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DESCRIPCION
Procedimiento y péptidos para la deteccion de Chlamidia suis.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar y diagnosticar infecciones por Clamidia suis en un
sujeto, y un kit de diagnostico para ello.

Antecedentes de la invencion

Las especies Chlamydiaceae son agentes patdgenos bien conocidos, y causan una amplia variedad de sintomas
tanto en animales como en humanos (Longbottom y Coulter 2003). Al lado del potencial zoonético bien
documentado de Chlamydia (C). abortus y C. psittaci, solo recientemente, pocos estudios informan sobre el
aislamiento de cepas C. suis de ojos humanos (Dean et al., 2013b; De Puysseleyr et al., 2014a). La fuente de una
infeccion zoondética de C. suis es el cerdo, el Unico anfitrion animal para esta bacteria. Aunque se considera que C.
suis es la especie clamidial mas frecuente, los cerdos también pueden llegar a ser infectados por C. pecorum, C.
abortus y C. psittaci (Schautteet y Vanrompay 2011b). Las infecciones clamidiales en porcino no siempre estan
asociadas con los sintomas, pero si es asi, conducen a importantes pérdidas econémicas debidas a artritis,
pericarditis, poliserositis, neumonia, conjuntivitis, enteritis, diarrea y fracaso reproductivo (Zahn et al., 1995;
Andersen y Rogers 1998; Eggemann et al., 2000). Las infecciones diagnosticadas se tratan comuUnmente con
antibidticos de tetraciclina, sin embargo, estan surgiendo mas y mas cepas de C. suis resistentes a la tetraciclina
(Andersen y Rogers 1998; Schautteet et al., 2010; Di Francesco et al., 2011; Borel et al., 2012; Schautteet et al.,
2013). La transferencia in vitro de los genes resistentes a los antibidticos entre las especies clamidiales es mostrada
por Suchland et al., (Suchland et al., 2009). Estos hallazgos plantean otro punto de preocupacién asociado con el
posible caracter zoonoético de C. suis. La co-infeccion de un individuo humano con una C. suis resistente a la
tetraciclina (TcR) y el patégeno humano C. trachomatis estrechamente relacionado, crea el entorno ideal para la
transferencia del gen de resistencia y la aparicion de una cepa TcR de C. trachomatis. Para evitar la creacion de
cepas multirresistentes, se requiere un conocimiento exhaustivo sobre la epidemiologia y la biologia de la infeccién
por C. suis. Se hicieron esfuerzos recientes para desarrollar ensayos moleculares especificos de C. suis (de
Puysseleyr et al., 2014b; Lis et al., 2014) y aplicar estos analisis para investigar la presencia de C. suis en una
poblacién humana de riesgo (de Puysseleyr et al., 2014a). Sin embargo, la deteccion de bacterias viables de C. suis
en muestras animales o humanas no proporciona ninguna informacion sobre la presencia de una infeccién existente
de este microbio. Los ensayos seroldgicos para detectar la presencia de anticuerpos anti-C. suis son capaces
realmente de demostrar la presencia de una respuesta inmunolégica y, por ello, de una infeccion.
Desafortunadamente, en la actualidad, no se dispone de ningun ensayo para el serodiagndstico especifico de C.
suis.

Se publican numerosos ensayos seroldgicos que tienen como objetivo antigenos clamidiales o anticuerpos anti-
clamidiales (Sachse et al., 2009). Los ensayos basados en la deteccion de anticuerpos dirigidos contra la superficie
expuesta de lipopolisacéaridos (LPS) (Wittenbrink et al., 1991) o el neoglicoconjugado sintético que contiene el
trisacarido de alfakdo(2->4)alfakdo(2->4)alfakdo (Kdo, &cido 3-desoxi-D-manno-oct-2-ulopiranosénico) que
representa una estructura de lipopolisacarido (LPS) (Brade et al., 2000) y contra las proteinas o péptidos de longitud
completa de la principal proteina de la membrana externa (MOMP) (Vanrompay et al.,, 2004; Medac, Wedel,
Alemania), proteinas polimoérficas de la membrana externa (PMPS) (Longbottom et al., 2001; Longbottom et al., 2002)
o de la totalidad de las preparaciones del cuerpo elemental (EB) (Di Francesco et al., 2006; De Clercq et al., 2014),
se desarrollaron con diversos grados de éxito en términos de sensibilidad y especificidad. Sin embargo, en algunos
casos, la reactividad cruzada entre las especies de Chlamydia puede dificultar la interpretacion de los resultados
(Donati et al., 2009). Hoelzle et al., demostraron la idoneidad de las proteinas MOMP recombinantes de longitud
completa de C. suis, C. abortus y C. pecorum en ensayos ELISA para identificar las especies clamidiales infectantes
(Hoelzle et al., 2004). Sin embargo, hasta ahora, este enfoque no se ha verificado mas en animales en el terreno.
Ademas, un fragmento de proteina recombinante del Pmp90 se us6 con éxito para el diagndstico serologico de
infecciones por C. abortus (Longbottom et al., 2001). Las Pmp son consideradas como importantes factores de
virulencia y varios estudios demostraron la induccion de respuestas inmune (Grimwood y Stephens 1999; Niessner
et al., 2003; Wehrl et al., 2004) e incluso inmunidad protectora (Cevenini et al., 1991). Tan et al., (2009) demostraron
gue las Pmp provocan varias respuestas serolégicas en pacientes infectados con C. trachomatis. Sin embargo, se
observaron diferencias en las resistencias y especificidades de la reactividad de anticuerpos especificos de subtipo
de Pmp relacionada con el género y el resultado clinico. Esto indica que la familia del gen Pmp forma la base de un
mecanismo de variacion antigénica. La proteina PmpD de C. abortus fue reconocida como un antigeno importante
utilizando sueros de ovejas infectadas experimentalmente. Ademas, también la proteina MOMP y la proteina de
reclutamiento de actina translocalizada (Tarp) fueron identificadas como proteinas reactivas en este estudio
(Marques et al., 2010; Forsbach-Birk et al., 2013). W02014146663 divulga polipéptidos de unidades repetitivas de
fragmentos inmunogénicos de regiones expuestas en la superficie de proteinas de membrana exterior de Chlamydia
sp. y vacunas que comprenden estas proteinas de fusién. La proteina Tarp se reconoce también
predominantemente por los anticuerpos de los seres humanos infectados con C. trachomatis (Wang et al., 2009).
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Deteccion especifica de anticuerpos anti-C. suis pueden proporcionar la evidencia de una infeccién existente en
cerdos y en seres humanos, un factor esencial en el estudio de la transferencia zoonética de este microbio.
Desafortunadamente, hasta la fecha, no se dispone de un ensayo especifico sensible de C. suis para
serodiagnostico animal o humano y, hasta hoy, no se han publicado estudios para identificar los principales
antigenos reactivos de C. suis. De hecho, los estudios de seroprevalencia en cerdos se basan en la deteccion de
anticuerpos contra LPS, MOMP vy la totalidad de preparaciones de EB y aparecen reacciones cruzadas seroldgicas
con anticuerpos contra otras especies clamidiales u otros patégenos (Schautteet y Vanrompay 2011).

Asi, todavia existe en la actualidad una necesidad de péptidos antigénicos que sean Utiles en la deteccion o
diagndstico de Chlamydia suis en un sujeto.

Sumario de la invencion

La presente invencidn abarca un procedimiento in vitro para detectar la presencia de anticuerpos de Chlamydia suis
en un sujeto, que comprende:

- proporcionar una muestra bioldgica del sujeto, y

- analizar en la muestra la presencia de anticuerpos contra un péptido de 8 a 30 aminoacidos de longitud,
comprendiendo dicho péptido una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (GTKDASID) o una
secuencia que es al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 1; y/o contra un péptido de 8 a 30 aminoacidos de longitud,
comprendiendo dicho péptido una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 (SQQSSIAS) o una
secuencia que es al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 2.

En una forma de realizacion de dicho procedimiento, la presencia de anticuerpos contra uno o ambos péptidos es
indicativa de una infeccién pasada, temprana o tardia de Chlamydia suis en el sujeto.

En otra forma de realizacion, la muestra biolégica del sujeto es un fluido corporal, preferiblemente una secrecion
mucosa o0 sangre, en particular suero.

