor parte o todo el material no unido en exceso se transporta
fuera de la segunda regiéon, momento en el cual se produce el producto final detectable.

La formacion de un complejo de polipéptido/anticuerpo o un complejo de polipéptido/anticuerpo/indicador se puede
detectar mediante, por ejemplo, métodos radiométricos, colorimétricos, fluorométricos, de separacion por tamario o de
precipitacion. Opcionalmente, la deteccion de un complejo de polipéptido/anticuerpo es mediante la adicion de un
anticuerpo secundario que se acopla a un reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefial. Los
reactivos indicadores que comprenden compuestos generadores de sefial (marcas) asociados con un complejo de
polipéptido/anticuerpo se pueden detectar utilizando los métodos descritos anteriormente e incluyen agentes
cromogénicos, catalizadores tales como productos conjugados enzimaticos, compuestos fluorescentes tales como
fluoresceina y rodamina, compuestos quimioluminiscentes tales como dioxetanos, acridinios, fenantridinios, rutenio y
luminol, elementos radiactivos, marcas visuales directas, asi como cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y
similares. Los ejemplos de productos conjugados enzimaticos incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano
picante, beta-galactosidasa y similares. La seleccion de una marca en particular no es critica, pero ésta sera capaz de
producir una sefial por si misma o junto con una o mas sustancias adicionales.

La formacioén del complejo es indicativa de la presencia de anticuerpos anti-Ehrlichia canis en una muestra de prueba.
Por lo tanto, los métodos de la invencion se pueden utilizar para diagnosticar una infeccion por Ehrlichia canis en un
animal.

Los métodos de la invencion también pueden indicar la cantidad o cuantia de anticuerpos anti-Ehrlichia canis en una
muestra de prueba. Con muchos reactivos indicadores, tales como los productos conjugados de enzimas, la cantidad
de anticuerpo presente es proporcional a la sefial generada. Dependiendo del tipo de muestra de prueba, ésta se
puede diluir con un reactivo de tampon adecuado, concentrar o poner en contacto con una fase sélida sin ninguna
manipulacion. Por ejemplo, generalmente se prefiere someter a prueba muestras de suero o plasma que previamente
se hayan diluido, o especimenes concentrados tales como orina, para determinar la presencia y/o cantidad de
anticuerpo presente.

La invencion se puede utilizar adicionalmente en relacion con kits de ensayo (p. €j., articulos de fabricacion) para
detectar anticuerpos anti-Ehrlichia canis o fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno, o polipéptidos de Ehrlichia
canis en una muestra. Un kit comprende uno o mas polipéptidos de la invencién y medios para determinar la uniéon del
polipéptido a anticuerpos anti-Ehrlichia canis o fragmentos de anticuerpos de la muestra. Un kit o articulo de fabricacion
también puede comprender uno o mas anticuerpos o fragmentos de anticuerpos y medios para determinar la unién de
los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos a polipéptidos de Ehrlichia canis en la muestra. Un kit puede comprender
un dispositivo que contiene uno o mas polipéptidos o anticuerpos e instrucciones para el uso de los uno o mas
polipéptidos o anticuerpos, p. €j., para la identificacion de una infeccion por Ehrlichia canis en un mamifero. El kit
también puede comprender material de envasado que comprende una marca que indica que uno o mas polipéptidos
o anticuerpos del kit se pueden utilizar para la identificacién de una infeccidon por Ehrlichia canis. Otros componentes
tales como tampones, estabilizadores, controles positivos, controles negativos, reactivos detectores y similares,
conocidos por los expertos en la técnica, se pueden incluir en tales kits de prueba. Los polipéptidos, anticuerpos,
ensayos Y kits son utiles, por ejemplo, en el diagndstico de casos individuales de infeccion por Ehrlichia canis en un
paciente, asi como en estudios epidemioldgicos de brotes de Ehrlichia canis. Las cantidades relativas de los diversos
reactivos se pueden variar, para proporcionar concentraciones en solucion de los reactivos que optimicen
sustancialmente la sensibilidad del ensayo. En particular, los reactivos se pueden proporcionar en forma de polvos
secos, generalmente liofilizados, que en disolucién proporcionaran una solucién de reactivo que tenga las
concentraciones apropiadas para combinar con una muestra.

Los polipéptidos y los ensayos de la invencion se pueden combinar con otros polipéptidos o ensayos para detectar la
presencia de Ehrlichia canis junto con otros organismos. Por ejemplo, los polipéptidos y los ensayos de la invencion
se pueden combinar con reactivos que detectan dirofilaria y/o Borrelia burgdorferi ylo Ehrlichia chaffeensis ylo
Anaplasma Platys y/o Anaplasma phagocytophilum.

Se pueden utilizar polinucleétidos para detectar la presencia de polinucleétidos de Ehrlichia canis en una muestra. Los
polinucleétidos se pueden utilizar para detectar polinucleétidos de Ehrlichia canis en una muestra por una simple
reaccion de hibridacion y también se pueden utilizar, p. ej., en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) tales
como una reaccion de PCR en tiempo real. Los métodos y composiciones de la invencion también se pueden utilizar
para detectar diferencialmente la presencia Ehrlichia canis de otra Ehrlichia sp., tal como Ehrlichia chaffeensis.

Los ensayos de PCR estan bien descritos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos
Num. 4.683.195; la Patente de Estados Unidos Num. 4.683.202; la Patente de Estados Unidos Num. 4.965.188. En
general, los cebadores polinucleotidicos se reasocian a hebras desnaturalizadas de un acido nucleico diana. Los
productos de extension de cebadores se forman por polimerizacion de desoxinucledsidos trifosfato por medio de una
polimerasa. La PCR implica a continuacién ciclos repetitivos de desnaturalizacion del acido nucleico molde,
reasociacion del cebador y extension de los cebadores reasociados por la accion de una polimerasa termoestable. El
procedimiento da como resultado una amplificacion exponencial de los acidos nucleicos diana de Ehrlichia canis en la
muestra de prueba, lo que permite la deteccion de polinucledtidos diana existentes en concentraciones muy bajas en

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2720363 T3

una muestra.

Los ensayos de PCR en tiempo real se basan en la deteccion de una sefial, p. €j., una sefial indicadora fluorescente.
Esta sefial aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto de PCR en una reaccion. La PCR en tiempo real
es cualquier técnica de amplificacién que permita controlar la evoluciéon de una reaccion de amplificacién en curso.
Véanse, Quantitation of DNA/RNA Using Real-Time PCR Detection, Perkin Elmer Applied Biosystems (1999); PCR
Protocols (Academic Press Nueva York, 1989). Al registrar la cantidad de emision de fluorescencia en cada ciclo, es
posible controlar la reaccién de PCR durante la fase exponencial, donde el primer aumento significativo en la cantidad
de producto de PCR se correlaciona con la cantidad inicial del molde diana. Cuanto mayor sea el nimero de copias
de partida de la diana del acido nucleico, mas pronto se observara un aumento significativo en la fluorescencia.

En la presente memoria se contempla un método para detectar y/o cuantificar polinucleétidos de Ehrlichia canis en
una muestra de prueba. Los cebadores efectores y los cebadores antisentido se pueden afiadir a una muestra de
prueba en condiciones adecuadas para una reaccién en cadena de la polimerasa. Los cebadores hibridan con
polinucleétidos de Ehrlichia canis de manera que se forma un producto de amplificacion si los polinucleétidos de
Ehrlichia canis estan presentes en la muestra de prueba. Se detectan productos de amplificacion y se determina la
presencia y/o cantidad de polinucleétidos de Ehrlichia canis. Los productos de amplificacion se pueden detectar con
una sonda polinucleotidica que hibrida, en condiciones adecuadas para una reaccion en cadena de la polimerasa, con
una secuencia de polinucleétidos de Ehrlichia canis. El producto de amplificacion se puede cuantificar midiendo una
sefial de deteccion de la sonda y comparando dicha sefial de deteccién con una segunda sefial de deteccion de una
sonda a partir de un patrén de cuantificacion. El patrén de cuantificacién se puede extraer en paralelo con la muestra
de prueba.

Métodos de tratamiento, mejora o prevencion de una enfermedad causada por E. canis

Se podria utilizar un polipéptido DIVA de la invencion o un polinucledtido o anticuerpo para tratar, mejorar o prevenir
una enfermedad causada por E. canis. Sin embargo, si se utiliza un polipéptido DIVA para tratar, mejorar o prevenir
una enfermedad causada por E. canis, posteriormente éste no podria utilizarse como un polipéptido DIVA para la
deteccion y diferenciacion de animales infectados, no vacunados y vacunados, ya que el sistema inmunitario de un
animal vacunado podria reconocer el antigeno DIVA utilizado para la vacunacién. Sin embargo, todavia se puede
utilizar como antigeno DIVA de E. canis un polipéptido DIVA que no presente reaccion cruzada con anticuerpos contra
el polipéptido DIVA utilizado para el tratamiento, la mejora o la prevencion de una enfermedad causada por E. canis.

Por ejemplo, si se utiliza SEQ ID NO: 2 o un fragmento del mismo como una vacuna, en ese caso se pueden utilizar
SEQID NO: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 o combinaciones
de los mismos como un polipéptido DIVA, si no presentan reaccién cruzada con anticuerpos especificos para SEQ ID
NO: 2. Actualmente, ninguno de SEQ ID NO: 10, 22-33 se utiliza en una vacuna comercial de subunidades contra E.
canis comercial y SEQ ID NO: 10, 22-33 no detectan anticuerpos especificos de E. canis en animales vacunados con
células de E. canis completas inactivadas. Por lo tanto, la seleccién del polipéptido DIVA no es actualmente un
problema. Sin embargo, los expertos en la técnica son conscientes de la composicién de las vacunas contra E. canis.
Si una vacuna de subunidades contra E. canis comercial comprendiera SEQ ID NO: 10,22-33, un experto en la técnica
evitaria el uso de SEQ ID NO: 10, 22-33 (si fuera necesario debido a la generacion de anticuerpos contra E. canis
especificos para SEQ ID NO: 10, 22-33) para diferenciar el estado de vacunacion y en su lugar utilizarian otros
antigenos DIVA de E. canis.

Por lo tanto, se podrian utilizar polipéptidos, polinucledtidos y anticuerpos DIVA de dos maneras diferentes: (1) como
composiciones para la prevencion, tratamiento o mejora de una enfermedad o infeccion causada por E. canis; y (2)
como antigeno DIVA de E. canis para la deteccion y diferenciacion de animales que estan vacunados; no vacunados;
infectados o no infectados por E. canis.

Los polipéptidos de la invencion o polinucledtidos y anticuerpos se pueden utilizar para tratar, mejorar o prevenir una
enfermedad causada por E. canis. Por ejemplo, un anticuerpo, tal como un anticuerpo monoclonal o fragmentos del
mismo, se puede administrar a un animal, tal como un ser humano. En una realizacién de la invencion, un anticuerpo
o fragmento del mismo se administra a un animal en una composicion farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable. Una composicién farmacéutica comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo o fragmentos del mismo. Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz para aliviar los
sintomas de infeccion por E. canis o para reducir la cantidad de organismos de E. canis en un sujeto.

Los polipéptidos de la invencion o polinucledtidos pueden estar presentes en una composicion inmunogénica y se
pueden utilizar para provocar una respuesta inmunitaria en un anfitrion. Una composicién inmunogénica es capaz de
inducir una respuesta inmunitaria en un animal. Un polipéptido inmunogénico de la invencién o composicion
polinucleotidica es particularmente util para sensibilizar un sistema inmunitario de un animal de tal manera que, como
resultado, se produzca una respuesta inmunitaria que mejore o evite el efecto de la infeccion por E. canis. La
provocacion de una respuesta inmunitaria en un modelo animal puede ser Util para determinar, por ejemplo, las dosis
o las vias de administracién 6ptimas. La provocacion de una respuesta inmunitaria también se puede utilizar para
tratar, prevenir o mejorar una enfermedad o infeccién causada por E. canis. Una respuesta inmunitaria incluye
respuestas inmunitarias humorales o respuestas inmunitarias mediadas por células, o una combinacién de las mismas.
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Una respuesta inmunitaria también puede comprender la promocion de una respuesta generalizada del anfitrion, p.
€j., promoviendo la produccién de defensinas.

La generacion de un titulo de anticuerpos por un animal contra E. canis puede ser importante en la proteccion contra
lainfeccion y el aclaramiento de la infeccion. Se pueden utilizar la deteccién y/o cuantificacion de titulos de anticuerpos
después del suministro de un polipéptido o polinucleétido para identificar epitopos que son particularmente eficaces
en la obtencion de titulos de anticuerpos. Los epitopos responsables de una fuerte respuesta de anticuerpos a E. canis
se pueden identificar provocando anticuerpos dirigidos contra polipéptidos de E. canis de diferentes longitudes. Los
anticuerpos provocados por un epitopo polipeptidico particular se pueden someter a prueba utilizando, por ejemplo,
un ensayo ELISA para determinar qué polipéptidos contienen epitopos que son mas eficaces para generar una
respuesta fuerte. Los polipéptidos o proteinas de fusidn que contienen estos epitopos o polinucleétidos que codifican
los epitopos se pueden construir a continuacion y se pueden utilizar para provocar una fuerte respuesta de anticuerpos.

Se puede administrar un polipéptido de la invencion, polinucleétido o anticuerpo a un mamifero, tal como un ratén,
conejo, cobaya, macaco, babuino, chimpancé, ser humano, vaca, oveja, cerdo, caballo, perro, gato o a animales tales
como pollos o patos, para obtener anticuerpos in vivo. La inyeccién de un polinucleétido tiene las ventajas practicas
de la simplicidad de construccion y modificacion.

Adicionalmente, la inyeccion de un polinucledtido da como resultado la sintesis de un polipéptido en el anfitrion. Por
lo tanto, el polipéptido se presenta al sistema inmunitario del anfitrién con modificaciones postraduccionales, estructura
y conformacién nativas. Un polinucleétido se puede suministrar a un sujeto en forma de "ADN desnudo".

La administracién de un polinucleétido, polipéptido o anticuerpo se puede realizar por cualquier medio conocido en la
técnica, incluyendo la inyeccion intramuscular, intravenosa, intrapulmonar, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal
0 subcutanea, aerosol, intranasal, bomba de infusién, supositorio, mucosa, topica y oral, incluyendo la inyeccion con
una pistola balistica bioldgica ("pistola génica"). Un polinucleétido, polipéptido o anticuerpo puede ir acompafado de
un portador proteico para la administracién oral. También se puede utilizar una combinacién de métodos de
administracion para provocar una respuesta inmunitaria. Los anticuerpos se pueden administrar a una dosis diaria de
aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg. En una realizacion de la invencion, los anticuerpos se
administran a una dosis diaria de aproximadamente 20 a aproximadamente 100 mg.

Los portadores y diluyentes farmacéuticamente aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R. Gennaro ed. (1985)). El
portador no debe inducir por si mismo la produccién de anticuerpos nocivos para el anfitrion. Tales portadores incluyen,
pero no se limitan a, macromoléculas grandes, de metabolismo lento, tales como proteinas, polisacaridos tales como
SEPHAROSE® funcionalizado con latex, agarosa, celulosa, esferas de celulosa y similares, poli(acidos lacticos),
poli(acidos glicolicos), aminoacidos poliméricos tales como poli(acido glutamico), polilisina y similares, copolimeros de
aminoacidos, peptoides, lipitoides y particulas virales o células bacterianas inactivas y avirulentas. Los liposomas,
hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables y bioadhesivos también se pueden utilizar como un portador
para una composicion de la invencion.

Las sales farmacéuticamente aceptables también se pueden utilizar en composiciones de la invencion, por ejemplo,
sales minerales tales como hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos o sulfatos, asi como sales de acidos organicos tales
como acetatos, propionatos, malonatos o benzoatos. Los sustratos de proteinas especialmente utiles son albuminas
de suero, hemocianina de lapa californiana, moléculas de inmunoglobulina, tiroglobulina, ovoalbumina, toxoide
tetanico y otras proteinas bien conocidas por los expertos en la técnica. Las composiciones de la invencion también
pueden contener liquidos o excipientes, tales como agua, solucién salina, solucion salina tamponada con fosfato,
solucion de Ringer, solucion de Hank, glucosa, glicerol, dextrosa, malodextrina, etanol o similares, solos o combinados,
asi como sustancias tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes de ajuste de tonicidad,
detergentes o agentes de tamponamiento del pH. También se pueden utilizar agentes activos adicionales, tales como
agentes bactericidas.

Si se desea, se pueden incluir en la composicién de la invencion moléculas coestimuladoras que mejoren la
presentacion del inmundgeno a los linfocitos, tales como B7-1 o B7-2, o citoquinas tales como MIP1a, GM-CSF, IL-2
e |IL-12. Opcionalmente, también se pueden incluir en la composicién coadyuvantes. Los coadyuvantes son sustancias
que se pueden utilizar para aumentar de manera no especifica una respuesta inmunitaria especifica. En general, se
mezclan un coadyuvante y un polipéptido de la invencién antes de la presentacion al sistema inmunitario, o se
presentan por separado, pero se presentan en el mismo sitio del animal. Los coadyuvantes pueden incluir, por ejemplo,
coadyuvantes oleosos (p. €j., coadyuvantes completos e incompletos de Freund), sales minerales (p. €j., Alk(SO4);
AINa(SOs4)2, AINH4(SO4), silice, alumbre, Al(OH)s y Cas(PO4)2), polinucledtidos (es decir acidos poli-IC y poli-AU) y
ciertas sustancias naturales (p. €j., cera D de Mycobacterium tuberculosis, asi como las sustancias que se encuentran
en Corynebacterium parvum, Bordetella pertussis y miembros del género Brucella. Los coadyuvantes que se pueden
utilizar incluyen, pero no se limitan a MF59-0, hidréxido de aluminio, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-
MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11637), conocida como nor-MDP, N-acetilmuramil-L-alanil-
D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, denominada MTP-
PE), y RIBI, que contiene tres componentes extraidos de bacterias, monofosforil lipido A, dimicolato de trehalosa y
esqueleto de la pared celular (MPL+TDM+CWS) en una emulsién de escualeno/TWEEN® 80 al 2%.
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Las composiciones de la invencion se pueden formular en comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, formulaciones inyectables, enjuagues bucales, dentifricos y
similares. El porcentaje de uno o mas polipéptidos, polinucleétidos o anticuerpos de la invencién en tales
composiciones y preparaciones puede variar de 0,1% a 60% del peso de la unidad.

La administracion de polipéptidos, polinucleétidos o anticuerpos puede provocar una respuesta inmunitaria en el
animal que dura por lo menos 1 semana, 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afio o mas. Opcionalmente, se puede mantener
una respuesta inmunitaria en un animal al administrar una o mas inyecciones de refuerzo del polipéptido, polinucleétido
o anticuerpos 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afio o mas después de la inyeccion principal. Si se desea, también se
pueden proporcionar moléculas coestimuladoras o coadyuvantes antes, después o junto con las composiciones.

Una composicién de la invencién que comprende un polipéptido, polinucleétido, anticuerpo o una combinacion de los
mismos se administra de una manera compatible con la composicion concreta utilizada y en una cantidad que es
eficaz para provocar una respuesta inmunitaria detectada, por ejemplo, por un ELISA. Un polinucledtido se puede
inyectar por via intramuscular a un mamifero, tal como un babuino, un chimpancé, un perro o un ser humano, a una
dosis de 1 ng/kg, 10 ng/kg, 100 ng/kg, 1.000 ng/kg, 0,001 mg/kg , 0,1 mg/kg, o 0,5 mg/kg. El polipéptido o anticuerpo se
puede inyectar por via intramuscular a un mamifero en una dosis de 0,01, 0,05, 0,5, 0,75, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 5 0 10 mg/kg.

