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DESCRIPCION
Vacuna contra infecciones estreptocdcicas basada en proteinas de fusion recombinantes
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a composiciones inmundgenas o de vacuna de subunidad y el uso de las mismas
para inmunizacion de mamiferos susceptibles a infecciones estreptocécicas. La invencion también se refiere a
métodos para preparar y formular dichas composiciones.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones estreptocdcicas en caballos son causadas principalmente por la especie Streptococcus equi, que
comprende tres subespecies designadas equi, zooepidemicus y ruminatorium respectivamente, llamadas en lo
sucesivo simplemente S. equi., S. zooepidemicus y S. ruminatorium (Ref. 15, 24, 40).

S. equi, que esta virtualmente confinada a caballos, es el agente causante de la adenitis equina, una enfermedad
grave distribuida por todo el mundo y altamente contagiosa de las vias respiratorias superiores de los Equidae. La
adenitis equina es una de las enfermedades equinas mas frecuentemente notificadas en el mundo y se caracteriza
por fiebre, rinorrea, y formacion de abscesos en los ganglios linfaticos retrofaringeo y mandibular. En algunos casos,
la enfermedad muestra un desarrollo metastasico en el cuerpo, llamado "adenitis equina bastarda". La enfermedad
tiene una distribucion por todo el mundo y causa grandes pérdidas econémicas (Ref. 39).

S. zooepidemicus se considera un comensal oportunista que a menudo aparece en las vias respiratorias superiores
de caballos sanos. Sin embargo, después de estrés o infeccion virica, puede causar una infeccion secundaria, que
da como resultado sintomas similares a los de la adenitis equina. Ademas, S. zooepidemicus infecta no solamente a
caballos sino también a una amplia gama de otros animales, como cerdos, cabras, perros, gatos y vacas. Incluso se
han notificado casos de infeccidén en ser humano debido a la subsp. zooepidemicus (Ref. 5). Esta subespecie ha
estado implicada como patégeno primario en afecciones tales como endometritis, cervicitis, aborto, mastitis,
neumonia, abscesos e infecciones articulares.

S. ruminatorium se ha aislado a partir de leche de ovejas y cabras con mastitis (Ref. 10).

Streptococcus pyogenes es un importante patdgeno humano que causa diversas enfermedades, por ejemplo,
impétigo, faringitis, fascitis necrosante y sindrome de choque téxico.

Aunque es posible tratar y curar estas infecciones estreptocécicas con antibiéticos, tales como penicilina, tetraciclina
0 gentamicina, un agente profilactico eficaz que pudiera prevenir brotes de dichas infecciones y obviar o reducir el
riesgo de desarrollo de cepas resistentes asociadas con el tratamiento con antibidticos, seria apreciado.

Descripcion de la técnica relacionada

Sin embargo, aunque se han realizado muchos intentos de desarrollar agentes profilacticos tales como vacunas
contra S. equi, en la actualidad no hay vacunas eficientes y seguras disponibles en el mercado, ni para la subsp.
equi ni para la subsp. zooepidemicus, subsp. ruminatorium o S. pyogenes.

Las vacunas existentes contra la adenitis equina se basan en cepas inactivadas, por ejemplo, termoinactivadas, o
atenuadas de S. equi o extractos con acido/mutanolisina enriquecida en una o mas proteinas M, es decir una 0 mas
proteinas inmundgenas producidas por S. equi. Una vacuna contra S. zooepidemicus basada en una proteina de
tipo M se desvela en el documento US-A-5.583.014. En el documento WO 87/00436, Ref. 17 y el documento WO
2009/093014 A2 se desvelan cepas atenuadas de S. equi para su uso como vacuna contra infecciones causadas
por S. equi.

En 2004 se lanz6 una vacuna comercial contra la adenitis equina, Equilis StrepE de Intervet, Reino Unido. Sin
embargo, la seguridad y eficacia de esta vacuna, que se basa en una cepa atenuada (viva, mutada por delecion) de
S. equi puede ser cuestionada (Ref. 23, 35).

Dado que las vacunas o preparaciones inmunizadoras basadas en bacterias vivas o inactivadas desarrolladas
previamente estan lastradas por efectos secundarios y muchas proporcionan una proteccion insuficiente, existe una
necesidad de agentes profilacticos eficientes y seguros, tales como vacunas, que protejan contra infecciones por S.
equi y/o prevengan la propagacion de las mismas sin causar efectos secundarios indeseables.