En otra forma de realizacion, los anticuerpos detectados son del tipo IgA, IgM y/o 1gG.
En otra forma de realizacion, el sujeto es un mamifero, en particular un cerdo.

En otra forma de realizacion, la presencia de anticuerpos se detecta mediante el uso de un inmunoensayo, en
particular un ensayo de inmunofluorescencia (IF), radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayo enzimatico (EIA o
ELISA), ensayo de inmunotransferencia marcado con enzima (LIA, inmunotransferencia, mancha de transferencia, y
ensayo de inmunotransferencia recombinante), o luminiscencia (bioluminiscencia y quimioluminiscencia).

En otra forma de realizacion, el inmunoensayo es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

La invencién proporciona ademas un péptido aislado de 8 a 30 aminoacidos de longitud, que comprende una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (GTKDASID) o por SEQ ID NO: 2 (SQQSSIAS), o una
secuencia al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO 2.

En una forma de realizacién, dicho péptido es un péptido antigénico.

En otra forma de realizacion, el péptido consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2, o0 una secuencia al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

La presente invencion también proporciona un kit para su uso en el diagnéstico de una infeccion por Chlamydia suis,
gue comprende uno o ambos de los péptidos anteriores, donde dicho péptido o péptidos son inmovilizados en un
soporte sélido.

En una forma de realizacién, dicho kit es un inmunoensayo, en particular un ELISA.
En otra forma de realizacion, dicho kit es un ensayo DIVA.

La invencién proporciona ademas el uso de dicho kit o de uno o mas de los péptidos anteriores en el procedimiento
in vitro divulgado en el presente documento para detectar la presencia de anticuerpos de Chlamydia suis en un
sujeto.

La invencion también divulga el uso de dicho procedimiento, uno o méas de los péptidos o el kit proporcionado en el
presente documento, para diferenciar un sujeto vacunado de un sujeto infectado de forma natural, asi como un
procedimiento de preparar dicho péptido o kit.

Descripcion de la invencion

Como se utiliza en el presente documento, las formas en singular "un”, "una", y "el" incluyen los referentes singular y
plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Los términos "comprendiendo”, "comprende" y
"comprendido por" como se utilizan en el presente documento son sinénimos de "incluyendo”, "incluye" o
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"conteniendo", "contiene", y son inclusivos o abiertos y no excluyen miembros adicionales, no citados, elementos o
etapas de procedimiento. El término "aproximadamente" tal como se utiliza en el presente documento cuando hace
referencia a un valor medible como un parametro, una cantidad, una duracion temporal, y similar, esta destinado a
abarcar variaciones de +/-20% o menos, preferiblemente de +/-10% o menos, mas preferiblemente de +/-5% o
menos, de y desde el valor especificado, en la medida en que dichas variaciones sean apropiadas para realizar en la
invencion divulgada. Se debe entender que el valor al que se refiere el modificador "aproximadamente" es él mismo,
también, especifica y preferiblemente, divulgado. Aunque los términos "uno o mas" o "al menos uno", como uno o
mas o al menos un miembro de un grupo de miembros, es claro per se, por medio de una ejemplificacién adicional,
el término abarca, entre otros, una referencia a uno cualquiera de dichos miembros, 0 a dos cualquiera o mas de
dichos miembros, tales como, por ejemplo, cualquiera >3, >4, >5, >6 o0 >7, etc. de dichos miembros, y hasta todos
dichos miembros. A menos que se determine lo contrario, todos los términos utilizados en la divulgacién de la
invencion, incluidos los términos técnicos y cientificos, tienen el significado que entiende normalmente un experto
corriente en la técnica a la que pertenece esta invencion. Por medio de informacion adicional, se incluyen
definiciones de los términos para apreciar mejor las ensefianzas de la presente invencion.

La presente invencion se refiere a un péptido aislado de 8 a 30 aminoacidos de longitud, que comprende una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (GTKDASID) o por SEQ ID NO: 2 (SQQSSIAS), o0 una
secuencia al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO : 2, a un kit que comprende dichos péptidos y a un
procedimiento que utilice dichos péptidos para diagnosticar o detectar la infeccion por Chlamydia suis en un sujeto.
El procedimiento se basa en la deteccion de anticuerpos que reconocen especificamente dichos péptidos
inmunorreactivos derivados de la proteina principal de la membrana externa (MOMP) y/o de la proteina C polimérfica
de membrana (PmpC) de Chlamydia suis.

La deteccién de anticuerpos en las infecciones clamidiales en animales tiene mudltiples finalidades, es decir, la
confirmacion de la enfermedad clinica o la confirmacién de la presencia o ausencia de infeccion, los resultados de
investigaciones epidemiolégicas para estimar la prevalencia de la infeccién, o la determinacion del estado
inmunitario después de la vacunacion.

Dado que C. suis y C. trachomatis estan estrechamente relacionadas filogenéticamente y la disponibilidad de la
informacién de secuencia de C. suis es bastante limitada, la seleccion de un antigeno especifico es bastante
compleja. Por lo tanto, la presente divulgacion se centré en la identificacion de los antigenos de péptidos de ocho
aminoacidos para minimizar las reacciones cruzadas con otros patégenos. El analisis in silico de la fosfoproteina de
reclutamiento de la actina translocalizada (Tarp) de la C. suis y la proteina polimérfica de la membrana (Pmp) se
basaba en las secuencias de dos cepas, y el analisis in vitro se ejecutd con sueros de otras 3 cepas. La metodologia
analiza péptidos que son antigenos representativos de todas las cepas de C. suis utilizadas y condujeron a la
seleccién de tres péptidos (un Tarp, un PmpC y un MOMP) para ensayos adicionales utilizando sueros de control
positivos y negativos generados experimentalmente. Por primera vez se demostré en la presente divulgacién que los
antigenos de péptidos MOMP y PmpC identificados son particularmente Utiles en el serodiagnéstico de C. suis,
particularmente en porcino.

Por ello, la presente invencion se refiere a epitopos derivados de la MOMP y de la PmpC de C. suis que son
reconocidos especificamente por los anticuerpos, por lo que dichos epitopos consisten en una secuencia de
aminoacidos idéntica o sustancialmente idéntica a la secuencia representada por SEQ ID NO: 1 (GTKDASID) o SEQ
ID NO: 2 (SQQSSIAS).

En otra forma de realizacion, la invencién se refiere a un péptido, en particular un péptido reactivo inmunitario, que
comprende los epitopos de la presente invencion. Como se utiliza en el presente documento "péptidos reactivos
inmunitarios" o "antigenos de péptidos" se refieren a (poli)péptidos de 8 a 30 aminoacidos de longitud, en particular
de 8 a 25 aminoacidos, mas en particular de 8 a 20, e incluso mas particular de 8 a 15 aminoacidos de longitud,
incluyendo todos los nimeros enteros entre ambos. Los péptidos reactivos inmunitarios tal como se divulgan en el
presente documento se pueden utilizar individualmente o combinados. En una forma de realizacion preferida, la
presente invencion abarca un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos divulgada en las SEQ ID NO: 1
0 2,y el uso de los mismos. Los péptidos de la invencion pueden utilizarse solos o, preferiblemente, en combinacion.

La persona experta comprendera que, dentro de la secuencia de aminoacidos definida en el presente documento, la
sustitucion y/o supresion de uno o posiblemente mas de los aminoacidos se puede hacer sin excesiva disminucién
en reactividad y/o especificidad. Estas variantes, que son funcionalmente equivalentes a los presentes epitopos pero
contienen ciertos residuos de aminoacidos que pueden ser no naturales, modificados y/o sintéticos, estan dentro del
alcance de la presente invencion, si son reconocidos por los anticuerpos especificos para C. suis. La persona
experta seria consciente de que puede determinarse la capacidad de unién de anticuerpos de los analogos de
epitopo que contienen, por ejemplo, sustituciones de aminoacidos individuales, utilizando una técnica de escaneado
adecuada. En una forma de realizacion, los péptidos pueden modificarse con el fin de facilitar la conjugacién con un
portador. Por ejemplo, puede ser deseable para algunos procedimientos de conjugaciéon quimica incluir una cisteina
terminal.