Los polipéptidos, polinucleétidos o anticuerpos, o una combinacién de los mismos, se pueden administrar a un animal
que no esté infectado con E. canis o se pueden administrar a un animal infectado con E. canis. Las dosis particulares
de polinucleétidos, polipéptidos o anticuerpos en una composicion dependeran de muchos factores que incluyen, pero
no se limitan a, la especie, la edad, el género, la medicacion concurrente, el estado general del mamifero al que se
administra la composicion y el modo de administracion de la composicion. La cantidad eficaz de la composicion de la
invencion se puede determinar facilmente utilizando solo experimentacion de rutina.

También se proporciona un método de control de una infeccién por E. canis en un paciente. El método incluye
determinar el nivel de anticuerpos anti-E. canis en una muestra de un fluido bioldgico de un paciente que sufre o que
corre riesgo de infeccion por E. canis en un primer momento utilizando polipéptidos de la invencion. El nivel de
anticuerpos anti-E. canis se determina en una o mas muestras del fluido biolégico del paciente en uno o mas puntos
temporales diferentes. Los niveles de anticuerpos anti-E. canis se determinan en diferentes puntos de tiempo de
manera que se controla la infecciéon por E. canis. El nivel o cantidad de anticuerpos anti-E. canis proporcionan una
indicacion del éxito del tratamiento o la terapia, o de la progresion de la infeccion.

Todas las patentes, solicitudes de patentes y otros escritos cientificos o técnicos mencionados en cualquier parte de
la presente memoria se incorporan como referencia en su totalidad. La invencion descrita ilustrativamente en la
presente memoria de manera adecuada se puede poner en practica en ausencia de cualquier elemento o elementos,
limitacién o limitaciones que no se describen especificamente en la presente memoria. Por lo tanto, por ejemplo, en
cada caso en la presente memoria, cualquiera de los términos "que comprende”, "que consiste esencialmente en", y
"que consiste en" se puede reemplazar por cualquiera de los otros dos términos, a la vez que mantienen sus
significados ordinarios. Los términos y expresiones que se han empleado se utilizan como términos de descripcion y
no de limitacion, y no hay intencion de que en el uso de tales términos y expresiones se excluyan los equivalentes de
las caracteristicas mostradas y descritas o partes de los mismos, pero se reconoce que son posibles varias
modificaciones dentro del alcance de la invencién reivindicada. Por lo tanto, se debe entender que, aunque la presente
invencion ha sido especificamente descrita por medio de realizaciones, los expertos en la técnica pueden recurrir a
las caracteristicas opcionales, la modificacién y la variaciéon de los conceptos descritos en la presente memoria, y que
tales modificaciones y variaciones se consideran dentro del alcance de esta invencion tal como se define en la
descripcion y en las reivindicaciones adjuntas.

Ademas, cuando las caracteristicas o aspectos de la invencion se describen en términos de grupos de Markush u otra
agrupacion de alternativas, los expertos en la técnica reconoceran que la invencion también se describe en términos
de cualquier miembro individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush u otro grupo.

Ejemplos
Ejemplo 1 Preparacion de E. canis inactivada con formalina para la inmunizacién en perros

Se hizo crecer E. canis en cultivo de células caninas utilizando los métodos descritos en la bibliografia. Véase, p. €j.,
Breitschwerdt, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 1998, Vol. 42:362-368. Utilizando microscopia Optica, se
estimo que las células 030 resultaban infectadas en mas de 80% por E. canis. Se recogieron dos litros de cultivo
celular infectado por E. canis, se centrifugaron y el sedimento se conservo proporcionando 7,31 g de material (peso
himedo). Se presume que el agua representa 80% del peso del material, lo que proporciona un peso seco estimado
de 1,462 gramos (20% del peso del material). El sedimento celular se resuspendié a 20 mg/ml en PBS (peso seco)
para un volumen total de 73 ml.

A este sedimento celular resuspendido, se le afiadieron 0,73 ml de solucién de formalina (Catalogo Sigma HT50-1-2
Solucién de Formalina al 10%, tamponada neutra) para una concentracion final de formaldehido de 0,04%. La solucién
se agito durante la noche a 4°C. La mezcla inactivada se centrifugd y se conservé el sedimento celular. El sedimento
se lavo por resuspension en 250 ml de PBS. El material se recogio por centrifugacion y el lavado se repitié una vez.
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El sedimento celular lavado se resuspendié en 73 ml de PBS. La muestra se dividié en alicuotas en 73 viales con
tapon de rosca y se congeld a -80°C. Cada vial contiene 20 mg (peso seco) de cultivo celular de E. canis inactivada
con formalina, adecuada para combinar con el coadyuvante apropiado para la inmunizacién en animales.

Ejemplo 2

Preparacion de E. canis inactivada con formalina con dos coadyuvantes diferentes, protocolo para la
inmunizacién de perros beagle con antigeno de E. canis, y prueba de sueros de perros beagle inmunizados
utilizando SNAP® 3Dx®.

La preparacion de antigeno con coadyuvante de hidréxido de aluminio es un mecanismo bien conocido por los expertos
en la técnica. Por ejemplo véase "Antibodies, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Press, 1988, pag. 99.

Para la inmunizacion en perros (perros beagle de laboratorio), se prepararon dos conjuntos de dosis con coadyuvante
de hidréxido de aluminio preparado como se describe anteriormente y se prepararon dos conjuntos de dosis con
coadyuvante Ribi (Corixa Corp., Seattle WA) utilizando el protocolo descrito por el fabricante. Cada dosis contenia
aproximadamente 20 mg de cultivo celular de E. canis inactivada con formalina (peso seco).

Se seleccionaron perros beagle de laboratorio mantenidos en perreras para la inmunizacion con el antigeno de E.
canis inactivado con formalina. A dos grupos de dos perros cada uno; utilizando en cada grupo un coadyuvante
diferente, se les administrd preparacion de E. canis inactivada con formalina (6xido de aluminio o Ribi). El dia 0, se
encontré que los 4 perros eran seronegativos utilizando tanto el diagndstico SNAP® 3Dx® como el analisis de
transferencia Western utilizando el organismo E. canis.

El comité IACUC de Covance Research Products Inc. aprobo el protocolo para la inmunizacion de los perros beagle
de laboratorio. Los perros fueron vacunados los dias 0, 28 y 56, y se tomaron muestras de 1 ml semanales que se
controlaron utilizando SNAP® 3Dx®. A todos los perros se les administraron dosis del articulo de prueba apropiado
por via subcutanea en el area dorsoescapular. Los cuatro animales experimentaron seroconversion a una prueba
positiva en E. canis SNAP®3Dx® sobre el dia 42. Las extracciones de sangre de produccion se tomaron los dias 42
y 70 (aproximadamente 50 ml de sangre que produjo aproximadamente 25 ml de suero).

La Figura 1 muestra la evaluacién del Ensayo SNAP®3Dx® de los perros beagle de laboratorio. El dispositivo SNAP®
se utilizé como describe el fabricante. La muestra "Pre" es del dia 0. La muestra "Post" es del dia 42. La mancha
positiva para E. canis se vuelve positiva en los 4 perros para la muestra del dia 42. Se observaron resultados similares
para la muestra del dia 70.

Los experimentos con una tercera vacuna que comprende un tercer coadyuvante, BCG (Calbiochem de EMD
Biosciences, Inc. San Diego, CA) revelaron resultados similares. La preparacion de la tercera vacuna fue idéntica a
las preparaciones descritas para la vacuna con coadyuvante Ribi descrita anteriormente, excepto que: 1) la
inactivacion con formalina fue de 24 horas a 4 C, y 2) se afadié 1 mg de BCG. El calendario de vacunacion fue el dia
0, el dia 14, con tomas de muestras de sangre semanales analizadas para determinar la reactividad con proteinas de
E. canis.

Ejemplo 3 Enriquecimiento de E. canis del cultivo celular utilizando gradientes PERCOLL®.

Para el aislamiento del ADN y el analisis de transferencia Western, E. canis se enriquecio a partir de cultivo celular
utilizando gradientes de densidad PERCOLL®. El proceso de aislamiento de patégenos intracelulares del cultivo
celular, tal como Ehrlichia, es un mecanismo bien conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, véase Akira et
al. (1982) Purification of Rickettsia tsutsugamushi by PERCOLL® density gradient centrifugation, Microbiol. Immunol.,
26: 321-328.

Un enriquecimiento de E. canis tipico comenzo con 1,5 litros de cultivo de células infectadas (véase mas arriba). Las
células se centrifugaron a 6.000 x g, el sedimento celular se conservé y el sobrenadante se descartd. El sedimento
celular se resuspendié en 20 ml de PBS, seguido de una segunda centrifugacion. El sobrenadante se descartd y el
sobrenadante se conservo. El sedimento se resuspendié a continuacién en 20 ml de PBS, se traté con ultrasonidos
durante 5 segundos a 20 kHz, con un ajuste de potencia a 1,5 utilizando un sonicador Branson. La muestra se
centrifugd después a 500 x g durante 5 minutos para sedimentar los desechos grandes.

Se afiadi6 PERCOLL® al sobrenadante a una concentracion final de 32% (4,5 ml de PERCOLL® con 10 ml de
muestra). La muestra se cargd en tubos Oak Ridge compatibles con un rotor de ultracentrifuga de 70,1 Ti y se
centrifugd durante 30 minutos a 63.000 x g. La banda opaca se recogioé utilizando una pipeta Pasteur. La banda opaca
esta altamente enriquecida en Ehrlichia (confirmado utilizando microscopia 6ptica de la muestra recogida). Después
de una dilucion 1:4 con PBS, la muestra se dividié en alicuotas y se centrifugé a 12.000 x g. El sobrenadante fue
descartado y sedimento de Ehrlichia se almacend -80°C.

Ejemplo 4 Ensayo de sueros o plasma de perros vacunados e infectados por transferencia Western

El uso del analisis en gel SDS-PAGE unidimensional y el analisis en gel bidimensional (isoelectroenfoque de 12
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dimension, SDS-PAGE de 22 dimensién) es bien conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo véase Current
Protocols in Molecular Biology, eds. F.M. Ausubel et al., John Wiley & Sons Inc., 1997, paginas 10.2.2-10.3.11. El uso
de transferencias Western para analizar proteinas separadas utilizando estos métodos es bien conocido por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, véase Current Protocols in Molecular Biology, eds. F.M. Ausubel et al., John Wiley
& Sons Inc., 1997, paginas 10.8.1-10.8.116.

El trabajo inicial se llevé a cabo utilizando el analisis Western de proteinas separadas con geles 1D (datos no
mostrados), seguido del andlisis Western de proteinas separadas utilizando geles 2D. Las proteinas de E. canis
completa recogidas de cultivos celulares se analizaron utilizando electroforesis en gel 2D (materiales y reactivos
utilizados segun lo descrito por el fabricante; Bio-Rad Life Sciences Research, Hercules, CA 94547). La cantidad de
muestra a cargar por gel se determiné empiricamente (véase la Figura 2). Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa
y se sondaron con sueros caninos de perros beagle de laboratorio el dia 0, perros vacunados con antigeno de E. canis
inactivado con formalina (véase mas arriba), o sueros de animales infectados por E. canis (véanse las Figuras 3, 4 y 5).

Se aislaron suero y plasma caninos positivos de perros infectados por E. canis. La infeccion por E. canis se verifico
mediante un analisis Western de los linfocitos recogidos de la sangre completa de estos perros y se confirmé mediante
el uso del ensayo IDEXX SNAP®3Dx® con suero o plasma caninos (disponible comercialmente de IDEXX Laboratories
Inc., utilizado como describe el fabricante).

Para el analisis de transferencia Western, las proteinas se separaron utilizando geles SDS-PAGE 1D o
isoelectroenfoque 2D/SDS-PAGE seguido de electrotransferencia de las proteinas desde los geles a nitrocelulosa.
Las manchas de la nitrocelulosa se incubaron en una solucion de bloqueo de leche desnatada seca al 2,5% disuelta
en solucion salina tamponada con Tris (pH 7,5), TWEEN® 20 al 0,05%. Se diluyeron el suero o el plasma caninos
hasta el titulo que se describe en el tampdn que contiene producto lisado de E. coli para bloquear la unién no especifica
con sueros de ternera normal al 30% y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente o durante la noche a
4°C. Después de lavar 3 veces en TBS-TWEEN® (0.05%), las transferencias se transfirieron a un tampén que contenia
sueros de ternera fetal al 50%, TBS-TWEEN®-Kathon al 50% (0,05% y 0,5% respectivamente) para prevenir la uniéon
no especifica de un anticuerpo policlonal anti-Fc canino de conejo conjugado con peroxidasa de rabano picante
(Jackson Immuno Research, West Grove, PA 19390). El producto conjugado de anticuerpo policlonal anti-Fc canino
de conejo se diluy6 1:5.000. Los geles se lavaron 3 veces con TBS TWEEN® (0,05%), una vez con TBS, y se detectd
la presencia de HRP utilizando Reactivos de Deteccion de Transferencia Western ECL (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ 08855-1327) utilizado como describe el fabricante. Las imagenes digitales de la pelicula de rayos X
expuesta se capturaron utilizando un GelDoc 2000 (Bio-Rad Inc.).

Ejemplo 5 Aislamiento de ADN de E. canis y construccion de una biblioteca de expresion lambda y escrutinio
de la biblioteca de expresiéon lambda de E. canis para determinar clones que tienen actividad DIVA

La preparacion y el escrutinio de bibliotecas de expresion lambda son un mecanismo bien conocido por los expertos
en la técnica. Por ejemplo, véase Current Protocols in Molecular Biology, eds. F.M. Ausubel et al., John Wiley & Sons
Inc., 1997, paginas 5.1 a 5.8.6. Para la construccion de la biblioteca de expresion, el ADN genémico se purific a partir
de E. canis aislado del cultivo celular mediante centrifugacion en gradiente PERCOLL® (véase mas arriba). EIl ADN
se purificé utilizando un kit de purificacién de ADN genémico de Qiagen Sciences (Germantown, MD). Se utilizé un kit
de Vectores EcoRI/CIAP previamente digeridos con Lambda ZAP® Il (Stratagene Corp., La Jolla, CA 92037) segun lo
especificado por el fabricante para la construccion de la biblioteca. EI ADN gendmico de E. canis se digirié parcialmente
con TSP509 y se aislaron fragmentos que oscilaban entre 2 y 6 kb utilizando electroforesis en gel de agarosa y se
ligaron en el vector lambda. Los fagos fueron empaquetados y cultivados segun lo especificado por el fabricante.

Se seleccionaron aproximadamente 120.000 placas de lambda individuales para escrutar su unién a sueros aislados
de perros identificados como positivos para la infeccion por E. canis, pero negativos para la reactividad con sueros de
animales vacunados con E. canis inactivada con formalina (véase mas arriba). Desde el escrutinio inicial se
identificaron 84 placas individuales que tenian esta actividad.

Las placas de lambda se sometieron a dos rondas de purificacion en placa y se volvieron a someter a prueba para
verificar la reactividad positiva con sueros de animales infectados por E. canis, reactividad negativa cuando se
escrutaron con sueros de animales vacunados.

Las placas de lambda aisladas se escrutaron para determinar la reactividad cruzada con sueros de animales
identificados como seropositivos para Anaplasma phagocytophilia, Borrelia burgdorferi (agente causante de la
enfermedad de Lyme), Rickettsia rickettsii (agente causante de la fiebre manchada de las montafias rocosas),
Leptospira interrogans y Dirofilaria immitis (agente causante de dirofilariosis canina).

Al final del procedimiento de escrutinio, se encontré que 43 placas de lambda reaccionaban con sueros de animales
infectados por E. canis que no reaccionaron con sueros de perros vacunados o sueros de perros infectados con otros
patégenos caninos (véase mas arriba).

Utilizando la caracteristica ZAP® del vector de clonacion segun las instrucciones del fabricante, los insertos en el
vector lambda se convirtieron en plasmidos. Los plasmidos se transformaron en la cepa XL-1 Blue de E. coli para la
expresion de proteinas y el analisis de las proteinas codificadas por medio de transferencia Western. Los extremos de
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los insertos de ADN de E. canis se sometieron a andlisis de secuencia de ADN utilizando cebadores de secuenciacion
T7y T3.

La informacion de secuencia de las reacciones T7 y T3 para los 43 clones se envi6 para su analisis BLAST al sitio de
la red del NCBI. Los resultados fueron tabulados en un formato de Excel. Basandose en la identidad de secuencia
entre el clon y la secuencia del genoma de la pistola génica disponible para E. canis (NCBI: NZ_AAEJ01000001), se
identificaron segmentos de ADN genémico para cada clon. Los clones individuales que compartian genes comunes
se agruparon para un analisis adicional mediante transferencia Western utilizando grupos de sueros de perros
infectados y vacunados. Basandose en los patrones de bandas similares, se eliminaron los clones duplicados. Se
eliminaron todos los clones que mostraban reactividad con ambos conjuntos de sueros. Como resultado de este
analisis, se seleccionaron 23 clones para una evaluacion adicional. La agrupacion de los clones y el antigeno comun
por grupo se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2.
Antigeno comun Numeros de clones
Antigeno de 120 kDa 2,10, 17, 33, 35, 79
Proteinas de choque térmico 4,9, 24, 66
ATPasa 7,84
Proteina ribosomal L1 21, 47, 65
Antigeno de 200 kDa 26, 55, 76
Proteina hipotética 75
Piruvato Deshidrogenasa 5
Proteina ribosomal (50S) 6
Desconocido 57
Regulador transcripcional 82

Ejemplo 6 Analisis de transferencia Western utilizando muestras individuales de suero canino positivas para
E. canis

Los 23 clones se analizaron en geles de SDS-PAGE individuales. Cada gel se transfirié a nitrocelulosa y se someti6 a
transferencia Western utilizando muestras individuales de sueros caninos de perros que solo fueron positivos para
infecciones por E. canis mediante la prueba ELISA/SNAP®. El suero canino se diluy6é 1:500 en el mismo diluyente
descrito en el Ejemplo 4 que contenia producto lisado de E. coli y la reactividad se detectd6 mediante técnicas
colorimétricas de peroxidasa de rabano picante (Opti-4CN, Bio-Rad). Se evaluaron un total de trece muestras
individuales de suero canino. Las transferencias se compararon entre muestras para determinar el nimero de perros
que mostraban reactividad con una banda predominante o conjunto de bandas por clon. Los resultados se resumen
en la Tabla 3 y la Figura 6 (los clones enumerados en negrita se muestran en la figura).

Tabla 3

Antigeno comun Numeros de clones Reactores positivos
Antigeno de 120 kDa 2,10, 17, 33, 35 13/13
Proteinas de choque térmico 9 12/13
ATPasa 7,84 12/13
Proteina ribosomal L1 21,47, 65 12/13
Antigeno de 200 kDa 26, 55, 76 12/13

Los 23 clones también se analizaron mediante transferencia Western utilizando sueros caninos combinados que
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habian dado positivo para otras enfermedades infecciosas transmitidas por vectores. Se evaluaron las muestras que
dieron positivo por ELISA o SNAP® para las siguientes infecciones individuales: Dirofilariosis, Lyme, Anaplasma
phagocytophilum, o E. ewingii. Ninguno de los clones identificados en la tabla anterior mostré reactividad cruzada con
sueros caninos positivos para estas otras infecciones transmitidas por vectores.