Durante afios se han identificado y caracterizado las proteinas superficiales estreptocécicas, que interactuan con y/o
se unen a diferentes componentes de la matriz extracelular (MEC) o proteinas plasmaticas de la célula
hospedadora. Los ejemplos de proteinas superficiales extracelulares de S. equi y S. zooepidemicus que se han
caracterizado son FNZ (Ref. 29), EAG (Ref. 27), las proteinas similares a colageno (SclC, ScID, SclE, SclF, SclG,
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SclH y Scll) (Ref. 21, 22), CNE (también llamada Sec) (Ref. 25), ZAG (Ref. 18 y documento WO 95/07296). Ademas,
son ejemplos de proteinas extracelulares de S. equi que se supone que se liberan al medio circundante SFS (Ref.
28), IdeE e ldeZ (Ref. 26), |deE2 e IdeZ2 (Ref. 16). Estos tipos de proteinas son potenciales candidatos para su uso
como componentes activos para fines de inmunizacion.

Los usos de este tipo de proteinas como componentes en una vacuna potencial para la proteccion de caballos
contra la adenitis equina se desvelan en los documentos WO 2004/032957 A1, WO 00/37496, WO 2007/115059 A2,
WO 98/01561 y WO 2009/075646 A1. El documento WO 2004/032957 A1 desvela anticuerpos monoclonales contra
uno o mas antigenos de una composicion de vacuna que comprende al menos epitopos antigénicos de la proteina
EAG. La composicion antigénica puede comprender ademas proteinas como SEC (sindnimo de CNE). El documento
WO 2009/075646 A1 desvela formulaciones de vacunas que comprenden, por ejemplo, cinco (EAG, SclC, CNE,
EQ5 y Eq8) o siete (EAG, SclC, CNE, Eq5, Eq8, IdeE y IdeE2) proteinas recombinantes de S. equi.

En Flock, M., et al (2004) (Ref. 11), se notifica que, en un modelo en ratéon de adenitis equina, partes de las
proteinas designadas FNZ, SFS y EAG, respectivamente, se usaron para inmunizar ratones. FNZ y EAG se
consideraron candidatos prometedores para el desarrollo de una vacuna segura y eficaz contra la adenitis equina.

Timoney et al. (2007) (Ref. 42) notificaron que proteinas extracelulares producidas por ADN recombinante de la
subsp. equi son inutiles como componentes de vacuna. Se especuld en ese documento que resultados notificados
con anterioridad para algunas proteinas de S. equi producidas mediante tecnologia de ADN recombinante, que
muestran proteccion en experimentos en ratones, no son aplicables a caballos. Por lo tanto, no resulta obvio que las
formas recombinantes de proteinas de S. equi localizadas de forma extracelular necesariamente sean funcionales
como componentes de vacuna.

En la Ref. 45, se notifica la vacunaciéon de caballos contra la adenitis equina usando los antigenos recombinantes
EAG, CNE y ScIC de S. equi. En este estudio, los caballos vacunados mostraron, después de la provocacion con S.
equi, una recuperacion de bacterias significativamente reducida y niveles significativamente méas bajos de rinorrea.

Aunque se han realizado muchos esfuerzos por desarrollar vacunas eficientes y algunos de los componentes
inmunizadores presentados en las Ref. 14 y 15, los documentos WO 2004/032957 A1, W0O2009/075646 A1, son
candidatos prometedores para su uso en una vacuna que proteja contra la infeccion por S. equi, el desarrollo de
vacunas seguras que tengan un alto grado de inmunogenicidad y que muestren efectos secundarios limitados o
ninguno sigue siendo deseable.

El patégeno humano Streptococcus pyogenes también expresa un gran numero de proteinas extracelulares que
interactian con componentes de la MEC y/o sanguineos del hospedador (Ref. 6, 7, 9, 33). Entre estos estan una
endoglucosidasa, llamada EndoS, que tiene la capacidad de hidrolizar el nucleo de quitobiosa del glucano enlazado
a asparagina en la inmunoglobulina G humana (IgG) (Ref. 8). EndoS se ha caracterizado ademas en una serie de
articulos que describen, por ejemplo, propiedades enzimaticas, especificidad etc., (Ref. 1, 2, 3, 4, 34). El uso de
EndoS en el tratamiento o la prevencién de enfermedades mediadas por anticuerpos de IgG, tales como
enfermedades autoinmunitarias, se desvela en el documento WO/2008/071418 A2 y el uso in vitro de EndoS para
aislar y analizar 1gG en el documento WO 2009/033670 A2. El uso de EndoSe de Streptococcus equi subsp. equi y
EndoSz de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, o fragmentos de las mismas, como componente en una
vacuna contra infecciones bacterianas o para suscitar una respuesta inmundgena o una respuesta inmunitaria
protectora, se desvela en el documento WO 2011/059385 A1.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion abarca una composicién antigénica que comprende una pluralidad de componentes
antigénicos obtenidos a partir de antigenos de Streptococcus equi subsp. equi o subsp. zooepidemicus. Los
componentes antigénicos comprenden:

(i) un primer polipéptido de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO:
24 comenzando a partir del aminoacido 12;

(ii) un segundo polipéptido de fusién que comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID
NO: 22 comenzando a partir del aminoacido 12; y

(iii) al menos parte de una proteina designada IdeE que comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra
en la SEQ ID NO: 26 comenzando a partir del aminoacido 12,

en la que dicha al menos parte de dicha proteina comprende al menos un epitopo antigénico.

La presente invencion también se refiere a una composiciéon inmundgena o de vacuna de subunidad que comprende
la composicion antigénica mencionada anteriormente como componente inmunizador; a métodos para preparar
dicha composicion antigénica, adecuadamente inmundgena, o composicion de vacuna contra S. equi en mamiferos
no humanos.
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De acuerdo con una realizaciéon adecuada, la presente invencion se refiere a una vacuna que protege a equinos,
tales como caballos, contra enfermedades causadas por S. equi, por ejemplo, adenitis equina, infecciones de las
vias respiratorias superiores, infecciones de heridas y endometritis. La palabra "protege" es un término general que
incluye cualquier cosa entre proteccién completa y reducciéon de la gravedad de la infeccion. El grado de proteccion
puede medirse de diversas maneras, en relacion, por ejemplo, con infecciones por S. equi en caballos, el efecto de
la vacuna puede ser sintomas clinicos reducidos y enfermedad clinica reducida, donde puede observarse reduccion
del aumento de temperatura, reducciéon de la hinchazén de ganglios linfaticos y reduccion de la diseminacion de
bacterias a partir de animales infectados, etc. Los métodos y procedimientos sobre como medir la eficacia de una
composicion inmunizadora después de la provocacion pueden obtenerse de, por ejemplo, la Ref. 14, y el documento
WO 2009/075646 A1.

Por diversas razones, antes de realizar experimentos de vacunacion y provocacion en caballos, la evaluacion de
antigenos novedosos a usar en una vacuna se estudia en un modelo en un animal pequefio. Respecto a infecciones
de las vias respiratorias superiores causadas por la subsp. equi, se ha descrito un modelo de vacunacion e infeccion
experimental adecuado y bien establecido (Ref. 11, 12, 13, 14, 16, 43, documentos WO 2004/032957 A1, WO
2009/075646 A1). Este modelo se ha usado con un alto grado de fiabilidad para cribar y evaluar antigenos de S.
equi con potencial para provocar una respuesta inmundgena protectora en caballos (Ref. 13, 14).

En el contexto de infecciones causadas por S. equi, la expresion "mamiferos no humanos" se refiere principalmente
a animales que pertenecen a la familia Equidae que consiste en caballos, burros y cebras, y a hibridos de los
mismos, tales como mulas y burdéganos. Los camellos y dromedarios también estan abarcados en ella.

Los aspectos de la invencidon mencionados anteriormente, y realizaciones preferidas de la misma, se definen en las
reivindicaciones adjuntas.

En realizaciones particulares, la presente invencion utiliza polipéptidos seleccionados entre las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 22 comenzando a partir del aminoacido 12, 24 comenzando a partir del aminoacido
12, y al menos una parte de una proteina designada IdeE que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
la 26 comenzando a partir del aminoacido 12.

La puesta en practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de microbiologia, tecnologia de ADN recombinante y biologia molecular e inmunologia, que estan
dentro del alcance de la técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografia, por ejemplo, Sambrook et al (2001)
Molecular Cloning: A laboratory manual, 3% ed. Cold Spring Harbour Press. A menos que se definen de otra manera,
todos los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento tienen el mismo significado que el
entendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la invencion.

Se entiende que un "fragmento” de una molécula tal como una proteina o acido nucleico se refiere a una parte de la
secuencia de aminoacidos o de nucledtidos.

El término "andlogo" se refiere a una variante de secuencia de acido nucleico o de aminoacidos que tiene una
homologia de secuencia ("identidad") del 80 % o mas, especialmente el 90 % o mas, con la secuencia de referencia.
En general, "identidad" se refiere a una correspondencia exacta de nucledtido a nucledtido o de aminoacido a
aminoacido de las secuencias de polinucleétidos o polipéptidos, respectivamente. Las técnicas para determinar la
identidad de secuencia de acido nucleico se conocen bien en la técnica, y estan disponibles programas informaticos
para calcular la identidad entre secuencias.