Una secuencia "sustancialmente idéntica" (denominada opcionalmente "variante") es una secuencia de aminoacidos
que difiere de una secuencia de referencia solo por una 0 mas sustituciones conservadoras, como se comenta en el
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presente documento, 0 por una 0 mas sustituciones no conservadoras, eliminaciones o inserciones situadas en las
posiciones de la secuencia que no destruyen la funcién biolégica de la molécula de aminoacidos. Tal secuencia
puede ser cualquier niumero entero de 75% a 99%, o mas generalmente al menos 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, o0 95%, o tanto como 96%, 97%, 98%, o 99% idéntico al nivel de aminoacido o nucledtido con la
secuencia utilizada para la comparacion utilizando, por ejemplo, FASTA. Para los polipéptidos, la longitud de las
secuencias de comparacion puede ser de al menos 5, 10 o 15 aminoécidos, y hasta 20, 25, 30 o 40 aminoacidos
(incluidos todos los nameros enteros entre ellos). La identidad de secuencia se puede medir facilmente utilizando
software de analisis de secuencia disponible para el publico (por ejemplo, software BLAST disponible a través de la
National Library of Medicine).

Alternativamente, las variantes pueden identificarse modificando una de las anteriores secuencias de epitopos y
evaluando las propiedades antigénicas, la estructura secundaria y/o la naturaleza hidropatica del péptido modificado
utilizando, por ejemplo, los procedimientos representativos descritos en el presente documento. Una "sustitucion
conservadora" es aquella en la que un aminoacido es sustituido por otro aminoacido que tiene propiedades similares,
de manera que una persona experta en la técnica esperaria que la naturaleza del péptido esté sustancialmente sin
cambios. En general, los siguientes grupos de aminoéacidos representan cambios conservadores: (1) ala, pro, gly, glu,
asp, gln, 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. En una
forma de realizacion especifica, una secuencia sustancialmente idéntica se deriva o aisla de una cepa de Chlamydia
suis.

Determinar la presencia de anticuerpos contra los péptidos o epitopos derivados de la MOMP y/o de la pmpC de la
presente invencion es indicativo de la infeccion por C. suis. Mas especifico, la presencia de dichos anticuerpos en un
sujeto puede ser indicativa de una infeccion pasada (por lo que la infeccién esta curada), temprana o tardia. Ademas,
la deteccion de anticuerpos contra el péptido o péptidos de la presente invencion puede ser Util en la diferenciacion
serolégica entre anticuerpos inducidos por vacuna y anticuerpos contra la cepa de campo ("DIVA" significa
Diferenciacién entre animales infectados y vacunados), si los antigenos de la vacuna difieren especificamente de los
péptidos de la presente invencién. Un ensayo de marcadores de este tipo puede detectar anticuerpos contra las
proteinas o péptidos que estan ausentes en la vacuna. En esencia, los animales infectados de forma natural pueden
ser detectados en una poblacion vacunada.

En una forma de realizacion especifica, la presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro para detectar la
presencia de anticuerpos de Chlamydia suis en un sujeto, que comprende:

- proporcionar una muestra bioldgica del sujeto, y

- analizar en la muestra la presencia de anticuerpos contra un péptido de 8 a 30 aminoacidos de longitud,
comprendiendo dicho péptido una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (GTKDASID) o una
secuencia que sea al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 1; y/o contra un péptido de 8 a 30 aminoacidos de longitud,
comprendiendo dicho péptido una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 (SQQSSIAS) o una
secuencia que sea al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 2. En una forma de realizacion especifica, los anticuerpos
gue se detectaran son del tipo IgA, IgM y/o 1gG. Como tal, la deteccion cualitativa y cuantitativa de anticuerpos en la
muestra bioldgica dirigida contra Chlamydia suis es posible y se recomienda para apoyar en el diagnéstico y/o
diferenciacion de infecciones pasadas (IgM/IgG), agudas, recientes (IgM) y/o crénicas (1gG).

En particular, se demuestra en el presente documento que determinar la presencia de anticuerpos contra los
péptidos de la invenciéon permite un diagndstico especifico de infeccion por C. suis. Hasta hoy, no se dispone de
ninguna ensayo diagndstica para la infeccion por C. suis.

El término "sujeto" se refiere a los seres humanos u otros mamiferos, en particular cerdos o puercos, incluidos
cerdas, jabalies y lechones.

La expresion "muestra biolégica" como se utiliza en el presente documento se refiere a una muestra que puede ser
extraida, no tratada, tratada, aislada, y concentrada de un sujeto. Adecuadamente, la muestra bioldgica se
selecciona de cualquier parte del cuerpo del sujeto, pero particularmente se prefiere que la muestra biolégica sea un
fluido corporal, preferiblemente sangre o secreciones mucosas, como un hisopo de mucosa o un lavado de mucosa.
Las superficies mucosas del cuerpo son barreras delgadas y permeables con el interior del cuerpo debido a sus
actividades fisioldgicas en el intercambio gaseoso (pulmones), la absorcién de alimentos (intestino), las actividades
sensoriales (0jos, nariz, boca y garganta), y la reproduccion (Gtero y vagina). En particular, la muestra biolégica es
suero del sujeto a diagnosticar.

El término "diagnosticar” tal como se utiliza en el presente documento se refiere a los procedimientos por los cuales
una persona experta puede estimar e incluso determinar si, 0 no, un sujeto ha experimentado o esta experimentando
una determinada enfermedad, trastorno o afeccion. La persona experta hace el diagnéstico en funcién de uno o mas
indicadores diagndsticos, a saber, los anticuerpos, la cantidad (incluida la presencia o ausencia) de los cuales es
indicador de la presencia, gravedad, o ausencia de la afeccién. Ademas, los péptidos de la presente invencion son
especialmente (tiles para desarrollar un ensayo fiable que pueda diferenciar entre sujetos infectados y sujetos
vacunados (ensayo DIVA) en caso de que los antigenos de la vacuna difieran (sustancialmente) de los péptidos
divulgados en el presente documento.
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El término "determinar” o "analizar" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a evaluar la presencia,
ausencia, numero, nivel o cantidad de los anticuerpos respectivos dentro de la muestra derivada del sujeto, incluidos
los niveles de concentracion cualitativos o cuantitativos de dichas sustancias.

En el procedimiento que se divulga en el presente documento, detectar, determinar o analizar de la presencia de
anticuerpos en la muestra incluye unir anticuerpos con el antigeno del péptido o epitopo tal como se divulga en el
presente documento, y luego detectar el acontecimiento de unién o la presencia del anticuerpo aislado de la muestra
biolégica. Cualquier procedimiento conocido se puede utilizar para la deteccién de anticuerpos de unién a péptido en
una muestra tal como fluidos corporales. Los procedimientos considerados son, a modo de ejemplo no limitativo,
cromatografia, espectrometria de masas (y combinaciones de los mismos), ensayos enzimaticos, electroforesis y
ensayos basados en anticuerpos, tales como pero sin limitarse a EIA (ensayos inmunoenzimaticos), RIA
(radioinmunoensayo), inmunotransferencia, ELISA (ensayo por inmunoabsorciéon ligado a enzimas), CLIA
(inmunoensayo quimioluminiscente), CEDIA (inmunoensayo de donantes de enzimas clonadas), CMIA
(inmunoensayo de microparticulas quimioluminiscentes), MEIA (inmunoensayo enzimatico de microparticulas), FPIA
(inmunoensayo por deteccion de fluorescencia polarizada), GLORIA (inmunoensayo rapido, de lectura oOptica y
marcado con oro), analisis de micromatrices, inmunoensayos totalmente automatizados o robéticos y ensayos de
aglutinacion de latex.

El contacto con la muestra biolégica con el péptido en condiciones efectivas y durante un periodo de tiempo
suficiente que permita la formacién de complejos inmunolégicos, es generalmente una cuestion de afiadir la
composicion a la muestra e incubar la mezcla durante un periodo de tiempo suficientemente largo para que los
anticuerpos formen complejos inmunitarias con el péptido presentado. Dicha mezcla de anticuerpos de los péptidos
puede ser detectada por medios y procedimientos conocidos. Es decir, la deteccion de la formacion de complejos
inmunitarias de anticuerpo de péptido puede lograrse mediante la aplicacion de numerosos enfoques. Estos
procedimientos se basan generalmente en la deteccion de una etiqueta o marcador, como cualquiera de los
indicadores o marcadores radioactivos, fluorescentes, biolégicos o enzimaticos de uso estandar en la técnica. Por
supuesto, se pueden encontrar ventajas adicionales a través del uso de un ligando de unién secundario, como un
segundo anticuerpo o una disposicidon de unién a ligando de biotina/avidina (estreptavidina) como se conoce en la
técnica.