Ejemplo 7 Identificacion de segmentos de genes relevantes que codifican antigenos DIVA de E. canis
a. Antigeno de 120 kDa

Este antigeno fue descrito previamente por Yu et al. (J Clinic Microbiol. Enero 2000; 38(1):369-74; véase también,
McBride et al., 2000 Infec. Immun. 68:13) y se ha demostrado que es Util en el diagndstico de la infeccién por E. canis
en perros. Este antigeno se ha descrito como antigeno "p120" y "p140" de E. canis. Véase, id. Yu et al. explican que
una proteina recombinante expresada por el gen p120 tiene un tamafio molecular de 140 kDa en un gel de dodecil
sulfato de sodio, que es mas grande que la masa molecular pronosticada de la proteina. Véase, Yu et al. pagina 373.
El grupo Walker (Yu et al. y McBride ef al.) se refieren a la proteina como p120 y como p140 de E. canis. Por lo tanto,
esta descripcion utiliza p120 y p140 de manera indistinta para describir esta proteina. El nimero de acceso para el
gen p120/140 de E. canis es AF112369 y la proteina asociada es AAD34330. Véase también, nimero de acceso
YP302666. Los clones 2, 10, 17 y 33 contienen segmentos de longitud completa del gen del antigeno de 120 kDa. El
clon 35 puede contener un truncamiento de este gen. (Véanse, SEQ ID NO: 1y 2).

Este gen fue amplificado a partir de ADN genémico de E. canis y subclonado en un sistema de expresion pET con una
etiqgueta de 6-His segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Los resultados de la secuenciacion de este
plasmido coincidieron exactamente con la secuencia del gen que codificaba la proteina mostrada en SEQ ID NO: 2,
desde los aminoacidos 58 a 589. Los productos lisados de proteinas de la bacteria BL21 inducida para expresar esta
proteina se analizaron mediante transferencia Western con sueros caninos infectados y se compararon con las
transferencias Western sondeadas con sueros de animales vacunados con células de E. canis inactivada con
formalina. De acuerdo con los hallazgos anteriores, solo los sueros de perros infectados reconocieron esta proteina
de peso molecular esperado (datos no mostrados).

P120 tiene un motivo de 36 aminoacidos que se repite 14 veces. Véase, SEQ ID NO: 15. La porcion repetida (region
subrayada en SEQ ID NO: 15 es un péptido de 60 kD). SEQ ID NO: 16 muestra las 14 repeticiones alineadas. SEQ
ID NO: 17 muestra la secuencia consenso de las 14 repeticiones.

Una realizacién de la invencién proporciona un polipéptido que comprende:
KEEX{TPEVX,AEDLQPAVDX3SX4EHSSSEVGXsKVSXeTS (SEQ ID NO: 17).
Donde X1 =SoN

Xo=KoR
X3=G,DoS
Xs=Vol
Xs=EoK
Xs=EoK

Otra realizacion de la invencién proporciona un polipéptido multimérico en el que SEQ ID NO: 17 se repite dos 0 mas
veces. El polipéptido multimérico también puede comprender uno o mas polipéptidos heterdlogos.

En otra realizacion, la invencion proporciona un polipéptido de SEQ ID NO: 21, XPEVKAEDLQPAVDGSVEHX, en
donde cadaunadelas X=0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 aminoacidos.

b. Antigeno de 200 kDa

Este antigeno fue descrito previamente por McBride et al. (J Clinic Microbiol. Enero 2001; 39(1):315-22) y se ha
demostrado que es Util en el diagndstico de la erliquiosis. El nimero de acceso para este gen es AF252298 vy la
proteina asociada AAK01145. Una parte de esta secuencia de proteinas esta asociada con una patente publicada
(SEQ ID NO: 2 de la Patente de Estados Unidos Num. 6.355.777, numero de acceso AAE96254). Los autores de la
presente invencion han identificado una region diferente de esta proteina que sirve como antigeno de diagnéstico para
la erliquiosis y un reactivo DIVA. La porcion del gen se extiende desde el nucledtido 1081 de AF252298 hasta el
extremo, el nucledtido 4266 (véanse SEQ ID NO: 3y 4).

Este gen fue amplificado a partir de ADN genémico de E. canis y subclonado en un sistema de expresion pET con una
etiqgueta de 6-His segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Los resultados de la secuenciacion de este
plasmido coincidieron exactamente con la secuencia del gen que codificaba la proteina mostrada en SEQ ID NO: 4,
de los aminoacidos 1 a 1061. Se analizaron los productos lisados de proteinas de la bacteria BL21 inducida para
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expresar esta proteina mediante transferencia Western con sueros caninos infectados y se compararon con las
transferencias Western sondeadas con sueros de animales vacunados con E. canis inactivada con formalina. De
acuerdo con los hallazgos anteriores, solamente los sueros de perros infectados reconocieron esta proteina de peso
molecular esperado (datos no mostrados).

c. ATPasa

Este gen (etiqueta de locus "Ecan02000699") ha sido pronosticado por el analisis computacional automatizado de la
secuencia del genoma de la pistola génica de E. canis. Este codifica una proteina de mas de 4.000 aminoacidos
(ZP_00210575). El escrutinio de E. canis DIVA identificd dos regiones separadas de este gen y su proteina asociada
como posibles antigenos DIVA inmunodominantes y reactivos. Los segmentos de la proteina identificados en los
clones 84 y 7 son los aminoacidos 1984-2774 y 2980-3740, respectivamente, del nimero de acceso 46308382.
(Véanse SEQ ID NO: 5, 6, 7, 8).

Ambos fragmentos de este gen fueron amplificados a partir de ADN gendmico de E. canis y se subclonaron por
separado en un sistema de expresion pET con una etiqueta de 6-His segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen).
Los resultados de la secuenciacion de este plasmido coincidieron exactamente con las secuencias de genes asociadas
con las proteinas mostradas en SEQ ID NO: 6 y 8, desde los aminoacidos 1 a 782 y 1 a 746 respectivamente. Los
productos lisados de proteinas de la bacteria BL21 inducida para expresar estas proteinas se analizaron mediante
transferencia Western con sueros caninos infectados y se compararon con transferencias Western sondeadas con
sueros de animales vacunados con E. canis inactivada con formalina. De acuerdo con los hallazgos anteriores,
solamente los sueros de perros infectados reconocieron estas proteinas de peso molecular esperado (datos no
mostrados).

d. Proteinas de choque térmico

Aunque este clon contenia un gen para la proteina de choque térmico, GrpE, la secuencia del gen que codificaba el
antigeno inmunodominante surge de una secuencia de proteina hipotética pronosticada por el analisis computacional
automatizado del genoma. Basandose en el peso molecular y el pl de la proteina, el gen de interés en el clon 9 es el
numero de locus "Ecan02000495" y la proteina asociada 46308954.

Debido a que esta proteina solamente se pronostica a partir de la anotacién informatica del genoma y que no se ha
identificado previamente a partir de organismos de E. canis como una proteina inmunodominante, esta es la primera
evidencia de que este gen se expresa en E. canis y estimula una respuesta inmunitaria en el anfitrién canino infectado.
La proteina se identificara como antigeno p16 (véanse SEQ ID NO: 9y 10).

Este gen se amplificé a partir del vector pBlueScript que contenia el ADN gendmico de interés y se subclon6 en un
sistema de expresion pET con una etiqueta de 6-His segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Los resultados
de la secuenciacion de este plasmido coincidieron exactamente con la secuencia de genes asociada con el nimero
de locus "Ecan02000495". Los productos lisados de proteinas de la bacteria BL21 inducida para expresar esta proteina
se analizaron mediante transferencia Western con sueros caninos infectados y se compararon con las transferencias
Western sondeadas con sueros de animales vacunados con E. canis inactivada con formalina. De acuerdo con los
hallazgos anteriores, solamente los sueros de perros infectados reconocieron esta proteina de peso molecular
esperado (véase la Figura 7).

e. Proteina Ribosomal L1

Este gen se identifica con la etiqueta del locus "Ecan02000476" del genoma de E. canis. La proteina asociada tiene
el nimero de acceso ZP_00211130 (véanse SEQ ID NO: 11y 12). La identificacion de esta proteina se ha pronosticado
basandose en el analisis computacional automatizado del genoma. Un analisis BLAST de esta proteina revela que la
secuencia es aproximadamente 70% idéntica a una proteina de superficie de E. chaffeensis (Niumero de acceso
4894576). La inmunorreactividad frente a la proteina de E. chaffeensis ha sido referida previamente por Yu et al., (J
Clinic Microbiol. Agosto 1999; 37(8):2568-75). La proteina de E. chaffeensis (NUmero de acceso 4894576) se conoce
como el precursor de la proteina de 106 kDa.

F. Posibles antigenos que no son de 120 kDa

Dentro del fragmento gendmico que contiene el gen para el antigeno de 120 kDa, estan presentes otros genes que
también pueden ser inmunodominantes y reactivos DIVA. Por ejemplo, el clon 10 produce un patrén de bandas
diferente en las transferencias Western sondeadas con sueros infectados, en comparacién con los clones que
contienen el antigeno de 120 kDa solamente. El clon 10 contiene informacion genética para los componentes VirD4
de una via secretora de Tipo IV y esta secuencia de genes se identifica mediante la etiqueta de locus "Ecan02000624".
Este gen codifica una proteina de 723 aminoacidos (ZP_00211244), pero solamente una parte de esta proteina parece
ser expresada por el clon 10, segun lo determinado por el peso molecular de la proteina identificada en el gel (véanse
SEQ ID NO: 13y 14).
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Ejemplo 8
Evaluacion de Péptidos P140 de E. canis

Se sometieron a prueba sueros de perros beagle inmunizados con E. canis inactivada con formalina (muestras de
vacunas) utilizando un inmunoensayo basado en placa de microtitulacion preparado utilizando péptidos sintéticos
derivados de la proteina p140 de E. canis (también conocida como p120, véase el Ejemplo 7).

La preparacion de E. canis inactivada con formalina y la inmunizacién de perros beagle se describieron en los Ejemplos
1y 2. Las muestras de perros beagle inmunizados se sometieron a prueba utilizando inmunoensayos basados en
placa de microtitulacion preparados utilizando péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20)
en formatos de ensayo indirectos y directos.

Formato de ensayo indirecto

Las muestras se sometieron a prueba utilizando inmunoensayos basados en placa de microtitulacién utilizando los
péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20). Los péptidos individuales se inmovilizaron
sobre pocillos de microtitulacion por adsorcion directa. Se afiadié una dilucion de la muestra de prueba (1:100) al
pocillo de microtitulacién y el anticuerpo no unido se elimind mediante lavado. El anticuerpo unido al péptido
inmovilizado se detectd por reaccion con un producto conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRPO) anti-
especie, en este caso canina (dilucién 1:2.000), lavado y adicion de un sustrato de HRPO. La absorbancia (A650) de
los pocillos de microtitulacién individuales se determiné utilizando un lector de placas de microtitulacion.

Formato de ensayo directo

Los péptidos individuales (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20) se conjugaron con alblmina de suero
bovino y se inmovilizaron sobre pocillos de microtitulacion mediante adsorcion directa. Los péptidos sintéticos (SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20) se conjugaron con un reactivo indicador, peroxidasa de rabano picante
(HRPO). La muestra de prueba y el péptido/indicador del inmunoensayo se afiadieron a un pocillo de microtitulacion
recubierto con el péptido correspondiente, que se incubd y se lavd. El anticuerpo unido al péptido inmovilizado y el
péptido/reactivo indicador se detectaron mediante la adiciéon de un reactivo sustrato de HRPO. La absorbancia (A650)
de los pocillos de microtitulacion individuales se determiné utilizando un lector de placas de microtitulacion.

Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 4. El control positivo (PC, ID 1049: 16E) y el control negativo (NC,
3818: 57B) eran muestras de suero positivas y negativas para E. canis conocidas, respectivamente. Todas las
muestras se sometieron a prueba utilizando la prueba SNAP® 4Dx® disponible en el mercado para anticuerpos de E.
canis. Los resultados para muestras temporales secuenciales de 6 perros (CVYDEH, CWMBDC, CVXCSM, CWMAXK,
CVSCVA y CVXCAP) que recibieron el antigeno de E. canis inactivado con formalina formulado utilizando diferentes
coadyuvantes se muestra desde el dia 0 hasta el dia 42 después de la inmunizacion. Los resultados de la prueba
SNAP® 4Dx® demuestran que se indujo una respuesta de anticuerpos en los animales vacunados. Ninguna de las
muestras de suero de animales vacunados fue reactiva en el formato de ensayo directo. Varias muestras (por ejemplo
del perro CWMAXK) tuvieron reacciones de fondo elevadas en el formato de ensayo indirecto.

Los resultados demuestran que el anticuerpo inducido como resultado de la inmunizacién utilizando la vacuna
inactivada con formalina fue significativamente no reactivo a los péptidos sintéticos derivados de la proteina p140 de
E. canis (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19y SEQ ID NO: 20).

Tabla 4 Reaccion de sueros de perros inmunizados con antigeno de E. canis inactivado con formalina medida

utilizando ensayos de microtitulacion preparados utilizando péptidos derivados de la proteina p140 de E. canis (SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19y SEQ ID NO: 20).

E. canis |Resultados en placa indirectos (A650) Resultados en placa directos (A650)

4Dx®
Muestra Resultado |[SEQID NO: |SEQID NO: |SEQID NO: | | SEQID NO: [SEQID NO: |SEQID NO:
18 19 20 18 19 20

1049:16E

(PC) 0,72 2,071 2,075 1,867 2,049 1,821 1,495
3818:57B

(NC) N 0,051 0,058 0,050 0,034 0,033 0,035
CVYDEH

dia 0 N 0,050 0,062 0,045 0,034 0,034 0,035

dia7 N 0,048 0,052 0,042 0,033 0,032 0,036

dia 14 N 0,051 0,055 0,048 0,036 0,034 0,038
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E. canis |Resultados en placa indirectos (A650) Resultados en placa directos (A650)

4Dx®
Muestra Resultado |[SEQID NO: |[SEQID NO: |[SEQID NO: | |SEQID NO: |SEQID NO: |SEQID NO:
18 19 20 18 19 20
dia 21 N 0,044 0,062 0,051 0,035 0,034 0,040
dia 28 0,04 (vw+) 0,054 0,073 0,055 0,036 0,033 0,034
dia 35 0,07 (vw+) 0,049 0,058 0,047 0,033 0,035 0,039
dia 42 N 0,051 0,059 0,053 0,034 0,035 0,040
CWMBDC 0,08 0,054 0,085 0,082 0,035 0,033 0,038
dia0
dia7 0,20 0,064 0,078 0,072 0,038 0,035 0,035
dia 14 0,30 0,058 0,081 0,085 0,038 0,033 0,040
dia 21 0,24 0,051 0,101 0,078 0,037 0,040 0,039
dia 28 0,22 0,049 0,082 0,073 0,034 0,036 0,033
dia 35 0,17 0,043 0,068 0,081 0,033 0,040 0,035
dia 42 0,11 0,044 0,071 0,074 0,031 0,034 0,031
CVXCSM N 0,049 0,082 0,051 0,033 0,035 0,034
dia0
dia7 N 0,038 0,076 0,052 0,034 0,033 0,037
dia 14 N 0,044 0,069 0,049 0,033 0,032 0,038
dia 21 0,10 (w+) 0,038 0,054 0,045 0,035 0,035 0,036
dia 28 0,10 (w+) 0,044 0,060 0,049 0,036 0,033 0,035
dia 35 0,08 (vw+) 0,040 0,062 0,053 0,034 0,035 0,041
dia 42 0,05 (vw+) 0,041 0,057 0,049 0,033 0,035 0,036
CWMAXK 0,07 (vw+) 0,043 0,078 0,054 0,034 0,039 0,037
dia0
dia7 0,41 0,082 0,475 0,413 0,034 0,034 0,045
dia 14 0,44 0,049 0,782 0,607 0,034 0,035 0,044
dia 21 0,36 0,092 0,587 0,440 0,033 0,037 0,038
dia 28 0,39 0,063 0,407 0,258 0,037 0,034 0,038
dia 35 0,41 0,056 0,286 0,212 0,036 0,034 0,037
dia 42 0,35 0,048 0,196 0,155 0,034 0,034 0,041
CVSCVA 0,10 (w+) 0,039 0,084 0,084 0,033 0,033 0,038
dia0
dia7 0,37 0,040 0,107 0,066 0,032 0,032 0,036
dia 14 0,14 0,053 0,151 0,062 0,035 0,033 0,039
dia 21 0,33 0,057 0,131 0,072 0,035 0,033 0,034
dia 28 0,29 0,049 0,104 0,058 0,035 0,034 0,036
dia 35 0,36 0,043 0,108 0,079 0,034 0,039 0,040
dia 42 0,32 0,047 0,117 0,044 0,033 0,036 0,037
CVXCAP N 0,041 0,065 0,040 0,032 0,035 0,032
dia0
dia7 0,34 0,058 0,106 0,068 0,036 0,033 0,033
dia 14 0,30 0,087 0,150 0,112 0,034 0,035 0,039
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E. canis |Resultados en placa indirectos (A650) Resultados en placa directos (A650)

4Dx®
Muestra Resultado |SEQID NO: SEQID NO: |SEQID NO: | [SEQID NO: |SEQID NO: |[SEQID NO:
18 19 20 18 19 20
dia 21 0,35 0,065 0,120 0,086 0,039 0,036 0,041
dia 28 0,19 0,054 0,103 0,059 0,035 0,036 0,032
dia 35 0,18 0,046 0,092 0,047 0,033 0,033 0,039
dia 42 0,19 0,051 0,067 0,047 0,035 0,035 0,038

Ejemplo 9

Se sometieron a prueba sueros de perros positivos y negativos para E. canis conocidos utilizando un inmunoensayo
basado en placa de microtitulacién preparado utilizando los péptidos sintéticos obtenidos de la proteina p140 de E.
canis (también conocida como p120, véase el Ejemplo 7).

Se obtuvieron muestras de campo positivas y negativas para E. canis y se sometieron a prueba utilizando la prueba
SNAP® 4Dx® para detectar anticuerpos contra E. canis. A continuacién, las muestras se sometieron a prueba
utilizando ensayos directos e indirectos en formato de placa de microtitulacion producidos utilizando péptidos sintéticos
derivados de la proteina P140 de E. canis (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20).

Formato de ensayo indirecto

Las muestras se sometieron a prueba utilizando inmunoensayos basados en placa de microtitulacion preparados
utilizando los péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20). Los péptidos individuales se
inmovilizaron sobre pocillos de microtitulacién por adsorcién directa. Se afiadié una diluciéon de la muestra de prueba
(1:100) al pocillo de microtitulacion y el anticuerpo no unido se elimind mediante lavado. El anticuerpo unido al péptido
inmovilizado se detectd por reaccidon con un producto conjugado de peroxidasa de rabano picante (HRPO) anti-
especie, en este caso canina, (dilucion 1: 2000), lavado y adicion de un sustrato de HRPO. La absorbancia (A650) de
los pocillos de microtitulacion individuales se determiné utilizando un lector de placas de microtitulacion.

Formato de ensayo directo

Los péptidos individuales (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20) se conjugaron con alblmina de suero
bovino y se inmovilizaron sobre pocillos de microtitulacion mediante adsorcion directa. Los péptidos sintéticos (SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20) se conjugaron con el reactivo indicador, peroxidasa de rabano picante
(HRPO). La muestra de prueba y el péptido/indicador del inmunoensayo se afiadieron a un pocillo de microtitulacion
recubierto con el péptido correspondiente, que se incubd y se lavd. El anticuerpo unido al péptido inmovilizado y el
péptido/reactivo indicador se detectaron mediante la adiciéon de un reactivo sustrato de HRPO. La absorbancia (A650)
de los pocillos de microtitulacion individuales se determiné utilizando un lector de placas de microtitulacion.