Muchas de las proteinas de S. equi tienen diferentes designaciones en diversos informes. Para facilitar la lectura de
la presente solicitud, en la Tabla 1 a continuacion se muestra la designacién alternativa respecto a
informes/solicitudes de patente previas.

Tabla 1
Presente solicitud Referencias Designacion alternativa
CNE WO 2004/032957 A1, SEC
WO 2009/075646 A1
Ref. 25
EAG WO 2004/032957 A1,
WO 2009/075646 A1
Ref. 11
Eq8 WO 2009/075646 A1 SEQ0402
Ref. 14
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(continuacion)

Presente solicitud Referencias Designacion alternativa
Eq5 WO 2009/075646 A1 SEQ0256
Ref. 14
A21 Ref. 22 SclF
A36 Ref. 22 Scll
A42 WO 2004/032957 A1, SclC
WO 2009/075646 A1
Ref. 22
IdeE WO 2009/075646 A1
Ref. 16, 26
EndoSe WO 2011/059385 A1
Eq54 Ref. 14 SEQ0939
Eq27 Ref. 14 SEQ0944

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A son diagramas que muestran la temperatura rectal frente a dias post-provocacion en ponis vacunados
en el Estudio | con Strangvacc 2, Strangvacc 3/4 o placebo para los paneles A, By C.

La figura 1B son diagramas que muestran la temperatura rectal frente a dias post-provocacion en ponis vacunados
en el Estudio Il con Strangvacc 3/4, 5 o 7 para los paneles D, Ey F.

La figura 1C son diagramas que muestran la temperatura rectal frente a dias post-provocaciéon en ponis vacunados
en el Estudio Il con Strangvacc 8 o placebo para los paneles Gy H.

La figura 2 es un diagrama que muestra valores post mortem acumulados para ponis individuales vacunados en los
estudios | y Il

La figura 3 son diagramas que muestran niveles de anticuerpo en ponis vacunados con Strangvacc | (que contiene
antigenos individuales) o Strangvacc 2 y 3/4 (datos combinados entre si) (que contienen proteinas de fusion). El
diagrama (panel) superior muestra anticuerpos contra CNE, y el diagrama (panel) inferior muestra anticuerpos contra
Eq5 (SEQ0256).

La figura 4A es un diagrama que muestra el valor cuantitativo de anticuerpos contra Eq54 (n=10) y Eq27. Se
muestran los valores cuantitativos de IgG en sueros de ratones inmunizados con Eq54 o Eq27, o que se dejaron sin
vacunar. Se muestran valores medios y errores estandar de valores logaritmicos de diluciones requeridos para
conseguir una absorbancia de 1,5 en ELISA. Se incluyen valores de ratones no vacunados.

La figura 4B es un diagrama que muestra la pérdida de peso de ratones infectados. Se muestra la pérdida de peso
promedio a lo largo del tiempo de ratones infectados con S. equi subsp. equi. Los ratones (n = 3x10) habian sido
vacunados previamente con antigenos tal como se indica. Se muestran valores medios y errores estandar.

La figura 4C es un diagrama que muestra la colonizacion nasal de ratones infectados. Se muestra el crecimiento
nasal de S. equi subsp. equi a lo largo del tiempo de ratones infectados por S. equi subsp. equi. Los ratones (n =
3x10) habian sido vacunados previamente con antigenos tal como se indica. Se muestran valores medios y errores
estandar.

Descripcion detallada de la invencion

Tal como se ha mencionado anteriormente, la presente invencion se refiere a la identificacion de polipéptidos o
proteinas de S. equi o S. zooepidemicus en conformidad con la reivindicacion 1 que sean capaces de suscitar una
respuesta inmunégena, cuando se administran a un mamifero; y a la identificacion de polinucleétidos o genes que
codifican estos polipéptidos o proteinas.

Mas especificamente, se desvela como fragmentos génicos de S. equi o de S. zooepidemicus que codifican diversas
proteinas extracelulares pueden combinarse mediante tecnologia de fusién de genes, expresarse en un hospedador
adecuado y usarse como antigenos en una vacuna contra infecciones estreptocdcicas en mamiferos. Aunque
basada en dichos estudios, la presente invencién no esta limitada a las combinaciones especificas desveladas.
Basicamente, los antigenos individuales representados en cada proteina de fusién pueden estar dispuestos en
diversos numero, orden o combinaciones. Tedricamente, un orden de los antigenos puede ser, por ejemplo,
extremo-N-A-B-C-D-E-extremo-C, pero la posicién de cada antigeno individual se puede cambiar y el nimero de los
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mismos modificarse. Ademas, también se desvela cémo pueden combinarse proteinas de fusién en una vacuna con
proteinas no de fusion para obtener composiciones de vacuna eficientes.