Como ejemplo tipico, el procedimiento de deteccién comprende una o mas de las siguientes etapas. En una primera
etapa, la muestra bioldgica se pone en contacto y se incuba con un reactivo de captura (o cobertura) inmovilizado,
es decir, el péptido o péptidos de la invencion. La inmovilizacién se logra, convencionalmente, insolubilizando el
reactivo de captura, ya sea antes del procedimiento de ensayo, como por adsorcion a una matriz o superficie
insoluble en agua o acoplamiento no covalente o covalente (por ejemplo, utilizando reticulacion con glutaraldehido o
carbodiimida, con o sin activacién previa del soporte con, por ejemplo, acido nitrico y un agente reductor, o
posteriormente, por ejemplo, por inmunoprecipitacion).

La fase sélida utilizada para la inmovilizacién puede ser cualquier soporte o portador inerte que sea esencialmente
insoluble en agua y util en ensayos inmunomeétricos, incluidos soportes en forma de, por ejemplo, superficies,
particulas, matrices porosas, etc. Ejemplos de soportes cominmente utilizados incluyen hojas pequefias, Sephadex,
poli(cloruro de vinilo), perlas de plastico, y placas de ensayo o tubos de ensayo fabricados de polietileno,
polipropileno, poliestireno, y similares, que incluyen placas de microtitulacion de 96 o 384 pocillos, asi como
materiales en particulas tales como papel de filtro, agarosa, dextrano reticulado, y otros polisacaridos.
Alternativamente, las matrices reactivas insolubles en agua como los carbohidratos activados por bromuro de
ciandégeno y los sustratos reactivos se emplean adecuadamente para la inmovilizacién de los reactivos de captura.
En una forma de realizacion el péptido (o péptidos) inmovilizado se recubre sobre una placa de microtitulacién, y en
particular la fase sélida preferida utilizada es una placa de microtitulacion de miltiples pocillos que se puede utilizar
para analizar varias muestras a la vez, por ejemplo, una placa ELISA de microensayos de 96 o 384 pocillos.

La fase solida se recubre con el reactivo de captura tal como se ha definido anteriormente, que puede estar ligado
mediante una interaccidn no covalente o covalente o enlace fisico, segun se desee. En dicha aplicacion, los péptidos
pueden contener un grupo acetilo N-terminal y estan unidos en el C terminal a pines de polietileno a través de la
incorporaciéon de una cisteina extra. Si es covalente, la placa u otra fase sélida es incubada con un agente de
reticulacién junto con el reactivo de captura en condiciones bien conocidas en la técnica, por ejemplo, durante 1 hora
a temperatura ambiente. Los agentes de reticulacion comunmente utilizados para unir el reactivo de captura con el
sustrato de fase sélida incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxi-
succinimida, imidoésteres homobifuncionales y maleimidas bifuncionales. Agentes derivados como metil-3-[(p-
azidofenil)-ditio]propioimidato producen intermedios fotoactivables capaces de formar entrecruzamientos en
presencia de luz.

Las placas recubiertas se tratan después tipicamente con un agente bloqueante que se une no especificamente a
los sitios de unidn y los satura para evitar la unidon no deseada del ligando libre con los sitios sobrantes en los
pocillos de la placa. Ejemplos de agentes de bloqueo apropiados para este fin incluyen, por ejemplo, gelatina,
seroalbumina bovina, albumina de huevo, caseina y leche descremada. El tratamiento de bloqueo se lleva a cabo
generalmente en condiciones de temperatura ambiente durante aproximadamente 1-4 horas, preferiblemente de
aproximadamente 1 a 3 horas, o durante la noche. Después de cubrir y bloquear, la muestra biolégica a analizar,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2734261 T3

adecuadamente diluida, se afiade a la fase inmovilizada. Normalmente, la concentracion final del reactivo de captura
se determinara empiricamente para maximizar la sensibilidad del ensayo en el intervalo de interés. Las condiciones
para la incubacioén de la muestra y el reactivo de captura inmovilizado se seleccionan para maximizar la sensibilidad
del ensayo y minimizar la disociacion. Preferiblemente, la incubacion se realiza a temperaturas bastante constantes,
gue varian desde aproximadamente 0°C a aproximadamente 40 °C, preferiblemente de aproximadamente 20 a
37°C. El tiempo de incubaciéon depende principalmente de la temperatura, no siendo en general superior a
aproximadamente 10 horas para evitar un ensayo con falta de sensibilidad. Preferiblemente, el tiempo de incubacién
es de aproximadamente 0,5 a 3 horas, y mas preferiblemente 1,5-3 horas para maximizar la union.

En esta etapa, el pH de la mezcla de incubacién estard normalmente en el intervalo de aproximadamente 4-9,5,
preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 6-9, mas preferiblemente de aproximadamente 7-8, y lo mas
preferiblemente el pH del diluyente del ensayo (ELISA) es pH 7,4. El pH del tamp6n de incubacién se escoge para
mantener un nivel significativo de unién especifica. Se pueden emplear varios tampones que permitan la unién
especifica de un anticuerpo a un epitopo y generalmente incluyen sistemas tamp6n acuoso o soluciones acuosas a
pH y fuerza idnica fisiolégicos. Tales tampones son, a modo de ejemplo no limitante, tampdn de carbonato, solucion
salina tamponada de fosfato, sistemas tampon de fosfato sédico, tampdn Tris/HCI, tamp6n de glicina o tampdén de
acetato. El pH del tampdn debe variar entre 5 y 10. Las concentraciones de sal se definen entre 0 y 250 mmol/l
utilizando cloruro sddico o una sal equivalente. Los tampones pueden completarse con altas concentraciones de sal
de hasta 1 M para evitar interacciones no deseadas. El tampdén particular empleado no es critico para la invencién,
pero en los ensayos individuales puede preferirse un tampdén sobre otros.

En una etapa mas, que es opcional, la muestra biolégica se separa (preferiblemente por lavado) del reactivo de
captura inmovilizado para eliminar las moléculas no capturadas. La solucion utilizada para el lavado es
generalmente un tampon ("tampo6n de lavado”) con un pH determinado utilizando las consideraciones y tampones
descritos anteriormente para la etapa de incubacién, con un intervalo de pH preferible de aproximadamente 6-9. El
lavado se puede hacer tres 0 mas veces. La temperatura de lavado varia generalmente desde la de frigorifico hasta
temperaturas moderadas, con una temperatura constante mantenida durante el periodo de ensayo, tipicamente de
aproximadamente 0-40 °C, mas preferiblemente de aproximadamente 4-30 °C. Por ejemplo, el tampo6n de lavado se
puede colocar en hielo a 4 °C en un depésito antes del lavado, y se puede utilizar un lavavajillas para esta etapa.

En una siguiente etapa, el reactivo de captura inmovilizado se pone en contacto con anticuerpos detectables,
preferiblemente a una temperatura de aproximadamente 20-40 °C, mas preferiblemente de aproximadamente 20-
37 °C, con la temperatura y el tiempo exactos para contactar dependiendo los dos principalmente de los medios de
deteccion empleados. Por ejemplo, cuando se utilizan estreptavidina-peroxidasa y 3,3',5,5'-tetrametil-benzidina como
medio para la deteccién, por ejemplo, en una forma de realizacion, el contacto se lleva a cabo (por ejemplo,
aproximadamente 1 hora o mas) para amplificar la sefial al maximo. Este anticuerpo es detectable directa o
indirectamente. El anticuerpo detectable puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal. También el anticuerpo
detectable puede ser directamente detectable, y en una forma de realizacién tiene una etiqueta colorimétrica, y en
otra forma de realizacion tiene una etiqueta fluorométrica. Mas preferiblemente, el anticuerpo detectable es
biotinilado y el medio de deteccién es avidina o estreptavidina-peroxidasa y 3,3',5,5'-tetrametil benzidina. La lectura
de los medios de deteccion puede ser fluorométrica o colorimétrica.