La Tabla 4 muestra los resultados para muestras de campo positivas y negativas para E. canis sometidas a prueba
utilizando el formato de ensayo indirecto. El control positivo (PC, ID 1049: 16E) y el control negativo (NC, 3818: 57B)
fueron muestras de suero positivas y negativas para E. canis conocidas, respectivamente. Se determind que las
muestras eran positivas o negativas para anticuerpos de E. canis mediante la prueba SNAP® 4Dx®. Los resultados
de los ensayos se muestran para los ensayos en formato de placa de microtitulacion realizados utilizando reactivos
peptidicos (SEQ ID: 18, SEQ ID: 19 y SEQ ID: 20).

La Tabla 5 muestra los resultados para muestras de campo positivas y negativas para E. canis sometidas a prueba
utilizando el formato de ensayo directo. El control positivo (PC, ID 1049: 16E) y el control negativo (NC, 3818: 57B)
fueron muestras de suero positivas y negativas para E. canis conocidas, respectivamente. Se determind que las
muestras eran positivas o negativas para anticuerpos de E. canis mediante la prueba SNAP® 4Dx®. Los resultados
de los ensayos se muestran para los ensayos en formato de placa de microtitulacion realizados utilizando reactivos
peptidicos (SEQ ID: 18, SEQ ID: 19y SEQ ID: 20).

Tabla 5 Muestras de campo positivas y negativas para E. canis sometidas a prueba utilizando el ensayo indirecto de
formato de placa de microtitulacion construido utilizando péptidos P140 (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID
NO: 20).

4Dx® Absorbancia a 650 nM
Muestra Resultado SEQID NO: 18 SEC ID NO: 19 SEQ ID NO: 20
1049:16E (PC) 2,292 2,735 2,584
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EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC+
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-
EC-

Muestra
3818:57B (NC)
HP 127
HP 143
HP 147
HP 151
HP 161
HP 165
HP 172
HP 185
HP 186
HP 188
HP 190
HP 192
HP 194
HP 197
HP 201
HP 206
HP 207
HP 209
HP 213
HP 215
HP 116
HP 119
HP 120
HP 121
HP 122
HP 124
HP 128
HP 129
HP 130
HP 131
HP 132
HP 134
HP 137
HP 138
HP 139
HP 140
HP 142
HP 144

4Dx®

Resultado

0,07
0,08
0,09
0,21
0,18
0,08
0,07
0,38
0,26
0,40
0,21
0,18
0,43
0,22
0,36
0,10
0,08
0,20
0,21
0,19
0,02
0,02
0,01
0,02
0,03
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,03
0,02
0,03
0,01
0,01
0,00
0,02
0,02
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SEQID NO: 18
0,051
0,042
2,867
2,370
2,176
1,708
2,690
0,229
2,497
2,899
2,482
2,484
1,473
2,583
2,150
2,449
2,477
2,030
0,262
1,471
2,144
0,110
0,102
0,058
0,054
0,053
0,055
0,068
0,056
0,049
0,051
0,057
0,059
0,043
0,055
0,064
1,574
0,065
0,080

30

Absorbancia a 650 nM
SEC ID NO: 19
0,065
0,050
2,825
2,661
2,093
2,178
2,492
0,902
2,622
2,979
2,578
2,534
2,132
2,429
2,239
2,472
2,247
2,359
0,218
1,662
2,431
0,065
0,091
0,063
0,064
0,059
0,061
0,072
0,057
0,048
0,053
0,061
0,084
0,046
0,063
0,062
2,444
0,068
0,079

SEQID NO: 20
0,045
0,038
2,731
2,658
2,535
2,551
2,525
2,197
2,704
2,794
2,898
2,632
2,526
2,539
2,537
2,519
2,549
2,369
1,102
2,406
2,721
0,070
0,079
0,045
0,057
0,040
0,052
0,054
0,044
0,039
0,043
0,038
0,114
0,037
0,048
0,056
2,491
0,069
0,081
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4Dx® Absorbancia a 650 nM
Muestra Resultado SEQID NO: 18 SEC ID NO: 19 SEQID NO: 20
EC- HP 145 0,01 1,564 1,934 2,095
EC- HP 148 0,01 0,037 0,043 0,043

Tabla 6 Muestras de campo positivas y negativas para E. canis sometidas a prueba utilizando el ensayo directo de
formato de placa de microtitulacion construido utilizando péptidos P140 (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID
NO: 20).

Absorbancia a 650 nM

Muestra 3Dx® SNAP S-Bkg | SEQID NO: 18 | SEQID NO: 19 | SEQID NO: 20
1049:16E (PC) 0,72 2,753 2,079 2,018
3818:57B (NC) Neg 0,034 0,035 0,036

1049:16A E. canis pos 0,28 0,201 0,173 1,448

1049:16G E. canis pos 0,50 0,034 0,034 0,039

1049:16Q E. canis pos 0,39 2,308 1,933 2,151

1049:16U E. canis pos 0,56 0,627 2,038 2,254

1061:03B E. canis pos 0,49 0,083 0,338 0,889

1061:031 E. canis pos 0,27 2,766 2,593 1,646

1177:21D E. canis pos 0,15 0,042 0,046 0,126

1177:21G E. canis pos 0,41 1,087 1,675 1,835

1177:21K E. canis pos 0,34 0,681 1,930 2,010

1177:630 E. canis pos 0,41 0,146 0,112 1,587

1183:85A E. canis pos 0,49 2,768 2,757 2,476

1256:311 E. canis pos 0,23 0,044 0,086 0,143

813:91F E. canis pos 0,41 1,239 1,570 1,993

813:911 E. canis pos 0,41 0,212 0,517 1,646

EC 10 E. canis pos 0,37 0,236 0,302 0,465

Los resultados demuestran que el anticuerpo inducido como resultado de una infecciéon natural era reactivo a los
péptidos sintéticos derivados de la Proteina P140 de E. canis. (SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20).

Ejemplo 10: Prueba de sueros de perros positivos y negativos para E. canis conocidos que utilizan un
inmunoensayo basado en placa de microtitulacion preparado utilizando los péptidos sintéticos (SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24) obtenidos de la proteina p16 de E. canis. Los ensayos se realizaron
utilizando el formato de ensayo indirecto haciendo uso del producto conjugado con HRPO anti-canino como
indicador

Se obtuvieron sueros de seis canidos positivos para anticuerpos contra E. canis y tres negativos para anticuerpos
contra E. canis de Sinclair Research (Columbia, MO). Se encontré6 que las muestras de suero eran positivas o
negativas al realizar pruebas utilizando la prueba de ensayo de unién cromatografica de flujo reversible con licencia
IDEXX SNAP® 4Dx® para anticuerpos contra E. canis. Los resultados del ensayo SNAP® cromatografico de flujo
reversible se muestran en la Tabla 7.

Las muestras se sometieron a prueba utilizando inmunoensayos basados en placa de microtitulacion preparados con
péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24) derivados de la proteina de superficie p16 de
E. canis. El péptido sintético se inmovilizé en pocillos de microtitulacion Immulon a 0,25 ug/ml (SEQ ID NO: 22 y 23, o
a 0,5 ug/ml (SEQ ID NO: 24)). Se afiadi6 una dilucion de la muestra de prueba (1:100) al pocillo de microtitulacion y
el anticuerpo no unido se eliminé mediante lavado. El anticuerpo unido al péptido inmovilizado se detectd por reaccion
con un producto conjugado de peroxidasa de rabano picante (HRPO) anti-especie, en este caso canina, (dilucion
1:2.000), lavado y adicion de sustrato de HRPO. Se determiné la absorbancia a 650 nm (A650) del fluido en pocillos
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de microtitulacién individuales utilizando un lector de placa de microtitulacion.
Resultados:

Los resultados para muestras positivas y negativas se muestran en la Tabla 7. Las muestras positivas HP-319, HP-
322, HP-326, HP-342, HP-354, HP-358 fueron reactivas a las secuencias de péptidos mostradas en SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24. Las muestras negativas HP-302, HP-303 y HP-306 no fueron reactivas a las
secuencias peptidicas mostradas en SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 y la SEQ ID NO: 24.

Conclusiones:

Los resultados demuestran que el anticuerpo inducido como resultado de una infeccién natural fue reactivo a los
péptidos sintéticos derivados de la proteina p16 de E. canis (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24) en el
formato de ensayo indirecto descrito anteriormente.

Tabla 7: Resultados de los ensayos para muestras caninas positivas y negativas utilizando pocillos de
microtitulacion recubiertos con péptido sintético de E. canis (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24)
y producto conjugado anti-especie como indicador. A650 es la absorbancia a 650 nm. La columna "4Dx SNAP"
presenta los resultados del ensayo de cromatografia de flujo reversible SNAP® 4Dx®.

Resultados de la placa (A650)

4Dx SEQID NO: 22 SEQID NO: 23 SEQID NO: 24

Muestra SNAP A650 Resultado A650 Resultado A650 Resultado
1049:16E (PC) pos 1,733 pos 2,309 pos 1,943 pos
3818:57B (NC) neg 0,046 neg 0,044 neg 0,041 neg
HP-319 pos 1,274 pos 1,765 pos 0,755 pos
HP-322 pos 1,247 pos 1,996 pos 0,692 pos
HP-326 pos 1,656 pos 2,159 pos 0,991 pos
HP-342 pos 0,704 pos 1,480 pos 0,277 pos
HP-354 pos 1,220 pos 1,745 pos 0,573 pos
HP-358 pos 1,890 pos 2,270 pos 0,342 pos
HP-302 neg 0,043 neg 0,043 neg 0,032 neg
HP-303 neg 0,036 neg 0,039 neg 0,029 neg
HP-306 neg 0,044 neg 0,039 neg 0,039 neg

Ejemplo 11: Prueba de sueros de perros positivos y negativos para E. canis conocidos utilizando un
inmunoensayo basado en placa de microtitulacion preparado utilizando los péptidos sintéticos (SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24) derivados de la secuencia de la proteina p16 de E. canis. Los ensayos se
realizaron utilizando el formato de ensayo directo haciendo uso del péptido marcado con HRPO como
indicador

Se obtuvieron sueros de siete canidos positivos para anticuerpos de E. canis y tres negativos para anticuerpos de E.
canis de los perros de campo. Se encontré que las muestras de suero eran positivas o negativas mediante el uso de
la cromatografia de flujo reversible autorizada IDEXX SNAP® 3Dx® para anticuerpos contra E. canis. Los resultados
del ensayo se muestran en la Tabla 8.

Las muestras se sometieron a prueba utilizando un inmunoensayo basado en placa de microtitulacion preparado con
los péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24) derivados de la proteina de superficie P16
de E. canis. Los péptidos sintéticos se inmovilizaron en pocillos de placas de microtitulaciéon a 1 ug/ml. Se conjugaron
cantidades separadas de los péptidos sintéticos con el reactivo indicador peroxidasa de rabano picante (HRPO). La
muestra de prueba y el producto conjugado de péptido:HRPO (1 ug/ml) se afadieron al pocillo de microtitulacion
recubierto con péptido, que se incubd y se lavo. El anticuerpo de muestra unido al péptido inmovilizado y el producto
conjugado de péptido::HRPO se inmovilizaron en el pocillo de microtitulacion. Este complejo se detectd mediante la
adiciéon de un reactivo sustrato de HRPO. La densidad optica de los pocillos de microtitulacién individuales se
determiné utilizando un lector de placas de microtitulacion.

Resultados:

Los resultados para las muestras positivas y negativas se muestran en la Tabla 8. Las muestras positivas 813:911,
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1049:16A, 1049:16U, 1061:031, 1177:21G, 1177:21K y 1177:630 fueron reactivas a las secuencias de péptidos
mostradas en SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24. Las muestras negativas 3818:57A, 3818:57C y
3818:57D no fueron reactivas a las secuencias peptidicas mostradas en SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 23 y la SEQ
ID NO: 24.

Conclusiones:

Los resultados demuestran que el anticuerpo inducido como resultado de una infeccion natural era reactivo a los
péptidos sintéticos derivados de la proteina p16 de E. canis (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24) en el
formato de ensayo directo descrito anteriormente.

Tabla 8: Resultados del ensayo para muestras de campo caninas positivas y negativas utilizando pocillos de
microtitulacion recubiertos con péptidos sintéticos de E. canis (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO:
24) y productos conjugados de péptidos sintéticos de E. canis (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO:
24) como indicadores. A650 es la absorbancia a 650 nm. La columna "3Dx SNAP" presenta los resultados del
ensayo de cromatografia de flujo reversible SNAP® 3Dx®.

Resultados de la placa (A650)

3Dx SEQID NO: 22 SEQID NO: 23 SEQID NO: 24

Muestra SNAP A650 Resultado A650 Resultado A650 Resultado
1049:16E (PC) pos 2,497 pos 2,908 pos 1,367 pos
3818:57B (NC) neg 0,038 neg 0,041 neg 0,056 neg
813:911 pos 1,244 pos 1,828 pos 0,651 pos
1049:16A pos 0,547 pos 0,819 pos 0,116 pos
1049:16U pos 2,653 pos 3,531 pos 1,031 pos
1061:03I pos 0,665 pos 1,801 pos 0,127 pos
1177:21G pos 1,484 pos 2,353 pos 0,444 pos
1177:21K pos 2,612 pos 3,049 pos 1,077 pos
1177:630 pos 0,290 pos 2,091 pos 0,215 pos
3818:57A neg 0,039 neg 0,037 neg 0,041 neg
3818:57C neg 0,038 neg 0,036 neg 0,042 neg
3818:57D neg 0,037 neg 0,037 neg 0,040 neg

Ejemplo 12: Resultados de ensayos para sueros de 6 perros infectados experimentalmente con E. canis
utilizando placas de microtitulacion recubiertas con péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 23) y producto conjugado
anti-canino como indicador

Se infectaron experimentalmente seis perros no sometidos a tratamiento previo con el producto aislado de Louisiana
de E. canis. Las muestras de suero se obtuvieron los dias 3, 7, 10, 13, 17, 21, 24, 28 y 35 después de la infeccion.
Las muestras se sometieron a prueba utilizando inmunoensayos basados en placa de microtitulacion preparados con
el péptido sintético p16-2 (SEQ ID NO: 23) derivado de la Proteina de superficie p16 de E. canis. El péptido sintético
se inmovilizd en pocillos de microtitulacion, se afiadié una dilucién de la muestra de prueba (1:100) al pocillo de
microtitulacién y el anticuerpo no unido se elimind mediante lavado. El anticuerpo unido al péptido inmovilizado se
detectd por reaccion con un producto conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRPO) anti-canino (diluciéon
1:2.000), lavado y adicion de sustrato de HRPO. La densidad optica de los pocillos de microtitulacion individuales se
determiné utilizando un lector de placas de microtitulacion.

Resultados:

Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 9. Los 6 perros se convirtieron de un estado negativo a un estado
positivo después de una infeccién experimental, segun lo medido por el ensayo cromatografia de flujo reversible
SNAP® 4Dx® disponible en el mercado. Los sueros de todos los perros reaccionaron con el péptido p16 de E. canis
mostrado en SEQ ID NO: 23 en diversos momentos posteriores a la infeccion. Los tiempos entre la infeccion
experimental y la reaccion inicial al péptido de SEQ ID NO: 23 fueron los siguientes: Perro 108532, 17 dias después
de la infeccion; Perro 115853, 13 dias después de la infeccién; Perro 265006, 17 dias después de la infeccion; Perro
268830, 13 dias después de la infeccion; Perro 285307, 13 dias después de la infeccion y Perro 533573, 13 dias
después de la infeccion.
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Conclusiones:

Los resultados demuestran que el anticuerpo inducido como resultado de una infecciéon experimental fue reactivo al
péptido sintético derivado de la proteina p16 de E. canis (SEQ ID NO: 23).

TABLA 9. Resultados de los ensayos utilizando suero de perros infectados experimentalmente utilizando
placas de microtitulacion recubiertas con péptido sintético de E. canis (SEQ ID NO: 23) y producto conjugado
anti-especie como indicador. A650 es la absorbancia a 650 nm. La columna "4Dx SNAP" presenta los
resultados del ensayo de cromatografia de flujo reversible SNAP® 4Dx®

Canino Muestra Punto temporal 4Dx SNAP EC SEQID NO: 23
A650 Resultado
1049:16E PC 2,253 +
21172M NC 0,035 N
Corte 0,070

108532 E1-0 d3 Neg 0,034 N
E1-1 d7 Neg 0,035 N

E1-2 d10 Neg 0,037 N

E1-3 d13 Neg 0,069 N

E1-4 d17 Neg 1,501 +

E1-5 d21 Neg 1,662 +

E1-6 d24 +(0,04) 1,572 +

E1-7 d28 +(0,06) 1,604 +

E1-8 d35 +(0,10) 2,056 +

115853 E2-0 d3 Neg 0,034 N
E2-1 d7 Neg 0,033 N

E2-2 d10 Neg 0,039 N

E2-3 d13 Neg 1,246 +

E2-4 d17 Neg 1,393 +

E2-5 d21 Neg 1,227 +

E2-6 d24 +(0,04) 1,549 +

E2-7 d28 +(0,03) 1,580 +

E2-8 d35 +(0,04) 1,939 +

265006 E3-0 d3 Neg 0,042 N
E3-1 d7 Neg 0,035 N

E3-2 d10 Neg 0,038 N

E3-3 d13 Neg 0,052 N

E3-4 d17 Neg 0,944 +

E3-5 d21 Neg 1,031 +

E3-6 d24 Neg 0,962 +

E3-7 d28 Neg 0,840 +

E3-8 d35 + (0,05) 1,303 +

268830 E4-0 d3 Neg 0,037 N
E4-1 d7 Neg 0,034 N

E4-2 d10 Neg 0,038 N
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Canino Muestra Punto temporal 4Dx SNAP EC SEQID NO: 23
A650 Resultado
E4-3 d13 Neg 0,112 +
E4-4 d17 Neg 1,432 +
E4-5 d21 +(0,05) 1,364 +
E4-6 d24 +(0,05) 1,167 +
E4-7 d28 +(0,09) 1,412 +
E4-8 d35 +(0,12) 1,986 +
285307 E5-0 d3 Neg 0,036 N
E5-1 d7 Neg 0,046 N
E5-2 d10 Neg 0,044 N
E5-3 d13 Neg 1,018 +
E5-4 d17 Neg 1,597 +
E5-5 d21 +(0,05) 1,478 +
E5-6 d24 +(0,04) 1,282 +
E5-7 d28 +(0,04) 1,329 +
E5-8 d35 +(0,10) 1,838 +
533573 E6-0 d3 Neg 0,037 N
E6-1 d7 Neg 0,035 N
E6-2 d10 Neg 0,032 N
E6-3 d13 Neg 0,909 +
E6-4 d17 Neg 1,832 +
E6-5 d21 +(0,08) 1,883 +
E6-6 d24 +(0,08) 1,964 +
E6-7 d28 + (0,06) 1,963 +
E6-8 d35 +(0,15) 2,166 +

Ejemplo 13: Preparacion de E. canis inactivada con formalina para la inmunizacién en perros

Se hizo crecer E. canis en cultivo de células caninas utilizando métodos descritos en la bibliografia. Véase
Breitschwerdt, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 1998, Vol. 42:362-368. Utilizando microscopia Optica, se
estim6 que mas de 80% de las células 030 eran infectadas por E. canis. Se recogieron dos litros de cultivo celular
infectado por E. canis, se centrifugaron y el sedimento conservado produjo 7,31 g de material (peso humedo). Se
presume que el agua representa hasta 80% del peso del material, lo que da un peso seco estimado de 1,462 gramos
(20% del peso del material). El sedimento celular se resuspendié a 20 mg/ml en PBS (peso seco) para un volumen
total de 73 ml.

A este sedimento celular resuspendido, se le afiadieron 0,73 ml de solucién de formalina (Catalogo Sigma HT50-1-2
Solucion de Formalina al 10%, tampdn neutro) para una concentracion final de formaldehido de 0,04%. La solucion se
agité de 12 a 24 horas a 4°C. La mezcla inactivada se centrifugd y se conservo el sedimento celular. El sedimento se
lavé por resuspension en 250 ml de PBS. El material se recogioé por centrifugacion y el lavado se repitié una vez.

La muestra se dividié en alicuotas en 73 viales con tapon de rosca y se congeld a -80°C. Cada vial contiene 20 mg
(peso seco) de cultivo celular de E. canis inactivada con formalina, adecuado para combinar con el coadyuvante
apropiado para la inmunizacién en animales.

Ejemplo 14: Preparacion de E. canis inactivada con formalina con dos coadyuvantes diferentes y protocolo
para la inmunizacion de perros beagle con antigeno de E. canis

Para la inmunizacioén en perros alojados en las perreras (perros beagle de laboratorio) se formul6 el antigeno E. canis
inactivado con formalina utilizando tres coadyuvantes diferentes. El antigeno de E. canis inactivado con formalina se
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prepard con coadyuvante Ribi (Corixa Corp., Seattle WA) utilizando el protocolo descrito por el fabricante. Cada dosis
contenia aproximadamente 20 mg de cultivo celular de E. canis inactivada con formalina (peso seco). Se prepard una
formulacién adicional de inmundgeno utilizando una combinacion del coadyuvante Ribi (descrito anteriormente) y el
coadyuvante BCG (1 mg por dosis) (Calbiochem de EMD Biosciences, Inc., San Diego, CA). Dos grupos que consistian
en tres perros cada uno recibieron dosis 4 veces durante un periodo de 170 dias (dias 0, 14, 156, 170) utilizando E.
canis inactivada que contenia coadyuvante Ribi solo o coadyuvante Ribi y coadyuvante BCG combinados. En un
esfuerzo por producir un estado hiperinmunitario inducido por la vacuna, todos los perros recibieron una dosis Unica
(dia 247) de E. canis inactivada con formalina formulada utilizando el coadyuvante TiterMax® (CytRx Corp., Norcross,
GA) o el coadyuvante TiterMax® y el coadyuvante BCG combinados, siguiendo las instrucciones del fabricante. A los
perros se les administraron vacunas de acuerdo con el siguiente calendario:

ID perro Vacuna administrada / Dia de vacunacion
E. canis | Ribi E. canis | Ribi + BCG E. canis/Titulo Max E. canis/Titulo Max + BCG
CVYDEH 0, 14, 156, 170 247
CWMBDC 0, 14, 156, 170 247
CVXCSM 0, 14, 156, 170 247
CWMAXK 0, 14, 156, 170 247
CVSCVA 0, 14, 156, 170 247
CVXCAP 0, 14, 156, 170 247

El comité IACUC de Covance Research Products Inc. aprobo el protocolo para la inmunizacion de los perros beagle
de laboratorio. A todos los perros se les administré el articulo de prueba apropiado en forma subcutanea en el area
dorsoescapular. El dia 0, se encontré que los 6 perros eran seronegativos utilizando tanto el diagndstico por
cromatografia de flujo reversible SNAP® 3Dx® como el analisis de transferencia Western utilizando el organismo E.
canis. Los seis animales fueron seroconvertidos a una prueba positiva en el ensayo de cromatografia de flujo reversible
SNAP®3Dx® para E. canis el dia 42. Las muestras de sangre de produccion se tomaron los dias 226, 261, 268 y 282
(aproximadamente 50 ml de sangre que produjeron aproximadamente 25 ml de suero).

Ejemplo 15: Prueba de sueros de perros beagle inmunizados con E. canis inactivada con formalina (muestras
de vacuna) utilizando un inmunoensayo basado en placa de microtitulacion preparado utilizando los péptidos
sintéticos (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24) obtenidos de la proteina p16 de E. canis

La preparacion de E. canis inactivada con formalina y lainmunizacién de perros beagle se describieron en los Ejemplos
13 y 14. Las muestras de perros beagle inmunizados se sometieron a prueba utilizando inmunoensayos basados en
placa de microtitulacién directos preparados utilizando los péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ
ID NO: 24).

Formato de ensayo directo

Las muestras se sometieron a prueba utilizando inmunoensayos basados en placa de microtitulacion preparados
utilizando los péptidos sintéticos (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24). Los péptidos sintéticos se
inmovilizaron sobre pocillos de placas de microtitulacién a 1,0 yg/ml. Se conjugaron cantidades separadas de los
péptidos sintéticos con el reactivo indicador peroxidasa de rabano picante (HRPO). La muestra de prueba y el
péptido/indicador del inmunoensayo se agregaron al pocillo de microtitulacion recubierto con péptido, que se incubd 'y
se lavo. El anticuerpo unido al péptido inmovilizado y el péptido/reactivo indicador se inmovilizaron en el pocillo de
microtitulacion. Este complejo se detecté mediante la adicion de un reactivo sustrato de HRPO. La densidad 6ptica de
los pocillos de microtitulacion individuales se determiné utilizando un lector de placas de microtitulacion.

Resultados

Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 10. El control positivo (PC, ID 1049: 16E) y el control negativo (NC,
3818: 57B) eran muestras de suero positivas y negativas para E. canis conocidas, respectivamente. Todas las
muestras se sometieron a prueba utilizando la prueba cromatografica de flujo reversible SNAP® 4Dx® disponible en
el mercado para anticuerpos contra E. canis. Los resultados para muestras temporales secuenciales de los 6 perros
(CVYDEH, CWMBDC, CVXCSM, CWMAXK, CVSCVA y CVXCAP) que recibieron el antigeno de E. canis inactivado
con formalina utilizando diferentes coadyuvantes se muestran para el dia 226, el dia 261, el dia 268 y el dia 282
después de la inmunizacion. Los resultados de la prueba de cromatografia de flujo reversible SNAP® 4Dx®
demuestran que se indujo una respuesta de anticuerpos en los animales vacunados. Ninguna de las muestras de
suero de los animales vacunados fue reactiva en el ensayo en formato de placa de microtitulacion con péptido (SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24).
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TABLA 10. Resultados del ensayo utilizando suero de perros inmunizados con antigeno de E. canis inactivado
con formalina medido utilizando placas de microtitulacion recubiertas con péptido sintético de E. canis (SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24) utilizando producto conjugado de péptido sintético como indicador.
DO es la densidad o6ptica. La columna "4Dx SNAP" presenta los resultados del ensayo de cromatografia de
flujo reversible SNAP® 4Dx®

Coadyuvante | Muestra DO 4Dx SNAP/ Resultados de la placa
(resultado)
SEQID NO: 22 SEQID NO: 23 SEQID NO: 24
DO |RESULTADO | DO |RESULTADO | DO |RESULTADO
1049:16E 0,72 2,276 2,865 1,021
(PC)
3818:57B neg 0,043 neq 0,044 neg 0,042 Neg
(NC)

Ribi CVYDEH neg 0,038 neg 0,056 neg 0,037 Neg
dia 226

dia 261 0,07 (pos) 0,037 neg 0,046 neg 0,035 Neg

dia 268 0,17 (pos) 0,045 neg 0,057 neg 0,038 Neg

dia 282 0,18 (pos) 0,035 neg 0,048 neg 0,034 neg

Ribi CWMBDC 0,08 (pos) 0,050 neg 0,052 neg 0,043 neg
dia 226

dia 261 0,45 (pos) 0,044 neg 0,090 neg 0,039 neg

dia 268 0,40 (pos) 0,039 neg 0,064 neg 0,038 neg

dia 282 0,30 (pos) 0,038 neg 0,058 neg 0,040 neg

Ribi CVXCSM neg 0,034 neg 0,038 neg 0,042 neg
dia226

dia 261 neg 0,044 neg 0,073 neg 0,071 neg

dia 268 0,14 (pos) 0,042 neg 0,038 neg 0,041 neg

dia 282 0,23 (pos) 0,044 neg 0,038 neg 0,054 neg

Ribi + BCG CWMAXK 0,07 (pos) 0,038 neg 0,035 neg 0,039 neg
dia 226

dia 261 0,26 (pos) 0,043 neg 0,037 neg 0,036 neg

dia 268 0,36 (pos) 0,045 neg 0,043 neg 0,034 neg

dia 282 0,34 (pos) 0,038 neg 0,036 neg 0,034 neg

Ribi + BCG CVSCVA 0,10 (pos) 0,039 neg 0,036 neg 0,041 neg
dia 226

dia 261 0,51 (pos) 0,041 neg 0,036 neg 0,036 neg

dia 268 0,45 (pos) 0,043 neg 0,035 neg 0,035 neg

dia 282 0,47 (pos) 0,036 neg 0,037 neg 0,036 neg

Ribi + BCG CVXCAP neg 0,041 neg 0,036 neg 0,034 neg
dia 226

dia 261 0,51 (pos) 0,054 neg 0,046 neg 0,047 neg

dia 268 0,42 (pos) 0,041 neg 0,045 neg 0,043 neg

dia 282 0,48 (pos) 0,035 neg 0,034 neg 0,036 neg

Conclusiones

Los resultados demuestran que los anticuerpos inducidos como resultado de la inmunizacién utilizando antigeno de
E. canis inactivado con formalina fueron reactivos en la prueba cromatografica de flujo reversible SNAP® 4Dx®, lo
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que indicaria que se habia iniciado una respuesta de anticuerpos anti-E. canis. Estas mismas muestras no eran
reactivas a los péptidos sintéticos derivados de proteina P16 de E. canis (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 24).

Los sueros de perros inmunizados con antigeno de E. canis inactivado con formalina no eran reactivos a los péptidos
derivados de la proteina P16 de E. canis (SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24). Los péptidos sintéticos
(SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24) no fueron reactivos al anticuerpo inducido como resultado de la
vacunacion.

Ejemplo 15: Control de tratamiento de infeccion por E. canis

Se infectaron seis perros experimentalmente con E. canis. Se administré doxiciclina a los 28 dias de la infeccién. Se
detectaron anticuerpos especificos para E. canis utilizando SEQ ID NO: 23 con un protocolo de ensayo indirecto. Los
polipéptidos mostrados en SEQ ID NO: 23 se inmovilizaron sobre pocillos de microtitulaciéon por adsorcion directa. Se
afiadié una dilucién de la muestra de prueba (1:100) al pocillo de microtitulacion y el anticuerpo no unido se eliminé
mediante lavado. El anticuerpo unido al péptido inmovilizado se detecté por reaccién con un producto conjugado de
peroxidasa de rabano picante (HRPO) anti-especie, anti-canino de conejo (dilucion 1:1.000). La absorbancia (A650)
de los pocillos de microtitulacién individuales se determiné utilizando un lector de placas de microtitulacién. El corte
negativo fue 2 veces el valor de D.O. del control negativo.

Los resultados se muestran en la Figura 8. Los perros E-1, E-2, E-3, E-4, E-5 y E-6 se infectaron experimentalmente
con E. canis, pero su infeccion no fue tratada. La Figura 8 demuestra que el nivel de anticuerpos que se unian a SEQ
ID NO: 23 aumentaba considerablemente después de la infeccion experimental y no disminuia durante el transcurso
del experimento. Los perros EDTx-1, EDTx-2, EDTx-3, EDTx-4, EDTx-5 y EDTx-6 se infectaron experimentalmente
con E. canis y después se trataron con doxiciclina a los 28 dias de la infeccion. La Figura 8 demuestra que el nivel de
anticuerpos que se unian a SEQ ID NO: 23 aumentaba considerablemente después de la infeccion experimental y
disminuia después de la administracién de doxiciclina. Por lo tanto, SEQ ID NO: 23 se puede utilizar para controlar la
progresion, la respuesta al tratamiento o la eficacia del tratamiento de la infeccion por E. canis.

Ejemplo 16: Diferenciacion de perros que han sido vacunados contra E. canis y perros que han sido vacunados
contra E. canis, pero se han infectado con E. canis.

Las vacunas pueden no ser completamente eficaces para prevenir la infeccion. Por lo tanto, es deseable tener un
método para determinar si un animal vacunado se ha infectado a pesar de la vacunacion. Los inmunoensayos que
utilizan p16 como agente de deteccion no detectan anticuerpos anti-E. canis en perros que han sido vacunados contra
E. canis y que no estan infectados por E. canis. Ahora se ha descubierto que una proteina p16 de E. canis (SEQ ID
NO: 10) se puede utilizar para detectar la infeccion por E. canis en perros que han recibido una vacuna contra E. canis.

Seis perros que habian sido vacunados contra E. canis y dos perros no vacunados fueron sensibilizados con células
K9 infectadas con E. canis en DMSO al 10%. Cada perro fue sometido a prueba a lo largo del tiempo para detectar
anticuerpos anti-E. canis con un inmunoensayo que comprendia SEQ ID NO: 10. Todos los perros vacunados y los
dos perros de control se infectaron con E. canis. Las infecciones por E. canis se confirmaron con dos marcadores de
infeccion independientes. Los inmunoensayos fueron capaces de detectar la infeccién por E. canis en los perros
vacunados y no vacunados. Todas las sefiales de inmunoensayo estaban significativamente por encima de las sefiales
de fondo. Véanse las Figuras 9A-B, 10A-Cy 11A-C.

Secuencias:
SEQ ID NO: 1 Secuencia de nucleétidos del antigeno de 120 kDa
ORIGEN

1 ATGGATATTG ATAACAATAL TGTGACTACA TCAAGTACGC AAGATAMRAG TGGGRATTTA
61 ATGGRAGTGA TTATGCGTAT ATTAAATTTT GGTAATAATT CAGATGAGRA AGTAAGCAAT
121 GAAGRCACTA RAGTTCTTGT AGCAGAGTTTA CAACCTGCTG TGAATGACAA TGTAGGARAAT
181 CCATCAAGTG AAGTTGGTAZ AGRAGRAAAT GUTCCTGAAG TTAARRGCGGA AGATTTGCAR
241 CCTGCTGTAG ATGGTAGTGT AGRACATTCA TCAAGTGAAG TTGGGALAAM AGTATCTGRA
301 ACTRAGTARAG AGGRRAGTAC TCCTGAARGTT ARRGCRGARG ATTTGCAACC TGCTGTAGAT
361 GGTAGTATAG RACATTCATC AAGTGAAGTT GGAGAARAARG TATCTAAARC TAGTAAAGAG
421 GRAAGTACTC CTGAAGTITAA AGCAGAAGAT TTGCARACCTG CTGTRGATGA TAGTGTGGAZ
481 CATTCATCAA GTGAAGTTGG AGAAARRAGTA TCTGRAACTA GTARARGAGGA ARATACTCCT
541 GAAGTTAAAG CAGAAGATTT GCRACCTGCT GTAGATGGTA GTATAGRACA TTCATCAAGT
601 GAAGTTGGAG RAARAGTATC TAAAACTAGT AARGAGGARA GTACTCCTGA AGTTAAAGCA
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661 GAAGATTITGC AACCTGCTGT AGATGATAGT GIGGAACATT CATCAARGIGA AGTTGGAGAR
721 ARAGTATCTG ARACTAGTAZ AGAGGARAAT ACTCCTGAZG TTRARGCAGA AGATTTGCAA
781 CCTGCTGTAG ATGGTAGTGT GGAACATTCA TCAAGTGRAG TTGGAGAAAA AGTATCTARA
841 ACTAGTAAZG AGGAAAGTAC TCCTGAAGTT AAAGCAGAAG ATITGCAACC TGUTGTAGAT

901 GATAGTGTGG AACATTCATC AAGTGAAGTT GGAGAARAAG TATCTGAAAC TAGTARAGAG

961 GAARATACTC CTGAARGITAG AGCAGAAGAT TTGCAACCTG CTGIAGATGG TAGTGTAGRA
1021 CATTCATCAA GTGAAGTTGG AGAAAAAGTA TCTGAAARCTA GTARAGAGGA AAGTACTCCT
1081 GAAGTTARAG CAGARGATTT GCRACCTGCT GTAGRTAGTE GTATAGAACE TTCATCAAST
1141 GAAGTTGGGE AAAAAGTATC TGAAACTAGT ARAAGAGGAARN GTACTCCUTGA AGTTAAAGCA
1201 GARAGATTTGC AACCTGCTGT AGATGGTAGT GTAGARACATT CATCAAGTGA AGITGGAGRA
1261 AAAGTATCTG AAACTAGTAA AGAGGAAARAT ACTCCTIGAAG TTAAAGCAGA AGATTTGCAA
1321 CCTGCTGTAG ATGGTAGTGT AGAACATTCA TCAAGTGRAG TTGGAGAARAR AGTATCTGARA
1381 ACTAGTARAG AGGARAATAC TCCTGRAGTT AAAGCGGRAG ATTTGCAACC TGCTGTAGAT
1441 GGTAGTGTIAG AACATTCATC AAGTGAAGTT GGAGRAAAAG TATCTGAAAC TAGTAAAGAR
1501 GAAAGTACTC CTGAAGTTAA AGCAGAAGAT TTGCAACCTG CTGTAGATGA TAGTGTAGAA
1561 CATTCATCAR GTGAAGTTGG AGAAAAAGTA TCTGAAACTA GTAAAGAAGAE ABRGTACTCCT
1621 GAAGTTAAAG CGGAAGATTT GCAACCTGCT GTAGATGGTA GTGTGGAACE TTCATCAAGT
1681 GAAGTTGGAG AARAAGTATC TGAGACTAGT RARGRGGARAR GCTACTCCTGE AGTTARAGCG
1741 GAAGTACAGC CTGTTGCAGA TGGTAATCCT GTTCCTTITAA ATCCTATGCC TTCAATTGAT
1801 AATATTGATZ CTAATATAAT ATTCCATTAC CATARAGACT GTARAMAAAGG TTCAGCTGTA
1861 GGRRCAGATG ABATGTGTTG TCCTGTATCA GRATTAATGE CTGGEGARCAE TGTTCATATG
1921 TATGGAARTTT ATGTCTATAG AGTTCAATCA GTRAAAGGATT TAAGTGGTGT ATTTRATATA
1981 GATCATTCTA CATGTGATTG TARATTTAGAT GTTTATTTTG TAGGATACAA TTCTTTTACT
2041 AACARAGAAA CAGTTGATTIT AARTATAA

SEQ ID NO: 2 Secuencia de la proteina del antigeno de 120 kDa
ORIGEN

1 MDIDWHHVTT SSTQDESGHL MEVIMRILNE GHHSDEKVSH EDTKVLVESL QPAVHDHVGH

51 PSSEVGKEEN APEVKAEDLQ PAVDGSVEHS SSEVGKKVSE TSKEESTPEV KAEDLQPAVD
121 GSIEHSSGEV GEKVSKTSKE ESTPEVEAED LQPAVDDSVE HSSSEVGEKV SETSKEEWNTP
181 EVEAEDLQPA VDGSIEHSSS EVGEKVSKTS KEESTPEVKA EDLQPAVDDS VEHSSSEVGE
241 KVSETSKEEN TPEVKAEDLQ) PAVDGSVEHS SSEVGEKVSK TSKEESTPEV KAEDLQPAVD
301 DSVEHSSSEV GEKVSETSKE ENTPEVRAED LOPAVDGSVE HSSSEVGEKY SETSKEESTE
361 EVEKAEDLQPA VDSGIEHSSS EVGKKVSETS KEESTPEVKA EDLQPAVDGS VEHSSSEVGE
421 KVSETSKEEN TPEVKAEDLQ PAVDGSVEHS SSEVGEKVSE TSKEENTPEV KAEDLQPAVD
481 GSVEHSSSEV GEKWVSETSKE ESTPEVKAED LQPAVDDSVE HSSSEVGEKY SETSKEESTE
541 EVEREDLQPA VDGSVEHSSS EVGEKVSETS KEESTPEVEA EVQPVADGHP VPLIIPMPSID
601 HNIDTHIIFHY HEKDCKKGSAV GTDEMCCPVS ELMAGEHVHM YGIYVYRVQS VKDLSGVFITI
661 DHSTCDCHLD VYFVGYHSFT HEKETVDLI.