En una Ultima etapa del procedimiento, el nivel de anticuerpo que esta ahora ligado al reactivo de captura se mide
utilizando un medio de deteccion para el anticuerpo detectable.

En un ejemplo, los péptidos tal como se divulgan en el presente documento se depositan en un portador o fase
sélida y se exponen a sangre, suero, plasma u otro fluido corporal que contenga anticuerpos, tal como secreciones
mucosas o frotis. En consecuencia, las composiciones asi preparadas pueden ser empleadas para identificar y/o
caracterizar una respuesta antigénica de un sujeto frente a péptidos especificos, y opcionalmente evaluar el tipo de
respuesta, por ejemplo, la identificacion de infeccién aguda, primaria reciente, tardia, persistente o crénica, asi como
la eficacia de la terapia, etc.

La cobertura directa a través de la adsorcion pasiva a la superficie de poliestireno de las microplacas en condiciones
alcalinas es menos eficiente para los antigenos de péptidos en comparacion con las proteinas de longitud completa.
Sin embargo, varias soluciones técnicas, como la sintesis de conjugados péptidos-dextrano (Bocher et al., 1997), el
uso de un sistema de péptidos estreptavidina-biotinilada (lvanov et al., 1992), péptidos ligados al plastico de los
pines de polietileno o el uso de un anticuerpo de captura (ELISA sandwich), se han desarrollado para resolver estas
dificultades de cobertura. Como ya se ha mencionado, los ensayos diagnésticos contemplados en el presente
documento pueden basarse en numerosas formas bien conocidas de deteccion, incluidas ELISA (fase basada en
placas o soélida; sandwich o no sandwich), pinELISA, ELISA competitivo, anticuerpos anti-idiotipicos, ensayo de
anticuerpos de fluorescencia directa (DFA), etc., en la que todas las reacciones colorimétricas y fotométricas
conocidas (p. €j., fluorescencia, luminiscencia, etc.) o radiométricas se consideran adecuadas para su uso.

En otra forma de realizacion, la presente invencion proporciona una composicion, kit o kit de diagndstico que
comprende uno o ambos de los péptidos divulgados en el presente documento, en donde dichos péptidos son
inmovilizados en un soporte sélido. Preferiblemente, el kit comprende instrucciones sobre como usar el kit. En la
forma de realizacion preferida dicho kit de ensayo es un ELISA.
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Tipicamente, el kit comprendera uno o ambos de los péptidos divulgados en el presente documento, opcionalmente
en combinacién con otros péptidos o proteinas, en contenedor o contenedores apropiados, ligados a un soporte
s6lido, como por ejemplo una placa de microtitulacion, una membrana, perlas, palillos de inmersiéon o similares.
Alternativamente, el soporte puede ser proporcionado como un elemento separado del kit.

Opcionalmente, el kit segun la presente invencién incluye ademas al lado del péptido o péptidos divulgados en el
presente documento, un agente de deteccidon para anticuerpos que pueden ser un anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, etc. Si es necesario, el kit comprende ademas el sustrato y otros medios para permitir la reaccion con
una enzima utilizada como etiqueta para el agente de deteccion, que puede ser un anticuerpo. El agente de
deteccién del kit puede incluir una etiqueta detectable que esta asociada o ligada al agente de deteccion dado, en
particular, el anticuerpo de deteccién. También se contemplan etiquetas detectables que estan asociadas o unidas a
un ligando secundario de unién. Las etiquetas detectables incluyen tintes, moléculas luminiscentes o fluorescentes,
biotina, radioetiquetas o enzimas. Ejemplos tipicos de etiquetas adecuadas incluyen moléculas fluorescentes
normalmente conocidas, como rodamina, fluoresceina, proteina fluorescente verde o luciferasa, o fosfatasa alcalina
y peroxidasa de rabano picante como ejemplos de enzimas adecuadas.

Opcionalmente, el kit comprende ademas controles positivos y negativos para verificar los resultados obtenidos al
usar el kit. Los componentes del kit se pueden envasar en medio acuoso o en forma liofilizada y, ademas, el kit
puede comprender uno 0 mas contenedores que permiten realizar la deteccion. Ademas, el kit de ensayo
comprende instrucciones para el uso del kit.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a el uso del péptido o péptidos o del kit divulgado en el
presente documento en un procedimiento in vitro para diagnosticar o detectar la infeccion por C. suis. Los péptidos
se pueden utilizar solos 0 combinados, y la combinacién puede ser de un uso simultaneo, separado o secuencial en
un procedimiento como el descrito en el presente documento.

La invencion también se refiere a un procedimiento para preparar el péptido o péptidos divulgados en el presente
documento. El péptido de la invencion se puede elaborar utilizando técnicas estandares de quimica sintética, como
mediante el uso de un equipo de sintesis automatizado. En la alternativa, el péptido se puede elaborar a partir de un
polipéptido méas largo, que el polipéptido comprende tipicamente la secuencia del péptido. El péptido puede
derivarse del polipéptido, por ejemplo, hidrolizando el polipéptido, como mediante el uso de una proteasa; o
rompiendo fisicamente el polipéptido. El péptido también se puede elaborar en un procedimiento que comprende la
expresion de un polinucleétido. El polipéptido expresado puede procesarse posteriormente para producir el péptido
de la invencion. Asi, el péptido puede elaborarse en un procedimiento que comprende el cultivo de una célula
transformada o transfectada con un vector de expresion en condiciones que proporcionen la expresién del péptido o
un polipéptido del que se puede elaborar el péptido.

Los siguientes ejemplos se exponen a continuacion para ilustrar los procedimientos, las composiciones y los
resultados segun el objeto divulgado. Estos ejemplos no pretenden incluir todos los aspectos del objeto divulgado en
el presente documento, sino que mas bien ilustran procedimientos, composiciones y resultados representativos.

Ejemplos

Este estudio fue financiado por el Federal Public Service of Health, Safety of the Food Chain and Environment.
1. Material y procedimientos

Cepas bacterianas

Las siguientes cepas se utilizaron para la produccién de sueros experimentales en lechones de 4 semanas de edad:
cepas S45, R19 y H7 de C. suis; C. abortus (S26/3); C. psittaci (98AV2129); C. pecorum (1710S). Las bacterias se
cultivaron en células McCoy tratadas con cicloheximida segin la metodologia estandar. Chlamydiae fueron liberadas
de las monocapas infectadas por congelacion y descongelacion antes de tratamiento de ultrasonicacion (Bransonic
12, BIOMEDevice, San Pablo, CA, EE.UU.). La cosecha de cultivo celular se centrifugd durante 10 min (1.000xg,
4 °C) y Chlamydiae se concentraron posteriormente por ultracentrifugacion durante 45 minutos (50.000xg, 4 °C). Las
bacterias se volvieron a suspender en 2 ml de tampdén de sacarosa-fosfato-glutamato (SPG, sacarosa 218 mM,
KH2PQO4 38 mM, K:HPO4 7 mM, &cido L-glutdmico 5 mM) y se almacenan a -80 °C hasta su uso.