5 SEQ ID NO: 3 Secuencia de nucleétidos del antigeno de 200 kDa desde 1081 hasta el final
ORIGEN

1 AATTTAGAT TTTGGACTTG TAGATGGRAGAE TGGTAAARAT CCTTTACATC ATGCTGTTGA

61 ACATTTGCCA CCTGTTATAC TTAAGGGCGT AATGGACCAT GTAAAAAATA GTAGTGAGTT
121 TCRAGATTTA GTAAATGATC CTGATTATTT TGGARARTACT ATAGCTCATT ATGCAGTTAA
181 GAATAAAAAT GCTGATTTARA CATTGITIAZ CATGCTGRAA GCTTCAGGAG CTGATITARA
241 TGTTAGGAAT GTAGTTGGTC GAGCTCCAAT ACATGTIGCT TCTTCTAATG GTAAGGUTARA
301 TGCAGTITTCT GGACTTGTAT CATGTGGTAT TGACGTTAAT TCTCAAGATG TGAATGGAGA
361 TACACCACTT CATATTGCTG TTGAAGGCGG TAGTATGGAG ACGGTATTAG CAGTGTTAAA
421 TCAGAGAGGT GCTGATGTTAE GTGTCCAGAA TAACGATGGE GTTACACCTA TGCTTAGTGC
481 TGCTARATAT GGAGATATAG GTGTAATAAAR AGCTTTAGGT TCAGCTAARAC CRAATATTAA
541 AGGTGARGAC ACTGTTGCTA AATCATTGCT GATGGAGGAT TACARAGGTT TTACACCCTT
501 GCATTTTGTA GCTGGIGGIG GTAGCAGAGA TACATTCCGT GTCGTAAGRR ARAATTATGA
661 AARATGTCAT GACTTAGCTA CTATTAGGGC AGCTTTAARTG CAAGATAGAR GTGGTGGTGA
721 GCTTGTAAAT TTAGGGGATT TTGAAAGTGA AAATATATTG GGTTCGCCAA ATGCAARATT
781 CTTGCAGCAT ATTCAATCAG CAAATTTTGG TTTTTCTCCA GCGCATTGTG CTATAGTATC
841 GTCTAATCAC ARATGTRATGA AARGATATCTT ARATTTTGTT GGGGATTCGT TACACCTACC
901 AAGTGAGCGT GGGTATARTG CRATGCAGGT TGCTGCTTTG TTTGGTGACRZ ARGARGCAGT
961 GAARATGCTT GCTARAAGTG CTAAGCCRAG TGATCTTAAT TTTAAGACTT CARGCAACTCC
1021 TACTCCGTTA AATCTTGCAT GTCTTAGAGG TGATAATGAG GTAGTACGTG GGTTAGTAGG
1081 TCAARCATGGT ATTGACATTR ACCAACGTAT GGGAAGTGAT AAARRCACTG TATTGCATTA
1141 TGCAATCAGC ARAGGAGATA GTTTTCTTGT GCAARAAGATA TTAGCTCATA CTGGAGTTGR
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1201 TGTTAATIGT GAGAATAACC TAGGTCAAAC GCCTTTACAT TTAGCAGTTG AGGGAGGAGAE
1261 TCCTAAGATA GTATCITCTC TTCTTARAGT TGGTGCAGTA GITAATCGTC TGGATGATAR
1321 TGGTAGATCT GTACTTTCTT CTGCGATAGT TCCAGGTAGA AAAGRAAAGG GAGTGCTGGG
1381 TATAGTTAAT AAATTGCTGG ATAGAGGTGC AGATATTAAT TTAGATGGAG ACCACAATAT
1441 ACTTTTTGAT CAGTGICTAA GGGGTGGATZ TAATAATGTA TTAGATAAGT TAATACAACA
1501 AGGGGTTGAA GTTAATCGAZ ATAGTGAAAT ACGTCCARATG GTTTATGCTG CAATATCTGS
1561 TAATGAGCAT GCTATCAEAAT CATTAGCTAR TGCTGGTGGA GATGTTAATG EAGTRAGTAAR
1621 TAATCCATCT AGTAGGCATT CAGGAAATCC TTTAATTATG GTTGCAGTAG CAGATGGTAA
1681 TGCAGGTCTT CTTAARRBACAT TAGTTTCTGAE AGGATGTGAT GTTGCTARAT CTGGARRAGA
1741 TGGTAATACA GCGTTACATT ATGCTGTTAG TCATTCAGAT AAAGAGTTTG GTAATAAAGC
1801 TATAAAGATA TTAATTTCAC GTAATAGIGT TGGGACTAAT AGAGATATTC TTACTCAAAA
1861 GAATAACGCA GGTGATACAC CTTTACATGA AGCTCTTAAG TCAGGTARATA TTAATTCTGT
1921 ACRGRATATC TTAAGTGCTG TACATCCARG ATACGCABAG GAGATATTAZ CAGCCAGAGA
1981 CAAAGAAGGG TACACACCAA TGCATTATAC TGTTGGAGTA AATAATGTTG ATGTTGGTAG
2041 AAGTATTICTA GAGTCTATGC TCTCTAAAGG TGTGAATAAT CTTGGAGAGE TTGTTGGAGC
2101 ACAGGATAGT AATTTTCGRAZ CACCTCTGCA TGCTGCTATT AZRATATCTG ATTATCGTGC
2161 TGCGGACATG ATAATAGGTA GCTTATCGAZ AARCAGRATTG TCRAAGTTAT CGCAATTAARC
2221 AGATATTARC GGGGATACAC CACTACATCT TTCTTGTCAG TCTGGTAATG TCGAGATGREC
2281 ACAATTCTTT CTTGGAGGTT TGGATAARCG TGAATTACCT AAGACATTAA AGATAGCAAA
2341 TAAAAATGGA GATACTCCTT TACATGATGC TATAAGARAT GATGATATTE AATCTGCARA
2401 AATGATGATT AGGAATTGTA ACARAGAAGAE ACTTGCTAAT GTATTRAARAT GTAARGATAG
2461 TTTTGGTAAT ACAGTATTGC ATACTATIGC TGACCAAGTT ATTGCGAATC CAGAATCARA
2521 GAAAGACCTT GATGGTTTGA TGAATTTAGC AGTGAARRAGG CTRARGAATC ABGATCTGRA
2581 AGATCTAGTT AATACGCGAA ATAACTCTGA CGATACTGTT GCACATTGTG CTCTTITATC
2641 GGATATGAAA TATGCTCAARR AGATACTTAA ATCATGTAAC CATGATACAT TAGTGAGAGG
2701 RAATAGTAAT AATCAATCTT TATCAGAGTG TATTCGTGAT GATAGTAAAT ATARARAAAGG
2761 TGGAATTTTT AGTAAGCTCTT TATTTTCAZA ATTRAAAGRAA CTTGAGGCAC GAGCTGCCRAG
2821 CGCTAGTTAT GAAGRATTAT CTAGTATCAG TAGTGGTAGT GATGTTTCTT CTGTATCAAC
2881 AAATAGCACE GAAGTAAGTG CAGTACCTGE AGTGGCAAGA AGTAGTGGTG CTGETGTCGTT
2941 CAAACATGTG CAAGAAACAG GAGTTGACAC GICTGGTCCT TCTGATATAG AAAGTTTAGA
3001 GAGATTATCT GATACTAGTC TTGGGTCAAR TGATTTTGAT CAGCCRATGG CRGATTTAGA
3061 TCAAGAAATE GCAAARTATTG TTAGTGGTTT ACCAGAAGTT ACCCAGGTAG CTGTARGTCA
3121 ACAACAAGCA GCATCTCCTA GTTCAGGTCA AGCTGCTGGT GTGCAACAAA RAGAGATGCA
3181 GAGATAA

SEQ ID NO: 4 Secuencia parcial de la proteina del antigeno de 200 kDa
ORIGEN

1 HLDFGLVDGD GKMPLHHAVE HLPPVILKGV MDHVKHNSSEF QDLVHDPDYF GHTIAHYAVE
51 MEKWUADLTLFI MLEASGADLN VRIVVGRAPI HVASSHGKAN AVSGLVSCGI DVHSQDVHGD
121 TPLHIAVEGG SMETVLAVLI QRGADVSVON HNDGVTPMLSA AKYGDIGVIK ALGSAKPNIK
181 GEDTVARESLL MEDYKGFTPL HFVAGGGSRD TFRVVRENYE ECHDLATIRA ALMQDRSGGE
241 LVULGDFESE MWILGSPHAKF LQHIQSANFG FSPAHCAIVS SHHNVMEDIL IFYGDSLHLP
301 SERGYNAMQV AALFGDEEAV KMLAEKSAKPS DLHFKTSATP TPLHLACLRG DHEVVRGLYG
361 QHGIDINQRM GSDKNTVLHY AISKGDSFLV QKILAHTGVD VNCEWHNLGOT PLHLAVEGGD
421 PKIVSSLLEA GAVVHRLDDN GRSVLSSAIV PEREKEKGVLG IVHKLLDRGA DINLDGDHHI
481 LFDQCLRGGY WHNVLDKLIQQ GVEVHRISEI RPMVYAAISG HEHAIKSGLAN AGGDVHEWVVIT
541 HPSSRHSGUP LIMVAVADGH AGLLKTLVSE GCDVGKSGKD GHTALHYAVS HSDEEFGHEA
601 IKILISENSY GTWHRDILTOK HHAGDTPLHE ALKSGHINSY CHILSAVHPR YAKEILTARD
661 KEGYTPMHYT VGVIIHVDVGR SILESMLSKG VNILGEIVGA QDSIFRTPLH RAIKISDYRA
721 ADMIIGSLSK TELSKLSQLT DINGDTPLHL SCQOSGHVEMT QFFLGGLDKR ELPKTLEIAN
781 KNGDTPLHDA IRWUDDIKSAK MMIRNCHNKEE LANVLECKDS FGNTVLHTIA DQOVIARNPESK
841 KDLDGLMHNLA VERLKNQDLE DLVIITRHNHSD DTVAHCALLS DMEYAQKEILK SCHHDTLVRG
501 HSMIQSLSEC IRDDSKYKKG GIFSKESLESK LEKLEARAZS ASYEELSSIS SGSDVSSVST
9651 HSTEVSAEVPE VARSSGAVSF KHVQETGVDT SGPSDIESLE RLSEDTSLGSH DEDQRMADLD
1021 QEIAMIVSGL PEVTQVAVS(Q QQAASPSS5G) AAGVQQEEMQ R.

5 SEQ ID NO: 5 ATPasa - Secuencia de nucleétidos del fragmento del clon 84
ORIGEN

1 AATTATGCTG AAACTACTTT ATCATTTGGT GAATCTCGAG CAGAAGGACG TGAATCTCCA
61 TCAAGTGCAT TTGTTCAAAC TGGTCAATCA GRAAGTACCTC GGAGTGAGGC TGCAGAGCCA
121 TTAATTCAAT TICCTCATGER TGAAGRAAGT ACTGCATTAG GTTCTCAAGC AACTATGACA
181 GGAGTGTCTA CTCAGGCTAG TCCGTCAGCA GCATATCAGG ATGATAGTGA AATATCACGT
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241 ATGAGGTCTA TGGCAGGARC ATCTGCTCAA GCTGATCAAT CAGCAGTACA TCGTCGGAGT
301 GGTACAGCAT TAGAGCCATT AATTGAATTG CCTGATGAZG AAGARAATGC TGCATTAGAT
361 TTTCARAACAG CTATGACAGG AGTGCCTACT CAGGCTAGTC CGTCAGCAGT RCATCGGAGT
421 GGTGTTGCAT CAGATCCTAC GCTACCTGAT GATGAAARGAA TTGATGTTCC ATCAGTTTCA
481 TCTCAARGTTG TAAGACCTTT TAGTCGATGGT GAAGATTATT CAGTATATGA TARAATCAGGT
541 GTAGTAAGTG GTCATGAAAG ACCTGTTTCT TCTAGAGATT CAAGACRATT GGATGCATTT
601 GGTGATCCAT CAGATGATIT ATTGCCGGAG AGTGAAATTAE TTGTTAGCAG CRGTAAGRRA
661 GCAATATTAG ATAGCCAARA TGAAATAGAA TCTCTTATTC AGAGTGGAGA TACTTCTAGA
721 TGTATTAGGG CAATTAATAG TGCTCCTAGT GCGTCAGTGT TTCAACTGRA BACTTTATCG
781 AATGATATAT CTATTGCTGG ACGTGCTTTT TTAAATGGTA ATATTGATTT AATAGRAGCT
841 TGTATGARATT CTGGCRAGARA ATTAARATCCA AARTATTACTG ATAATGARAA ARATRACTCTA
901 TTACATCAAT TTGTAGGATAE TTTTGAACGC GATCCGAGARA TGTTGCTTGR TGCAGGAATG
961 CGTAATCTGT TTTTGAGATT ATGCATGGAT TATGGTTTCG ATATTAATCA TAAARATAGT
1021 AATGGTAATZ CAGTACTTGA TAGATTAAAT GATTTAGTAG AAGGGTTAAG TAGTTCGCAR
1081 GTTGATCITG AAARGTAGTGG TATTGATGAG TTTATGATCT CATTGTTAGC TCATTCTAGA
1141 ATGAGTGATC AAGCAGTARR GRATATTIGCT ACTGCGCRAXA ATGAGTTTTT TGCACGTGAT
1201 TCTGTTTATE ATATTAGTCG TTTAGTTGAT ACTTCTATAG TTTTGCAGRZL TRAATTCAGT
1261 GAAGTATTTT ATGRAGTCTG TGGACGTATT TTATCTGRAAG AAGCTGGTAAR ACATAAGGGT
1321 GTTGCTGRAG CAAATTATTC BAGATTGAAT AAAATATTAA ATGATGAATG TCTTAGAAAG
1381 ACTTTAGCTA ATACAGATGC CGATGGAAAT AATGTTITAC AGAGATTGTG TCAAGATATT
1441 GCTTCTGGAAR ARATCAATGC TCGTGATGAC AGAGTATTAA AACTTITTTGA GACAATTATA
1501 TCTAATTTAA AAGACARAGE TRAAGCATTA CTAGAGGATT TATTATTTAA TAATAGAAAC
1561 TCAAGATTTG AARATTGCAT TGAAGCTATA CCACGTATTC CTGGTGCCGE TGCTCTATTT
1621 AAARAACTAG AAGAGTTATT ATTARARRAG ARAATAGCAG AGTCTTGTGA TTTTAATTCT
1681 ATGTTAGTIGA ATTGTGCTGA GTCTGCTAAT GATAATTTAT ATAATTACCT GCGCACTAAT
1741 TATGCAGTTA TTGGTATAAA TAACGTAGAT ATAARTGGCA ATTCATCCCT ATGTAAAGCT
1801 GTTGTTACTG GGTCACAAGG TATTGTTAAA GCAGTATTAT CAACTGGAAC TAATATTAAT
1861 AGGAAARGATA AAARATGGTAA TACACCTITTZ CATGCATTGT TAATTTTTAT GATGTCTAAC
1921 CCTGAACTTG TCAAGGAGCA ACATATTITCA CTTGTGARAT TCTTAGCGTC TCGTGGAGCT
1981 TTACTTAATG TAARAAATAR TATGAATATT TCTCCAATTA TGCTTGCAGE ATCTATTGAT
2041 ARGAAAGARGG AACTTGCTAA GARATTTACA AATCARARAAG TTAGTATTTT AGAATCTTTA
2101 ATAGCTGGTA GTGARAGAACA TTTAGGGCTT AAARTCCAAAT GTATATCTGA GTTARAGCCT
2161 TATATAGART TAGGRAAAGG CATGAAGTAC GAAGATATAC ATGCTGATGT AATAGGTGGT
2221 GTATTATCTG CTGATATGTG TAATGCTAGA TTGCAGATAG GTAAATTATT AAATGGTGAT
2281 TTTTGTARRG AARATGAATT RAAGACAGTA RAATTTAATT TTTCTGATAC AAATAAGGGT
2341 TATGTACAAA ATGTTGGTAA AAARAGAARAT TAT

SEQ ID NO: 6 ATPasa - secuencia de la proteina del fragmento del clon 84
ORIGEN

1 HYAETTLSFG EGSRAEGRESP SSAFVQTGQS EVPRSERAEP LIQFPHDEES TALGSQATMT
51 GVSTQASPSA AYQDDSEISR MRSMAGTSAQ ADQSAVHRRS GTALEPLIEL PDEEENAALD
121 FQTAMTGVPT QASPSAVHRG GVASDPTLPD DERIDVPSVS SOVVRPFSDG EDYSVYDKESG
181 VVSGHERPVS SRDSRQLDAF GDPSDDLLPE SEIIVSSSKK AILDSOUEIE SLIQSGDTSR
241 CIRAINSAPS ASVFQLKTLS NDISIAGRAF LNGHIDLIEA CMHNSGKKLINFP HITDNEKHTL
301 LHQFVGYFER DPRMLLDAGHM RNLFLRLCHD YGFDINHENS NGWTVLDRLN DLVEGLSSSQ
361 VDLESS3GIDE FMISLLAHSR MSDQAVENIA TAQHNEFFARD SVYNISRLVD TSIVLONKES
421 EVFYEVCGRI LSEERGKHKG VAEANYSRLN KILNDECLRK TLANTDADGH HVLQRLCQDI
481 ASGKINARDD RVLELFETII SHLKDKDKAL LEDLLFNNREN SRFENCIEAI PRIPGADALF
541 KELEELLLKE KIAESCDFHS MLVHCAESAN DWLYMYLRTH YAVIGINNVD INGHSSLCKA
601 VVTGSQGIVK AVLSTGTHIN RKDKNGNTPL HALLIFMMSH PELVKEQHIS LVKFLASRGA
61 LLNVEKNHMHI SPIMLAESID KKEELAKKFT HQKVSILESL IAGSEEHLGL KSKCISELKP
721 YIELGKGMEY EDIHADVIGG VLSADMCHAR LQIGKLLHGD FCKENELKTV KEFHFSDTHEG
781 YVQUVGKKRH Y

5 SEQ ID NO: 7 ATPasa - Secuencia de nucleétidos del fragmento del clon 7
ORIGEN

1 GTARAARAAT TAAGATTATT ATTALATTCA ATARGTGAGT TACCGCAAGE ATTAARAGAT
51 CRAATTTTAA GTACTAGRAG TACTATAGAT AAATTACGAA ATAGRATTAR TGCCTGCATA
121 AAGTCIGACG ATAGEGAAGG TATTGCACAT GCTGTAGAAT CTATGGCTAG TTCTTATIGT
181 GAATTATTAG GACATTGTAG ATTAATTTIT AAGAARATTAT ATGATGARAA TGCTGATAAA
241 AGTTTGCTAG AATTATGTAT TAAAGAATAT CRATCTGATT TAAACAAATT ATTGGAACAA
301 GGTATTGATA TATGTGCTTC AGAAGTCTCA TCAGAATGTA AGGATTTAGT TTGTAAAGTA
341 TGTGAAGATG AATTTGAGAA ATATGACTCT TTATCTAAAG TACAAAGATT CAGGGAATTA
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5

10

421
481
541
601
661
721
781
841
201
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1581
2041
2101
2161
2221

2281

TCTGCTGAAR
TTTGGATTAT
RAATTTCGAG
TCTGTTGATC
AATTTAGTGC
CAACAATTAC
TTTTCTAAGT
GTAGAGCACC
GTGCARGGTA
GGTGATGATG
GTAGCTGATG
ATAGCTGAAG
GCGATARACAC
CARAGATGGTA
AGTGATAGTG
GCACCTGCTG
GAARAATTGG
TCTACTGCTA
GBRARAACTTG
GTGCAAGGTA
GATGATAGTA
ACTCGTGCAG
CCTGGTGATG
AGTGGATTGT
TTAGATCART
TATAATTCAG
ATTTTTGAAT
BGAGCAGCAT
TCTRGAGATG
ATACGTAATC
TCTGATATGA
CTT

TTGCTGATTT GCATCATAARA
TTAGCAGTAG ATTAAGACAT
AGAGGATAGT TGAAAARTAT
TTCATTTGTT AATAAATTTA
ATAGAGCATG TAATGCTGAA
GTACATTATC GCAAGAAGTG
TTAGTATATT TGTTGATGGC
CTCGTTCTGA TATTCCTAAR
AAGATGATAT ACAATCTAGT
ATAGTAAAAR AGCATCAGTT
TTCAACCTGA ACCTCAGCTA
GACCTGAGTT GCCTGGTGAT
CATCRAGTCC TGAGACAGTT
TTACAACACC AGGACAACGT
ATAGTGCATAG TAAATACGGT
TTGACCAAGT TCTACCTGTA
AAACATTAGA GICTAGTATA
AGCRATCTAT ACCTTTTGCG
AMARGTTCTGG TGTTAGTCRZ
AAGATGATAT RCAATCTAGT
AMARMAGCATC AGCTAGTGCA
ATGGAGTATC AGAACCATTA
CATCTGTTGA TGGTGTTGAT
TGCCACGTCA TGAACARAAAT
TATATATGGA CTATATAGAT
CATTGCATGG ATATAATACA
CACATGAATC AGCATCTCCA
TAAGAGATGT TGECGCAGGAT
CAATGCTATT AAGGGCTAGA
TGTATATGGT TGAATTAGAT
AATCTGCAAG TTCTAGTGAT
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TTAACAAGAA GGGCTTCTTT TGTTGAGACT
TATAGGGAAA TTTTAGGAGA TGGTGATTTA
CAAGAGGATT TRAAGGAATT ATTAGAATTA
CCAGCATTAG ARGATTTACG CGATCATAGA
ATTGAAARAT ATCTAACTTT ATTTGATGAT
AATAATGCTC ATGGTGAATT GATACAGATG
GTTACTGGTA TTGAACAGAG CACATCTCARA
AGAGATACTA CAARCACCARR GCAACGTGTT
GATAGTGATA GTGATAGTGA TAGTARATAC
AGTGCACCTG CTGTTGACCA AGTTGTACCT
GGTGAAGGAT TGGAAACATT AGAGTCTAGT
GCATCTACTG CTAAGCAATC TATACCTTTT
GATGARRAAC TTGABRAGTTC TGGTGTTAGT
GITGTGCAAG GTAAAGATGA TATACAATCT
GATGATGATA GTAAARAAGC ATCAGCTAGT
GCTGATGTTC AACCTGAACC TCAGCTAGGT
ACTARAGGAC CTGACTTGCC TGGTGATGCAR
ATARCACCAT CAAGTCCTGZ GRCAGTTGAT
GATGGTATTA CAACACCAGG ACAACGTGTT
GATAGTGATA GTGATAGTAA ATACGGTGAT
CCTGCTGTTG ACCAAGTTGT ACCTTCTGAC
GCATCTCATG TGGATCAAGG ATCTGATGTA
TTAAGATTAG GACGCTTATC TACTGAGCAR
GTAAGAGCAT TTATTTTAGE ACAGAGTTTG
TTACACCCTG ATCAGRRARG TTGTGARAGCT
AGATTAGAGT TACAGAAGGA ATATAACAGC
ANTGARATTA ATAGTTTTTC ACAAAAATAT
ATTGTTAATC AGGGTCCAAT GTTTTATTCT
GTAGACACAT TGTGTGATAT GIGTCGTTCA
GCCATAGATA AAGAAGRARR ATCGTTACRA
AARRRAGTTGA TRCAAGARIA AATARANTTA

SEQ ID NO: 8 ATPasa - Secuencia de la proteina del fragmento del clon 7

ORIGEN

1
61
121

361
421
481
541
501
661
721

VEKLRLLLINS
ELLGHCRLIF
CEDEFEKYDS
EFRERIVEKY

ISELPQELKED QILSTRSTID KLRHRINACI KSDDREGIAH
KKLYDEUADK SLLELCIKEY QSDLHMKLLEQ GIDICASEVS
LSKEVQRFREL SGEIADLDDK LTRRASFVET FGLFSSRLRH

QEDLKELLEL SVDLHLLINL

PALEDLRDHR WNLVHRACHAE

QOLRTLSQEYV NMAHGELIQM FSKFSIFVDG VTGIEQSTS(Q VEHPRSDIAK

VQGKDDIQSS

DSDSDEDSKY GDDDSEEKASV

IAEGPELPGD ASTAKQSIPE AITPSSPETV

SDSDSEDSKYG
STAKQSIPFA
DDSKKASASA

SAPAVDQVVP VADVQPEPQL
DEKLESSGVS QDGITTPGQR

DODSEKASAS APAVDOVVEPY ADVQOPEFQLG ERLETLESSI

ITPSSPETVD EKLESSGVSQ

DGITTPGQRV VQGKDDIQSS

PAVDQVVPSD TRADGVSEPL ASHVDQGSDV PGDASVDGVD
SGLLPRHEQI VRAFILEQSL LDQLYMDYID LHPDQKSCEZA YMSALHGYNT
IFESHESASP NEINSFSQKY RAALRDVAQD
IRNLYMVELD AIDKEEKSL(Q SDMESAZSS5D KELIQEKRIKL L

IVITQGPMFYS SRDAMLLRAR

SEQ ID NO: 9: Secuencia de nucledtidos del antigeno p16

ORIGEN

1
51
121
181
241
301
351

ATGTTACACG
CATTTTACTG
CAAGAARGTAT
CCTTTAGAAT
GAGAGCTTGA
ATGAATTACA
TACGACTGTT

TTCARAATCE TGTTGATCAR CATACAAATC ATATRGARCA
GTCCTACTAG TTTTGAAGTT AATCTTTCTG AAGAAGRARA
CTTCTATTGA TAGTGTAGGEA TGCGAAGATT GTGATCCARA
TAGTAGAATG TCAGCGTATT GAGGARAGAC CAGTATGCAA
CTGTTGATGC ATATCAATTA GGATTGITGT TAGGTGGTITT
TATCTTATAG CTATCCTTGT TATTATTATG ATTGTTGTGA
GTCATAAGAA TGCGTGTTAT TACAACTGTT GTGATTGTGC

SEQ ID NO: 10 Secuencia de la proteina del antigeno p16

ORIGEN

AVESMASSYC
SECKDLVCEWY
YREILGDGDL
IEKYLTLEFDD
RDTTTPEQRY
GEGLETLESS
VVQGKEDDIQS
TEGPELPGDA
DSDSDSKYGD
LRLGRLSTEQ
RLELQEEYLIR
VDTLCDMCRS

TGATGATTAC
AATGGAGTTA
TTGTCGTTAT
TGCAGGTTTA
TTTAAGTGCT
TAGAAARTTAT
GTAR

1 MLHVQUHEVD) HTHHIEHDDY HFTGPTSFEV NLSEEEEMEL QEVSSIDSVG CEDCDPNCRY

61 PLELVECQRI EERPVCHAGL ESLTVDAYQL GLLLGGFLSA MHYISYSYPC YYYDCCDRIY
121 YDCCHKWACY YNCCDCA.

SEQ ID NO: 11 Secuencia de nucleétidos de la proteina ribosomal L1

ORIGEN
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61
121
131
241
301
361
421
481
541
601
661
721
731
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2lel
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

ATGACGATTT
GGTACTAAAG
ATGGGAARTA
GAAGAGCCTG
GTATCTGGTA
TTTCATCATA
TTARAGGATT
ACARAATTTA
TACCTTTTITG
AGTGGATCTG
CATCAATATG
GCATCTGGAC
GCTGATTATA
ACTTCAGATG
ARTGAAARTC
AAATATCCTA
GCTAARGARN
GACATTAGTT
TTTTCTGCTG
GAAMATATTT
GCACAAAAAR
CCAGAATATA
TGCTGATAAGA
ATATTGGCEA
CGTTACTCAG
AARGTTTTTAG
CAGCTTAATT
GAGGTCAARR
CTTACCTATG
ATTTCTAATC
ATATCTCTAT
GTTAAARARTC
GCAAGTGGTT
ACTGCTCTAG
TTTAATCATC

GCTTCAGTTA
ATTGTTARLG
CGTGCAGTTG
ATTACTGARAC
GAAGGRARRR
GTTAATGGAA
ATGCCATCTG
GAGRAACAAR
BAAGRRAGGAT
GAACAAGGTA
TATGATGATA
TTCATTTICTG
AARAGTTAATA
GGTGACCARR
TTTARAALTG
TATATAAATG

TCTTAGAAAG
ACAAGACAAR
CTGAATATCA
TAGGTTATGG
GTGATGCAGG
CATCTACTAT
TATCTGATAR
AAAATAATTT
ATGATAAGGA
GAGGTATGAC
GTGARATATT
ATAARRTTGCA
TCCARGAAGA
TATTGAAAGA
AGAGGTTAAG
AGTTAATTTC
TAATTAGTAT
TATATTTAGA
AARGTGCTAG
ATGATATGAG
ATGTGATTCG
ACTTTCTGRA
ATGGGCATGA

ATATGATGT
ATGCTGCTRA
ARARMATAGG
CTATTAAGGC
AGGTGTTGAG
TTGATTTAAA
CAGATGTAAT
ATGTAGATGA
TTGATACTGG
ATGARGACAG
TTAATAATAT
CGAATETTAA

TGATGATGAT
TCTAGATAAT
TTATGTGAGT
TGGAGATACT
CGTTGCTGTA
ARGAARACGAT
AAGATTACGT
TGGGTTAGAA
ACAATATAAT
TTTCTATGGA
GAATTTAALR
TGGTTCTGAC
TAATAGTTTT
TTCTTCTGGT
TTATAGTATA
GGAATATTTA
GGATARGTAT
BAATATGART
CTATTTTGAR
TGGTAAACTA
TATTTGGAAT
ATTGGTARACT
GTATTTTAAT
TAAGCTTCGT
AGTGTTTAGT
TTATAGTAGT
TTATGTAGTR
TGGTGAGTCT
GAGTCTTATA
GTTGCGTACT
TCAGRAAGTT
TAARAGTGTAT
AGCATATATG
ACARRARAGCH
TAACTTGCAC

AAGATTACTC TCATCTTGCG
GTGAATTATT AGATGATAIA
TTAAGCATGA TGATCAAATA
CATCAGCTGA TTCAGGTGAC
ATCTTAGATT TCAACTTCCT
ATAATRAAGTT GGTACCATGT
ATTTARCGGA TGAATATAGA
GTTATTCTAA AAATAGTATT
CTATGTTTAA ATTACAGCAT
ATGTTATTAG GCCTAATAAC
AAGTTATTGG GATGTTGTCT
CAAGCCTTAA TTATAGCCAC
TTGAGGCGTT AGAAARRTGGA
TAGCAGCTCT TARATACTGAT
ATAGCGCATC TACTGATATG

AGCTTTAA
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ABGAGTAACT
ACTTATTATG
TTGGATAGAG
TTACCTATTG
GGTAATGTTA
GAATTGAAGA
G2AATTGARAA
CCARATGATG
TATTATGGAA
AATGCTAATG
CATGARATTAR
GTARAATAGCA
ATTATGAGAG
AATGTAGARTC
GGACATGCAT
AACGCATTAA
CCAGATTTTG
GTATTARAGT
GATCRARGGTG
GTAGGTGAAR
ATTGCAAGTC
ACTCCATCTG
ACTAAAGATT
GARRGTAGTG
BAGCTGCCTA
TATAARGCAGA
ARAGRAGTGT
CATCCGGALG
GGAGTAAATG
GCTGTGTTAG
GGTGAGCTGT
TTTATGTTCC
GTTGTATTAG
GCAGATGGAR
TCAARARTTATA

TTAAGAAGAC
ARCTATCATCA
TGGATCATGT
TTCCTACTAC
RAGATTTTGA
TAGATTTACG
AGGGATTTAR
GAGAALCTAT
AGCTTTATAA
TTCCATATAR
CTCATGCATT
GAARTATTTAC
GATTARALGGE
ATTTAAGTGG
TTGTAAGCTT
AAGAGGATAA
AGCCGTGGGET
TAGGATTAGG
TCAATARAAGR
TGTCACCTGT
CTGATATGAT
GTRAGTCTGC
ACATAGATTC
ATGCTTTGGA
ATGCGGATTT
TAATAATGAG
TTGAAAATTT
TAAGRRATGT
GTGCAGATAT
GTAAAGGAAR
CERACTGAAGC
ATAATGTTGT
AARRAGATGG
ATGTTGTATG
AGGAGCTGTT

GATGTGCAARAT TTAATARAGAR
GGTACTGTAL GTGTAGATGA
CTACATCAGT TTAAGAGTAT
AATTATGGAA GTGATTTTTT
ARAGCTATTAE CGCATTTGAR
ACTARMGATG GGAATGAACH
TATATACATC CTATTTTTGC
AGTGTTGGGT TAGTGGACTT
TATTCTGATG ATTATCATAT
AGATCTTACG TTACAAAAGT
GATAGTATAA ATCAATTTCA
AATGATTTTC TTTCATCTAR
ATATATAGTG GAARGATATGA
ACAGGTTATA GTGATARAGC
CCGGCTAGTG ATGTTACTAC

SEQ ID NO: 12 Secuencia de la proteina ribosomal L1

ORIGEN

1 MTIFLESDDD KSWFEKTLEN GTEDETNLDH TYYDYHHEDD MGHNTEYHYVS

ATTGGAGAAC
TGAAGATGAT
TAAGATGCCT
AGCTGCTAGT
AGATAATGTT
AATRCATACT
TGATACGGTA
TTTTGATTTA
CTTAGGAATT
AATTTATGTA
RGARRGTTAT
GGAAGGATTA
TCGAGAGATC
TGTTGCAGTG
TTTACAAGAG
TATTATTCGT
GAAGTCTAAA
TGAGAARATG
ATATTACCAT
AGTGCATTAT
AGAGGTGCGA
ATATGTATAT
TGCGTTTAAT
TATTAGAGGT
GCTGTTGGAT
TAATCCAGAA
TAGGGRATCT
ATTARATGGAT
TGACAGTATT
TGCAAGTGGG
EGGTTATTGT
TGGAATGATA
TAAGTTTACT
GGATAATCAA
GTITARATGAT
TGATACAGTA
TGATGTACAT
GTCTTTTTAC
CATTTCTGAT
ATTGGTTAAT
TCCTGAAGGT
TCATACATTT
CAGTAAATAT
TCATRAGGAT
GCCGATTTAGTA
GGGETGATATT
GTACTTTCAG
TGTAGGAGAT
TATTTTTTAC
TATTTTACCT

LDRVDHVEME

51 EEPVGYGGDT LPIVPTTRAS VSGSDAGVAV GUVEDFEDHV FHHTSTIRND ELKIDLRIAT

121
181
241
301
361
4z1
481
541
601
661
721
781
841
501
961

SEQ ID NO: 13 Secuencia de nucleétidos de la proteina

LEDLSDERLR
S5GEGGMTEYG
ADYIQEDHSF
KYPKLISEYL
FSAESASYFE
PEYNFLELVT
RYSDAREVES
EVEKVLSGES
ISLYVDDQERY
TALVITITIQRA
IVKGELLDDK
EGKULRFQLP
EEQSYSKENST
YDDKVIGMLS
GDQIAGLHTD

EIEKGFNDTV
HANVPYKIYV
IMRGLEDREI
HALKEDHIIR
DQGVIIKEYYH
TPSCKEAYVY
ELPHADLLLD
HPEVRIVLMD
GELSTEAGYC
ADGHVVRDIQ
GTVSVDDDVH
BKAITHLKLVIT
SYGLVDEFSEKY
DSINQFQGDI
TGYSDEAIFY

TEKFEHHUFGLE

AKEIISMDKY

VENLDTGEVY
FUUHPNINILH

PIIDGETIFDL YLFDDKEQYIN YYGCKLYMLGI
HQYGEILNLK HELTHALESY AGGHKLHGSD VIISRIFTEGL
TSDVLKDSSG NVDHLSGVAV HENQRLSYSI GHAFVSFLQE
PDFEPWVESEK DISLYLENMN VLELGLGEKM
ENIYDMSGKL VGEMSPVVHY AQKNVIRIWH
CDENGHEYFN TEDYIDSAFN ILARYDVELR ESSDALDIRG
KFLEKIGYSS YKQIIMSHPE QLUSIKAYVYV KEVFENFRES
LTYVDLESVI GVNGADIDSI ISNPDVMLRT AVLGEGHASG
FMFHIVVGMI ASGYEDRAYM VVLEKDGEET

SUYKELLLID ASVKDYSHLA

IASPDMIEVR

DYEFUKDDTV

RAVVKHDDQI LHQFKSMSFY ITEPSADSGD HYGSDFFISD
VHGIMKLVPC TKDGHEHPEG MPSDLTDEYR YIDPIFAHTFE
KEGSMFEKLOH YSDDYHIHKD EQGHVIRPIIN RSYVTEVDLY
FISACZLIYSH NDFLSSKYFQ EVIIEALENG

FEHMDSASTDM

PASDVTITILP YINEL.
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ORIGEN

1

61
121
131
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
15361
1621
1631
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l

ATGGATAGTA
TTTGGACTGG
CCAARATTACC
TGGCCARACTA
GTTTTATTAC
TTATGGAACC
CATGGAGATT
AAAGGAATAT
GCATTGTTAT
TTATTCTGGG
AGTGGGTGGE
GGTATAAGTC
GATGATGTAC
GCACGTAGTT
TCCTTTGGAG
GTACTAGACA
TTACRRARLG
TTATGGGCAA
TTTAAAAGGA
AGACCTTTAR
TCAGATGATG
ATGGAGCALT
ATTATTCARG
TTATCARACT
ATATCARCAGT
TTAGATTTGA
TTACCTCAAG
TATCCTATAA
TTAARGAGTA
ACARRAGARR
GACAATACTG
GACGATGATG
GATTATGATG
GAGTATGAAG
GAGGRAGAAG
TACAAAGATG
CATAATGAAT

TAAGTGCAAR
AATTTTGCTT
TAGATTTTAA
TTTTTGACTA
TTAAGCTAAT
TTAGRRATAT
CAAGATGGGC
TATTAGGGAA
TTGCACCARC
AAGATTCTGT
GAARRARAAAAG
ACTGTTACAA
AAAARATTGC
TATTTGTAGG
AAGTTGTAAG
CAATAGGGAR
CAGACAAAGAE
ACCCATTAAT
ARBARGTAAC
TGCAGGTATT
AACCATATGG
TTCARLRCAGG
ATACTGRACA
CTACTTATAG
TAATRGGARA
ACCCTGCATC
AAGTAATAAT
ANTCARAGAR
CCITTGTTCC
ACGARGAACC
AMAACRATAT
ATGATGATTT
ATGARGAATA
AAGATAATCC
ATAATATTAT
ATGACAATARA
AG