Sueros de cerdo

Los sueros utilizados se derivan de cerdos no infectados, infectados de forma natural y cerdos
infectados/inmunizados de forma experimental. Para la infeccidon experimental de cerdos SPF de cuatro semanas de
edad, se utilizaron 10° bacterias para infectar lechones mediante aerosoles, la via oral e intravaginal. Dos cerdos
fueron infectados con la cepa S45 de referencia de C. suis. Ademas, un cerdo fue infectado por cada una de las
cepas H7 y R19 de C. suis, la cepa S26/3 de C. abortus y la cepa 98AV2129 de C. psittaci. Los cerdos fueron
sometidos a eutanasia cuatro semanas después de la infeccion.
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Para la inmunizacién de lechones SPF de cuatro semanas de edad, 10° bacterias (de la cepa S26/3 de C. abortus o
1710S de C. pecorum) se mezclaron con volimenes iguales de adyuvante completo de Freund (CFA; Sigma,
Diegem, Bélgica) e inyectados por via subcutdnea. Dos semanas después, se repitio la inmunizacién para aumentar
la produccion de anticuerpos utilizando el adyuvante incompleto de Freund (Sigma, Diegem, Bélgica). Los cerdos
fueron sometidos a eutanasia tres semanas después de la inmunizaciéon de refuerzo y se recogieron muestras de
sangre. Los sueros de control negativos utilizados se obtuvieron a partir de lechones SPF de cuatro semanas de
edad. Se tomaron muestras de cerdos infectados de forma natural en un matadero belga de cerdos. Se recogieron
sangre e hisopos rectales de 83 animales, procedentes de 8 granjas diferentes. No se disponia de informacién
relativa al estado de salud ni al tratamiento antibiotico de los cerdos muestreados. Los hisopos se almacenaron en
tampon de estabilizacién de ADN/ARN (Roche, Bruselas, Bélgica) a -80 °C para analisis por PCR. La extraccion de
ADN se realizé utilizando el mini kit de extraccion total de ADN de G-spin (Goffin Molecular Biotechnologies, Beek,
Holanda) segun las instrucciones del fabricante. El extracto de ADN resultante se analizé utilizando la PCR en
tiempo real especifica de C. suis (de Puysseleyr et al., 2014b), para confirmar la presencia de C. suis en los cerdos
muestreados. Ademas, como sueros de control negativos se utilizaron un conjunto de 10 sueros procedentes de
lechones de SPF de 4 semanas de edad.

Todas las muestras de sangre fueron incubadas durante la noche a temperatura ambiente. Los sueros se recogieron,
se inactivaron por calor durante 30 minutos a 56 °C y se trataron con caolin para reducir la lectura de fondo (Novak
et al., 1993). Se afadieron cuatro volimenes de una suspension de caolin (25% (p/v) en PBS; pH 7,4) a un volumen
de suero y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. Las muestras fueron centrifugadas (5.500xg
durante 10 min) y el sobrenadante se almacené a -20 °C.

Se probaron todos los sueros para detectar la presencia de anticuerpos anti-MOMP en un ELISA directo utilizando
MOMP recombinante de C. trachomatis (ELISA MOMPr CT) como antigeno (Schautteet et al., 2011). El ensayo
permite la deteccién de anticuerpos MOMP especificos de la familia, ya que el epitopo especifico de la familia se
encuentra en la regiéon conservada de MOMP (Stephens et al., 1998). El valor de corte positivo se calcul6 como la
media de los valores de DO de los sueros de cerdos de control negativos, mas dos veces la desviacion estandar.

Identificacion de las secuencias de la Pmp en el genoma de MD56 de C. suis

Las secuencias putativas de Pmp de C. suis se extrajeron del genoma MD56 utilizando modelos ocultos de Markov
(HMM). Estos HMM fueron construidos usando un conjunto de semillas de secuencias, consistentes en Pmp
manualmente curadas de 7 genomas secuenciados C. psittaci (Cal10, 6BC, RD1, 01DC11, 02DC15, 08DC60 y
C1998). Los alineamientos Clustal individuales se ejecutan de forma independiente en cada familia Pmp dentro del
conjunto de semillas y se revisaron manualmente para concluir que no era necesario recortar. La herramienta
hmmbuild del paquete HMMER (Finn et al., 2011) se utiliz6 para generar un modelo separado para cada familia de
pmp. Se revisaron los resultados y se dividieron las secuencias en sub-semillas para permitir la generacién de
modelos especificos de sub-familias. Todos los HMM fueron validados, utilizando de nuevo el paguete HMMER
(hmmsearch), contra un conjunto mas grande de secuencias de C. psittaci y C. caviae.

Seleccién de los péptidos
Pmp C

Para determinar la proteina Pmp que es el mejor candidato para suministrar antigenos especificos de C. suis, las
secuencias de aminoacidos de las nueve proteinas Pmp MD56 de C. suis se compararon con las secuencias de las
cepas de referencia A/har-13 y L2/434/BU (C. trachomatis). El programa Omega de Clustal se utilizé para construir
multiples alineamientos de secuencias, utilizando parametros por defecto (Thompson et al., 1997). Se seleccionaron
nueve regiones (Tabla 1) como moldes para la produccion de 152 péptidos sintéticos, que fueron elaborados por
Pepscan Systems (Lelystad, Paises Bajos). Los péptidos tenian una longitud de ocho residuos de aminoacidos, con
un solapamiento de seis residuos. Todos los péptidos contenian un grupo acetilo N-terminal y se unieron a un C
terminal con pines de polietileno a través de la incorporacion de una cisteina extra a una cantidad de 100 ug por pin.
Los pines recubiertos con péptido se ensamblaron en un portador de polietileno en un ‘formato de 96 pocillos'. Esto
permite el uso de los pines para un ensayo ELISA en una microplaca de 96 pocillos (conocida como 'pinELISA").

MOMP y Tarp

La identificacion de las regiones especificas de C. suis utilizando alineamientos de secuencias de aminoacidos se
combind con una prediccion de epitopo de las secuencias identificadas, para la seleccidon de un péptido especifico e
inmunogénico. Las alineamientos se construyeron con el programa Omega de Clustal utilizando parametros por
defecto (Thompson et al., 1997). Las cepas utilizadas para crear las alineamientos de MOMP y Tarp se enumeran
en la Tabla 2.

La prediccién del epitopo de células B de las regiones identificadas especificas de C. suis se realiz6 mediante
herramientas proporcionadas por el recurso de andlisis de la Base de datos de Epitopos Inmunitarios (recurso de
andlisis IEDB). Este proveedor ofrece una coleccion de seis herramientas para la prediccion de epitopos lineales a
partir de secuencias de proteinas (Chou y Fasman Beta-Turn (Chou y Fasman 1978), Emini surface Accesibility
(Emini et al., 1985), Karplus and Schulz Flexibility (Karplus y Schulz, 1985), Kolaskar and Tongaonkar Antigenicity
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(Kolaskar y Tongaonkar, 1990), Parker Hydrophilicity (Parker et al., 1986) y Bepipred Linear Epitope prediction
(Larsen et al., 2006)).

PIinELISA
Sueros experimentales

Los pines fueron bloqueados con tampén de bloqueo (PBS* 0,01 M [Na;HPO, 7,5 mM, NaCl 145 mM,
NaH,PO4-2 H,O 3,25 mM; pH = 7,2] complementado con 0,1% Tween 20 y 5% BSA) durante 3 horas, a temperatura
ambiente (RT) y 100 rpm. Posteriormente, los pines se lavaron tres veces (tampén de lavado [PBS* 0,01 M, 0,1%
Tween 20], 10 min, 100 rpm). Los sueros se diluyeron en el tampon de dilucion (0,01 M PBS*, 3% BSA, 0,1% Tween
20) y se incubaron durante la noche a 4 °C y 100 rpm. Después de otra etapa de lavado, los pines se incubaron en
una dilucion de 1.000 veces de anticuerpo de IgG (H+L) anti-porcino conjugado de HRP policlonal (Bethyl
Laboratories, Montgomery, EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente y 100 rpm. Después de una etapa de
lavado final, la densidad éptica (DO) a 405 nm se midi6 tras la adicion de perdéxido de hidrégeno y sustrato de ABTS
(KPL, Gaithersburg, Maryland, EE.UU.). La separacién de los anticuerpos unidos después de la medicion permitio
reutilizar los péptidos pines. Por lo tanto, los pines se sometieron a sonicacion (70 °C, 40 kHz) durante 1 hora en
solucién tampon de interrupcion (NazHPQO4-2 H,O 0,1 M, SDS 35 mM, 0,1% de 2-mercapto-etanol; pH 7,2) seguido
por 30 minutos de sonicacién en agua ultra pura. Los péptidos pines se almacenaron a -20 °C.

Para su uso en el pinELISA, los sueros experimentales se diluyeron a la concentracion minima necesaria para
exceder el valor de corte positivo en el ELISA MOMPr CT. Asi, todos los sueros experimentales se utilizaron
aproximadamente a la misma concentracion de anticuerpos anti-clamidiales, para reducir los resultados falso
positivo debido a la lectura de fondo.