TCACATACGC
TTATTTATCA
TGCTATARAT
TGTACAACAT
AARCGTCATTA
ATTATTCGAT
BACAGAAARD
AGACARGAGA
TGGATCCGGA
AGTAGTACAC
GGGACAAGRA
CCCATTAGAT
CAATCTAATA
AGTAGTATTA
ABCRATGCGE
AAAGATTCRC
ACGCTCAGGT
BGATACAGCA
AGTATATGTT
TTATCAACRR
TGTACTGTTC
TATCGCATAT
GCTTAAGGGT
AATARCTTTT
TAARRACTGTT
ACGTTCATTE
GTTACCCAGA
ARTARAATAC
AACTCAAGAG
TATGCCRAGT
GGAAGATGGT
TAATTTTGAA
TGATGATATE
EGAAGAAGAT
AGRTTATGRE
CTACARCARD

ES 2720363 T3

AATATTTTAT
GGTGTATTAT
CCCAGTTTGA
TGGTGGARGA
TGTACACCAG
TGGAGGCCAT
GATATTCGCA
GGATATCTCA
AAAGGTGTAG
GATATAARRAT
GTTTTCGTGT
TGGATAAGCT
ATGCCTGAAC
TACTTACTAG
AGCGATGACG
CCAGTTGCAT
GTTGTATCARA
ACAGCATCAA
CGATTAACAC
GCTACAGRAT
TTAATGGATG
TTCCGTGGAT
ATATATGRAAG
GCTGCARATA
ARCCRAGRGT
CATATATCAG
GATGAGCAAA
TATGAARGACA
CCTTATGATC
ATTGRRRGCG
GCAATGTACH
GACTTAGATG
GATTATGATG
GACAATAGCA
GATGRAGARG
GATACCACTG

TCCTTGTTTT
TCATCTTAAT
GTGATTTTCC
ACCCTTCTGC
TAGGTATTCT
TTAAGRAGAR
AAATAGGATT
TTGCAGATGG
GTTTTGTAAT
TAGAGAACTR
GGRACCCAGC
CTAAGCCTGG
AAGATTTTTG
CAGTACCAGA
TAGTCTACAR
ACATGARATAT
CTATGRACTC
GTGATTTTAA
CAGATAATTT
TTTTATGTAG
AGTTTCCRAC
ATAGAGTTAG
AAGCAGGALT
ATATAGAAAC
CTTTARACRG
AARCRCAARG
TACTTTTAAT
AAANTTTTAC
CCRACARARC
ATCTTCCTAR
GCAGCATAGR
AATATATGGR
ATAATARCAZR
ATAATCTAGA
AATATGATGR
ACGATCAAGA

SEQ ID NO: 14 Secuencia de la proteina secretora de tipo IV VirD4

ORIGEN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

SEQ

MDSISANHIR
WPTIFDYVQH
HGDSRWATEEK

LEWEDSVVVH
DDVQEIANILI
VLDTIGEEIH
FERKEVTVYV
MEQFQTGIAY
ISQLIGHKTV
YPIKSKEIKY
DHTENITMEDG
EYEEDIFPEED
HHE .

ID NO: 15

HILFLVLGAF
WWEKIIPSAYDRE
DIRKIGLRSR

DIKLENYDLT
MPEQDFWYUE
PVAYMHIIAAF
GLTPDHLTRL
FRGYRVRLFL
HUQESLHRPKF
YEDKHFTKEL
AMYSSIEEDY
DHSGHIILDDEE

AGGCGCATTT
GGTCTGGGGR
AGACAGAATT
ATACGATGCA
ARGCATAGTA
AGAATCACTG
RCGTAGTAGA
ATATCAACAT
ACCARACTTA
TGATCTTACA
ACAACCTGAC
ACARATGGTR
GTATAACGRA
ARARGTARAR
CTTAGCAGTA
EGCTGCATTT
ATCTTTAGAR
TATTCAAGAR
AACTCGTCTT
ARCTTTACCA
ATTAGGRRARA
RCTATTTTTG
GAACTCATTC
TGCRARARTTTA
ACCTRARTTT
AGCTTTACTA
AGARATCTACT
AAARAAACTA
ARRARCAGCA
ARRATRCATCT
MGARGATTAT
TGARGAAGAL
TAGTAATGAG
CGATGAGGAR
TAACATAGRC
CTCAAMARAD

FGLEFCFYLS GVLFILMVWGS PHYLDFHAIN
VLLLELITSL CTPVGILSIV LWNILRHMILED
KGILLGKDER GYLIADGYQH ALLFAPTGSG

SGWREKRGQOE VEFVWHPAQPD GISHCYHPLD
ARSLEVGVVL YLLAVPEKVE CFGEVVRTMR
LOKADKERSGE VVSTMHSSLE LWANPLIDTA
RPLMQOVFYQQ ATEFLCRTLP SDDEPYGVLF

IIQDTEQLEG

IYEEAGMIISF LSUSTYRITF

LDLHPASRSL HISETQRALL LPOEVIMLPR

LESTFVPTQE
DDDDDDFUIFE
EEEDNIIDYE

PYDPHETKTA TEENEEPMPS
DLDEYMDEEE DYDDEEYDDI
DEEEYDDIIID YEDDDUNYITK
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PSLEDFFDRI
WRPFKKEESL
KGYGEVIPHL

WISSKPGOMY
SDDVVYTNILAY
TASSDFHIQE
LMDEFPTLGK
ARNIIETANL
DEQILLIEST
IESDLPENTS
DYDDIHHSIE
DTTDDQDSKK
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MDIDNNNVTTSSTODKSGNLMEVIMRI LNFGNNSD
EEVSNEDTEVLVESLQPAVNDNVGNPSSEVGKEEN
APEVEKAEDLOPAVDGSVEHSSSEVGKKVSETSKEE
STPEVKAEDLOPAVDGSTEHSSSEVGERKVSKTSKE
ESTPEVKAEDLQPAVDDSVEHSSSEVGEKVSETSK
EENTPEVEKAEDLOQPAVDGS IEHSSSEVGEKVSKTS
KEESTPEVEAEDLQPAVDDSVEHSSSEVGEKVSET
SKEENTFEVKAEDLOPAVDGSVEHSSSEVGEKVSK
TSKEESTPEVKAEDLQPAVDDSVEHSSSEVGEKVS
ETSKEENTPEVRAEDLOPAVDGSVEHSSSEVGEEV
SETSKEESTPEVKAEDLQPAVDSSIEHSSSEVGKEK
VSETSKEESTPEVEKAEDLOQPAVDGSVEHSSSEVGE
KVSETSKEENTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVG
EEVSETSKEENTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEV
GEKVSETSKEESTPEVEAEDLOPAVDDSVEHSSSE
VGEKVSETSKEESTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSS
EVGEKVSETSKEESTPEVEAEVQPVADGNFVPLNP
MPSIDNIDTNIIFHYHKDCKKGSAVCTDEMCCPVS
ELMAGEHVHMYGIYVYRVQSVKDLSGVENIDHSTC
DCHNLDVYFVGYNSFTNKETVDLI

SEQ ID NO: 16

KEENAPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGKKVSETS
KEESTPEVKAEDLQPAVDGSIEHSSSEVGEKVSKTS
KEESTPEVKAEDLQPAVDDSVEHSSSEVGEKVSETS
KEENTPEVKAEDLQPAVDGSIEHSSSEVGEKVSKTS
KEESTPEVKAEDLQPAVDDSVEHSSSEVGEKVSETS
KEENTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGEKVSKTS
KEESTPEVKAEDLQPAVDDSVEHSSSEVGEKVSETS
KEENTPEVRAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGEKVSETS
KEESTPEVKAEDLQPAVDSSIEHSSSEVGKKVSETS
KEESTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGEKVSETS
KEENTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGEKVSETS
KEENTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGEKVSETS
KEESTPEVKAEDLQPAVDDSVEHSSSEVGEKVSETS
KEESTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGEKVSETS
KEESTPEVKAE

SEQ ID NO: 18 E. canis P140-1 (72,89)

CPEVKAEDLQPAVDGSVEH

SEQ ID NO: 19 E. canis P140-3 (64,89)
CEVGKEENAPEVKAEDLQPAVDGSVEH

SEQ ID NO: 20 E. canis
CKEESTPEVKAEDLQPAVDGSVEHSSSEVGKKVSETS
SEQ ID NO: 21

XPEVKAEDLQPAVDGSVEHX, en donde X=0, 1,2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 aminoacidos.
SEQ ID NO: 22
CMLHVQNHVDQHTNHIEHDDYHFTGPT

SEQ ID NO: 23
CTNHIEHDDYHFTGPTSFEVNLSEEEKMEL

SEQ ID NO: 24

CTGPTSFEVNLSEEEKMELQEVSSIDS

SEQ ID NO: 25
XMLXVQNHVDQHTNHIEHDDYHFTXPT

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente, la X en la posicién 4 es Ho Q yla X en la posicion 25 es D o G.
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SEQ ID NO: 26

XTNHIEHDDYHFTXPTSFEVNLSEEEKMEL

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente y la X en la posicion 14 es G o D.

SEQ ID NO: 27

XTXPTSFEVNLSEEEKMELQEVSSIDS

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente, y la X en la posicion 3 es G o D.

SEQ ID NO: 28

XTNHIEHDDYHFTXPT

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente, y la X en la posicién 14 es G o D.

SEQ ID NO: 29

XTXPTSFEVNLSEEEKMEL

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente, y la X en la posicion 3 es G o D.

SEQ ID NO: 30

XTNHIEHDDYHFTXPTSFEVNLSEXEKMEL

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente, la X en la posicion 14 es G o D, y la X en la posicién 25 es E o G.
SEQ ID NO: 31

XTXPTSFEVNLSEXEKMELQEVSSIDS

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente, la X en la posicién 3 es G o D, la X en la posicién 14 es E o G.
SEQ ID NO: 32

XTXPTSFEVNLSEXEKMEL

En donde la X en la posicion 1 es C o esta ausente, la X en la posicién 3 es G o D, y la X en la posicion 14 es G o E.
SEQ ID NO: 33

XMLXVQNHVDQHTNHIEHDDYHFTXPTSFEVNLSEXEKMELQEVSSIDS

En donde la X en la posicion 1 esta ausente o es ¢, la X en la posicion 4 es Ho Q, la X en la posicion 25es Do G, y
la X en la posicién 36 es E 0 G.

Otras realizaciones de la invencién proporcionan los siguientes polipéptidos:

(a) SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 1 esta ausente o es C, la X en la posicién 4 es Ho Q,
la X en la posicion 25 es D o G, y la X en la posicion 36 es E o G;

(b) Los aminoacidos 1-27 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posiciéon 1 es C, la X en la posicion 4
es H, la X en la posicion 25 es D 0 G;

(c) Los aminoacidos 13-41 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posiciéon 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G; y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

(d) Los aminoacidos 24-49 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

(e) Los aminoacidos 1-27 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicién 1 es C o esta ausente, y en
donde la X en la posicion 25 es D 0 G;

() Los aminoacidos 13-41 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

(9) Los aminoacidos 24-49 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicién 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;
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Los aminoacidos 13-27 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D 0 G, y una C esta
opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

Los aminoacidos 24-41 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

Los aminoacidos 13-41 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

Los aminoacidos 24-49 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posicion 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal;

Los aminoacidos 24-41 de SEQ ID NO: 33, en donde la X en la posiciéon 25 es D o G, la X en la
posicion 36 es E o G, y una C esta opcionalmente presente en el extremo amino terminal.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la presencia de un anticuerpo o fragmentos de unién a antigeno del mismo que son
especificos para E. canis, en una muestra de prueba canina o humana, en donde la muestra de prueba se selecciona
del grupo que consiste en plasma, sangre, suero, saliva, orina, heces, exudado de heridas, liquido cefalorraquideo
(LCR), semen, esputo, extractos de tejidos y extractos celulares, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra de prueba con uno o mas polipéptidos purificados que consisten en SEQ ID
NO: 33, en donde los uno o mas polipéptidos purificados se unen especificamente a un anticuerpo que es
especifico para E. canis, en condiciones adecuadas para la unién especifica de los uno o mas polipéptidos
purificados a los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos; y

(b) detectar la presencia de union especifica de los uno o mas polipéptidos purificados a los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos;

en donde la presencia de union especifica de los uno o mas polipéptidos purificados a los anticuerpos o fragmentos
de union a antigeno indica la presencia de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos especificos
para E. canis en la muestra de prueba, en donde los uno o mas polipéptidos purificados estan unidos preferiblemente
a una secuencia de aminoacidos heterdloga, un reactivo indicador, un espaciador aminoacidico, un conector
aminoacidico, una secuencia sefial, una secuencia de transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando
de purificacién de proteinas, o una combinacién de los mismos.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el método comprende adicionalmente detectar la cantidad de unién
especifica.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde los uno o mas polipéptidos purificados se inmovilizan en un soporte
solido.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde la presencia de unién especifica de los uno o mas polipéptidos purificados
a anticuerpos especificos para E. canis en la muestra de prueba indica que el canido o el ser humano han sido
infectados por E. canis.

5. El método de la reivindicacion 4, que comprende adicionalmente determinar si los anticuerpos de la muestra de
prueba se unen especificamente a uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados que son antigenos de la
vacuna contra E. canis, en donde si los anticuerpos de la muestra de prueba se unen especificamente a los uno o mas
primeros polipéptidos de E. canis purificados y se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E.
canis purificados, en ese caso el canido o el ser humano han sido infectados por E. canis y el estado de vacunacion
contra E. canis es desconocido;

en donde si los anticuerpos de la muestra de prueba no se unen especificamente a los uno o mas primeros polipéptidos
de E. canis purificados y se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos de E. canis purificados, en
ese caso el canido o el ser humano no han sido infectados por E. canis y han sido vacunados contra E. canis;

y en donde si los anticuerpos de la muestra de prueba no se unen especificamente a los uno o mas primeros
polipéptidos purificados y no se unen especificamente a los uno o mas segundos polipéptidos purificados, en ese caso
el canido o el ser humano no han sido vacunados contra E. canis y no han sido infectados por E. canis.

6. El método de la reivindicaciéon 1, en donde en SEQ ID NO: 33, la X en la posicién 1 esta ausente o es C, la X en la
posicién 4 es Ho Q, la X en la posicion 25 es D o G, y la X en la posicion 36 es E o G.

7. El método de la reivindicacién 1, en donde los uno o mas polipéptidos purificados estan en una forma multimérica.
8. Una composicién que comprende uno o mas polipéptidos purificados que consisten en SEQ ID NO: 33.

9. La composicion de la reivindicacion 8, en donde los uno o mas polipéptidos purificados estan en una forma
multimérica.

10. La composicion de la reivindicacion 8, en donde los uno o mas polipéptidos purificados estan unidos a una proteina
heterdloga, un reactivo indicador, un espaciador aminoacidico, un conector aminoacidico, una secuencia sefial, una
secuencia de transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando de purificacion de proteinas, o una
combinacion de los mismos.

11. Un método de control del tratamiento de una infeccién por E. canis en un paciente canino o humano que
comprende:

(a) determinar el nivel de anticuerpos anti-E. canis en una primera muestra de prueba del paciente antes o en
las primeras etapas de un tratamiento para una infeccién por E. canis mediante el método de la reivindicacion
4, en donde la muestra de prueba se selecciona del grupo que consiste en plasma, sangre, suero, saliva, orina,
heces, exudado de heridas, liquido cefalorraquideo (LCR), semen, esputo, extractos de tejidos y extractos
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celulares;

(b) determinar el nivel de anticuerpos anti-E. canis en una segunda muestra de prueba del paciente después
de efectuar el tratamiento mediante el método de la reivindicacion 4; y

(c) comparar la cantidad de anticuerpos anti-E. canis en la primera muestra de prueba con la cantidad de
anticuerpos de E. canis en la segunda muestra de prueba para evaluar un cambio y de ese modo controlar el
tratamiento.
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FIG. 2

ANALISIS EN GEL 2D DE
E. canis AISLADO - TENIDO CON AZUL
DE COOMASIE BIOSAFE
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FIG. 3

TRANSFERENCIA WESTERN DE PROTEINAS DE E. canis RESUELTA
UTILIZANDO GELES 2D SONDEADOS CON PLASMA CANINO NORMAL
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FIG. 4

ANALISIS WESTERN CON UN GRUPO DE SUEROS VACUNADOS DE 4
PERROS VACUNADOS - 1:100
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FIG. 5

ANALISIS WESTERN CON UN GRUPO DE SUEROS INFECTADOS DE 3
PERROS POSITIVOS - 1:100
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FIG. 6
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Grupo E p16-2 vs. Grupo EDTx

—s—E-1

——E2 —&—E3 -»—E4 —*—E5

—h—EDTX-3 —%—EDTx-4 —%—EDT%-5 ——EDTx6

"6  _m—EDTw1 —4—EDTx2

54

3,00
2,50
S 2,00
n
©
<
~ 150
©
-
& 1,00
0,50 -
0,00 . ; r . ; . :
= s @ £ & =& % g8 g /3
ool — — — — o}
Grupo EDTx Dias Pl Grupo E
Tx =28 DPI Tx =210 DPI
Figura 8




ES 2720363 T3

g6 eanbi4 V6 eanbi4

(seip) odwan (seip) odwsan

09 0s ar ne 0z [} 0 09 0s oy ot (4 13

55

. 0 , , \
\H\l\\ﬂ/m\ —4 zo Iilwflm —
‘ | —
e .— o W ; b
g1d—o— ‘02 —— @
90 ard N
o R
go = g
L L -
i
Al
0Jjuod
(1043u09) My | (j013u02) MNDXAD

(souabnue e einaad uoldisodxa uis)
oiAnaud ojudalwelel) e SOPIJDWOS ON - [0J}UOD 3P SOLIdd



ES 2720363 T3

001 eunbiy

(se1p) odwan

Vol einbiy

08 as or oe {g ol Q
" s = 5 O
\Iﬁ\lﬂlg;I'Hlill- £
zo
— v'o,,
o
o8 —e— 90 o
2
o 80
I
Al
(ayuswelos |91Y) nsaxrd
g0l eanbiy
(se1p) odwan
09 05 ov o€ 0z oL 0
wlnlu_lu.ﬂ,f%];ili_lnl_m o
i XA
- 70 5,
_rm_n11sl - 9‘0 M
3
80
L
Al

(sjuawelos |g1Y) meAAD

R

E_hf_wl

08

(se1p) odwan

0% or oe 0z

S

(sjuawelos |g91M) Hag8 NMI

059 sqv

191 mucm>=>_um00 - SopeundeA so.li9d

56



Ol eanbi4

(se1p) odwan

0§ ar o8 0z ol a Vil N._sm_n_
. . - 9]
z'0
v'0 » (se1p) odwan
90g 09 o5 0y o0e 0z O 0
8'0 : : _ : : L
g / 4 z'0
'l . \ =
- 0

(208 + 1B} JYIXAD — 5

dl| eanbid

059 sqy

ES 2720363 T3

57

80
(se1p) odwan 1
0g o 1 174 313 o
_ _ i A’
\.\I.fw\.., 2
/ “m = (908 + lARI) VAISAD
PM 80 &
3
'

(929 + 191) WX YNMD

0049 + 191d wu:m>=>_umou - SopeundeA so.li9d



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