Interpretacion de los datos

Todos los datos obtenidos con sueros experimentales se corrigieron en cuanto a la sefial de fondo utilizando los
valores del suero de control negativo. Con el fin de encontrar un antigeno especifico e inmunogénico de C. suis, los
péptidos se seleccionaron con altos valores de DO para los sueros experimentales anti-C. suis y bajos valores de
DO para los sueros de los animales infectados/inmunizados con C. abortus, C. psittaci o C. pecorum.

Sueros de campo

El protocolo pinELISA fue ligeramente alterado para probar el conjunto de "sueros de campo”, obtenido mediante la
toma de muestras sobre lechones SPF y cerdos a sacrificio (matadero). La etapa de bloqueo se amplié a una
incubacién durante la noche, y los sueros fueron incubados durante 1 hora a 37 °C en lugar de a 4 °C durante la
noche. Todos los sueros de campo se ensayaron en dos diluciones: 1/100 y 1/500. El valor de corte positivo se
calculé como la media de los valores de DO de los sueros de los cerdos de control negativo, mas dos veces la
desviacion estandar y result6é que era 0,5.

2. Resultados
Seleccidn in silico de péptidos especificos de C. suis
Pmp

Las nueve secuencias de Pmp MD56 de C. suis se compararon con las de las cepas C. trachomatis A/HAR-13 y
L2/434/Bu para investigar secuencias especificas de C. suis. La homologia de la secuencia global vari6é entre 70 y
80%, a excepcion de la PmpC, con una similitud de 58%. La menor homologia de las secuencias se debid en parte a
la presencia de insertos especificos de C. suis. Ademas, un gen de codificacion PmpC estaba ausente en los
genomas de referencia C. abortus, C. psittaci y C. pecorum. Por lo tanto, el PmpC fue considerado el mejor
candidato de la Pmp para la seleccién de un antigeno especifico. Los alineamientos de secuencia de aminoacidos
se utilizaron para la investigacién de las secuencias de C. suis con la divergencia mas alta en comparacion con C.
trachomatis. Nueve ‘regiones especificas de C. suis’ fueron ordenadas solapando péptidos pines (ocho aminoacidos
de longitud con un solapamiento de seis aminoacidos) para posteriores ensayos de especificidad in vitro (Tabla 1).
El péptido derivado de la PmpC es valioso para el serodiagnostico en cerdos, asi como en seres humanos negativos
para C. trachomatis.
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Tabla 1. Secuencia de aminoacidos y ubicacion de las nueve regiones seleccionadas ‘especificas de C. suis".

La proteina PmpC de la cepa MD56 contiene 2.141 aminoacidos.

Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO | Posicion en la
secuencia de
proteinas
SFSNISEEIQEPSSTPEQEENEETDEDSSLDSRNTEETPPSPSSETQEDD 3 67-117
QPQNNAIALRSFLYSLQTET 4 147-167
GAILGESTVTITGVDTLTFSKNAVKVTFVDKSETQNPSGGSGTGDSSDSSEAEGSSGSSND 5 267-387

SANNSSGGDSNGVSAAAQAAAFSRFLSASTSTDPQPGEAENTDSTLNVKLGCGGGIYSK

PTDQEQGSQGTEQDSQEGSPGSTGSQESATNSASSQQSSIASARLTQLSL 6 447-497

GGGSSSPTSPQSPTTEVIKPVVGRGGAVYT 7 587-617

GNGQDQEQPGAEGGASEEDSNADSGQEVTG 8 905-935

VRSSSEDRAQEAGSDSTPSS 9 995-1.015

EGDSESAEAS 10 1.115-1.125

AIGLVAGAIPADNNSVTATVSDSGTPSTTP 11 1.278-1.308
MOMP

De forma similar al enfoque utilizado para la PmpC, se buscaron secuencias de aminoacidos para las regiones
especificas de C. suis, utilizando alineamientos. La similitud de la secuencia MOMP en parejas entre las cepas C.
suis consideradas (Tabla 2) vari6 de 76% a 100%. Como era de esperar, C. suis se encuentra entre todas las
especies relacionadas principalmente con C. trachomatis, con porcentajes de homologia observados que varian
entre 64 y 86%. La similitud de la secuencia global para las cinco especies clamidiales consideradas vario de 59 a
85%.

El alineamiento de multiples secuencias permitié la seleccion de una regiéon de 52 aminoacidos (residuo 247 a 299)
que se conserva entre las cepas consideradas de C. suis y contiene una alta concentracién de residuos de
aminoacidos especificos de C. suis. En la prediccion de epitopo in silico permitié la identificacion de un péptido
MOMP de ocho residuos (GTKDASID; SEQ ID NO: 1) que contiene 3 aminoacidos especificos de C. suis
(subrayados), capaces de discriminar C. suis de la especie Chlamydia que aparecen en los cerdos. Sin embargo,
era inviable seleccionar un antigeno péptido MOMP para distinguir C. trachomatis de todas las secuencias
disponibles de C. suis. Por lo tanto, el péptido MOMP solo es valioso para el serodiagndstico en cerdos. Asi como
los péptidos PmpC, este péptido MOMP fue adquirido de Pepscan (Lelystad, Paises Bajos) en un formato pinELISA
para posteriores ensayos de especificidad in vitro.

Tabla 2: Descripciéon general de las cepas clamidiales utilizadas para construir el alineamiento de la secuencia de
aminodcidos para identificar las regiones especificas de C. suis en la proteina MOMP y Tarp.

MOMP
Especie Cepa Fuente
C. suis H7, R16, R1, R33, H5, R19, S45, datos no publicados
R24, 130 Rogers, R27, R22, R28
C. psittaci 6BC Genbank: Q46203.1
C. pecorum E58 GenBank: ACH42158.1
C. abortus S26/3 Genbank: YP_219480.1
C. trachomatis A/HAR-13y 434/Bu Genbank: AAX50959.1 y YP_007851996.1
Tarp
Especie Cepa Fuerte
C. suis S45 datos no publicados
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C. psittaci 6BC Genbank: WP_006342845.1

C. pecorum MC Marsbar Genbank: AEF01186

C. abortus S26/3 Genbank:WP_011096873.1

C. trachomatis A/HAR-13y 434/Bu Genbank: AAX50730.1 y Q6GX35.1

Tarp

El alineamiento de todas las 158 secuencias Tarp disponibles de C. trachomatis muestra una alta conservacion de la
secuencia, con identidades de secuencia en pares que varian entre 91 y 100%. Al comparar el Tarp S45 de C. suis 'y
C. trachomatis, un promedio del 60% de la secuencia es idéntica. La secuencia Tarp de C. pecorum, C. psittaci y C.
abortus mostré una similitud de secuencia promedio del 33% con C. suis y C. trachomatis. Los resultados de los
alineamientos de la secuencia de proteinas, combinados con la prediccién de epitopos, permitieron la seleccion de
los ocho péptidos de aminoacidos con la secuencia 'GSSTPTAS ' (SEQ ID NO: 12; residuos de aminoacidos 417 a
424 de la proteina de 842 residuos).

Seleccidn in vitro de un péptido PmpC
Optimizacion de la dilucién de sueros experimentales

La dilucion éptima de los sueros experimentales para su uso en el pinELISA, se determiné mediante el analisis de
una serie de dilucién de dos veces en el ELISA MOMPr CT. Las diluciones 6ptimas obtenidas variaron de 1/3.5 a
1/896. Los resultados mas detallados se representan en la Tabla 3.

ELISA de péptido PmpC con sueros experimentales

Los 152 péptidos PmpC fueron examinados en busca de sensibilidad y especificidad para C. suis con los sueros
experimentales. Un péptido, con la secuencia SQQSSIAS (SEQ ID NO: 2), se seleccioné basado en los valores
maximos de DO para antisueros de C. suis y valores minimos de DO para antisueros de C. abortus, C. psittaci y C.
pecorum.

Tabla 3. La dilucién éptima de los sueros experimentales en funcion de los resultados del ELISA MOMPr de
C. trachomatis.

Especie Cepa Titulo
C. suis” S45 1 1/224
S45 2 1/112
H7 1/3.5
R19 17
C. abortus” S26/3 1 1/100
C. abortus* S26/3_2 1/896
C. pecorum* 1710S 1/448
C. psittaci” 98AV2129 1/857

*: sueros obtenidos después de la inmunizacién de los cerdos; # sueros obtenidos después de la infeccion
Ensayos de especificidad de péptidos MOMP y Tarp con sueros experimentales

Ambos péptidos no mostraron reaccién cruzada con anticuerpos C. abortus, C. pecorum y C. psittaci. Ademas, todos
los antisueros C. suis reaccionaron claramente con MOMP con valores de DO superiores al corte (0,5). Sin embargo,
para el péptido Tarp, los valores de DO de los antisueros S45_1 y R19 de C. suis no alcanzaron el corte. Por lo tanto,
el péptido Tarp ya no se consider6 como un candidato de antigeno inmunogénico y se elimind para otros
experimentos.

Validacion de los antigenos de péptidos MOMP y PmpC
Caracterizacion molecular de sueros de campo

Los sueros de campo, muestreados en el matadero, se caracterizaron molecularmente, utilizando dos ensayos. La
presencia de bacterias C. suis en los cerdos muestreados se detectdé mediante el examen de hisopos rectales
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utilizando la PCR en tiempo real especifica de C. suis. El ADN bacteriano se detecté en 69 de 83 hisopos. Ademas,
para detectar anticuerpos anti-clamidia, todos los sueros se analizaron con una dilucion de 1/100 utilizando el ELISA
MOMPr CT. Sesenta y ocho de 83 muestras de suero fueron positivas. Segln estos resultados, el conjunto de
muestras de campo procedentes del matadero se dividié en tres grupos: el grupo A consistia en 64 sueros
procedentes de cerdos que eran positivos tanto en la PCR en tiempo real como en ELISA MOMPr CT, el grupo B
contenia 9 sueros y se subdividié en grupos B1 y B2. Los cuatro sueros del grupo B1 fueron muestreados a partir de
cerdos negativos en la PCR y mostraron una respuesta clara en el ELISA MOMPr CT. Los cinco sueros del grupo B2,
muestreados a partir de cerdos positivos en la PCR, no mostraron respuesta en el ELISA MOMPr CT. El grupo C
comprende 10 sueros negativos en ambos ensayos.

PIinELISA

Los sueros de los grupos A, B y C se utilizaron para validar el comportamiento de los péptidos seleccionados para
su uso en la deteccion de anticuerpos anti-C. suis. Un grupo adicional (D) que contenia sueros de 10 animales SPF,
sirvi6 como un grupo extra de control negativo. Todas las muestras de campo se ensayaron a diluciones 1/100 y
1/500. Sin embargo, la mayoria de los valores de DO de las diluciones a 100 veces alcanzaron el limite superior de
deteccion de la tecnologia utilizada, posiblemente debido en parte a la lectura de fondo. Por lo tanto, las muestras de
campo se ensayaron en una diluciéon de 500 veces en experimentos posteriores. El valor de corte se calcul6 en 0,5.

Todos los sueros de los grupos C y D de control negativo fueron negativos en los ELISA de los péptidos MOMP y
PmpC. En 50 de 64 sueros del grupo A de control positivo, se mostraron anticuerpos tanto para el péptido PmpC
como para el MOMP. Doce sueros contenian anticuerpos de péptidos anti-PmpC, pero no anticuerpos de péptido
anti-MOMP. Los dos sueros restantes no mostraron respuesta para ambos antigenos candidatos. Todos los sueros
del grupo B1 mostraron una respuesta clara al péptido MOMP y PmpC. De hecho, esto apunta a una infeccion
previa ya que los anticuerpos estuvieron presentes, pero no se pudo mostrar ninguna bacteria. Para tres (de cinco)
sueros del grupo B2, sélo se mostraron anticuerpos anti-PmpC. Los dos (de cinco) sueros restantes no mostraron
respuesta a ambos péptidos candidatos. Esta observacion podria atribuirse a resultados falsos positivos del ELISA
MOMPr CT. Después de todo, la reaccién cruzada con otros patégenos es normal cuando se utilizan proteinas de
longitud completa como antigenos (Schautteet y Vanrompay 2011). Dado que el ELISA MOMPr CT es un ensayo
especifico de la familia, se detectan también los anticuerpos producidos en respuesta a infecciones con otras
especies clamidiales. De hecho, las infecciones mixtas de las especies clamidiales aparecen regularmente en los
cerdos (Szeredi et al., 1996; Hoelzle et al., 2000).

La Tabla 4 resume los resultados obtenidos de los sueros de campo.

Tabla 4. Resultados de la PCR en tiempo real de C. suis, ELISA MOMPr CT y POMP C de C. suis y ELISA del
péptido MOMP en 83 sueros de campo.

Grupo |Numero de |Positivo en PCR | Positivo en Positivo en Positivo en ELISA

sueros en tiempo real en |ELISA MOMPr |ELISA de de péptido de C.
C. suis de CT péptido MOMP | suis PmpC

A 64 64 64 50 [0,77;0,33] |62 [0,96; 0,34]

B1 4 0 4 40,67, 0,08] 4[1,16; 0,33]

B2 5 5 0 0 3[0,67; 0,15]

C 10 0 0 0 0

D 10 NP 0 0 0

NP: no realizado; Los valores de las DO medias y desviaciones estandar asociadas se representan respectivamente
entre corchetes.

Conclusién

El analisis de los sueros experimentales y de los sueros de campo caracterizados molecularmente demostré la
idoneidad de los antigenos de péptido MOMP y Pmpc para su uso en el serodiagnéstico de C. suis en porcino.
Ademas, el péptido PmpC aparecié mas sensible en comparacion con el fragmento MOMP.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para detectar la presencia de anticuerpos de Chlamydia suis en un sujeto, que
comprende:

—  proporcionar una muestra bioldgica del sujeto, y

— analizar la muestra para la presencia de anticuerpos contra un péptido de 8 a 30 aminoacidos de longitud,
comprendiendo dicho péptido una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 (GTKDASID) o una
secuencia que sea al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 1; y/o contra un péptido de 8 a 30 aminoacidos de longitud,
comprendiendo dicho péptido una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 (SQQSSIAS) o una
secuencia que sea al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 2.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, por el cual la presencia de anticuerpos contra uno o ambos péptidos
es indicativa de una infeccién pasada, temprana o tardia por Chlamydia suis en el sujeto.

3. El procedimiento seguln las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que la muestra biologica del sujeto es un
fluido corporal, preferiblemente una secrecién de mucosa o sangre, en particular suero.

4. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que los anticuerpos detectados
son del tipo IgA, IgM y/o IgG.

5. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el sujeto es un
mamifero, en particular un cerdo.

6. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que la presencia de
anticuerpos se detecta mediante el uso de un inmunoensayo, en particular un ensayo de inmunofluorescencia (IF),
radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunoenzimatico (EIA o ELISA), ensayo de inmunotransferencia etiquetado con
enzima (LIA, inmunotransferencia, mancha de transferencia y ensayo de inmunotransferencia recombinante), o
luminiscencia (bioluminiscencia y quimioluminiscencia).

7. El procedimiento segun la reivindicacion 6, en donde el inmunoensayo es un ensayo por inmunoabsorcién ligado
a enzimas (ELISA).

8. Un péptido aislado de 8 a 30 aminoacidos de longitud, que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 1 (GTKDASID) o por SEQ ID NO: 2 (SQQSSIAS), o una secuencia al menos 75%
idéntica a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID no 2.

9. El péptido segun la reivindicacion 8, en donde dicho péptido es un péptido antigénico.

10. El péptido segun la reivindicacion 8, consistente en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1
0 SEQ ID NO: 2, o una secuencia al menos 75% idéntica a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

11. Un kit para uso en el diagnéstico de una infeccidon por Chlamydia suis, que comprende uno o0 ambos de los
péptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde dicho péptido o péptidos son inmovilizados
sobre un soporte solido.

12. El kit segun la reivindicacién 11, siendo dicho kit un inmunoensayo, en particular un ELISA.
13. El kit segun las reivindicaciones 11 o 12, en donde dicho kit es un ensayo DIVA.

14. Uso de un kit o de uno o mas péptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 en un procedimiento
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

15. Uso del procedimiento, uno o mas péptidos o el kit seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, para
diferenciar un sujeto vacunado de un sujeto infectado de forma natural.

16. Un procedimiento de preparacion del péptido o el kit segiin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13.
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