En lo sucesivo, se hara referencia a diversas referencias de patente y bibliograficas.

De acuerdo con una realizacion, la presente invencion se dirige a una composicion antigénica que comprende varios
antigenos, en las que cada antigeno comprende al menos parte de una proteina o polipéptido de S. equi o S.
zooepidemicus, y dicha al menos parte de dicha proteina o polipéptido comprende al menos un epitopo antigénico o
determinante antigénico de S. equi o S. zooepidemicus, en conformidad con la reivindicacion 1. Dicha al menos
parte de una proteina o polipéptido comprende fragmentos de:

una proteina o polipéptido que se designa Eq85 y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en la
SEQ ID NO: 22 comenzando desde el aminoacido 12;

una proteina o polipéptido que se designa CCE vy tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en la
SEQ ID NO: 24 comenzando desde el aminoacido 12;

una proteina o polipéptido que se designa IdeE y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en la
SEQ ID NO: 26 comenzando desde el aminoacido 12;

en la que al menos un antigeno es una proteina de fusion o un polipéptido.

El antigeno o antigenos mencionados anteriormente pueden combinarse ademas con al menos una parte de una
proteina o polipéptido seleccionado entre el grupo que comprende:

una proteina o polipéptido que se designa CNE y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2004/032957 A1, SEQ ID NO: 4;

una proteina o polipéptido que se designa FNZ y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2004/032957 A1, SEQ ID NO: 2;

una proteina o polipéptido que se designa SFS y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2004/032957 A1, SEQ ID NO: 3;

una proteina o polipéptido que se designa SclIC y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2004/032957 A1, SEQ ID NO: 23;

una proteina o polipéptido que se designa EAG y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2004/032957 A1, SEQ ID NO: 1, y el documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 13;

una proteina o polipéptido que se designa IdeE y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 10;

una proteina o polipéptido que se designa IdeE2 y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en
el documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 1;

una proteina o polipéptido que se designa Eq5 y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 3;

una proteina o polipéptido que se designa Eq8 y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 5;

una proteina o polipéptido que se designa ldeZ2 y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en
el documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 7;

una proteina o polipéptido que se designa Eqz5 y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 8; y

una proteina o polipéptido que se designa Eqz8 y tiene una secuencia de aminoacidos tal como se muestra en el
documento WO 2009/075646 A1, SEQ ID NO: 9;

0 un analogo o fragmento de los mismos.

Por conveniencia, los polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos tal como se muestra en la lista de
secuencias de los documentos WO 2009/075646 A1 y WO 2004/032957 A1 mencionados anteriormente
frecuentemente se designan solamente CNE, FNZ, SclIC, SFS, EAG, IdeE, IdeE2, Eqg5, Eq8, IdeZ2, Eqz5 y Eqz8,
respectivamente. EAG, IdeE, IdeE2, Eq5 y Eq8 designan proteinas que pueden encontrarse en S. equi e ldeZ2,
Eqz5 y Eqz8 designan proteinas que pueden encontrarse en S. zooepidemicus. Otros ejemplos son las proteinas M
o similares a M, por ejemplo, SeM descrita en la Ref. 42.

Ejemplos adicionales de antigenos que pueden estar incluidos en la composiciéon antigénica de la invencion
comprenden las proteinas SclC ScID-Scll (n.° de acceso al genbank DQ158080, DQ158081, DQ158082, DQ158083,
DQ158084, DQ158085), FNE (n.° de acceso AF360373), FNEB (n.° de acceso AY898649), FNEC-FNEF (Ref.24),
SeM (n.° de acceso U73162 también llamada FBP n.° de acceso YP002747233), SzPSe (n.° de acceso U73162),
seeH (n.° de acceso AF186180), seeM (n.° de acceso AJ583528), seel (GenBank, Gen ID7697191, SEQ_2037, Ref.
15), seelL (n.° de acceso AJ583527), Se51.9 (n.° de acceso AF521601), Se46.8 (n.° de acceso AF521600), Se24.3
(n.° de acceso AY137521), Se75.3 (n.° de acceso AY137528), Se110.0 (n.° de acceso AY137519), Se24.3
(AY137521), Se42.0 (n.° de acceso AY137521), Se117.0 (n.° de acceso AY137523), Se18.9 (n.° de acceso
DQ068464), ZAG (n.° de acceso U25852), slaA (n.° de acceso CAW93317), slaB (n.° de acceso CAW95519), sagA
(n.° de acceso ACG61862), proteinas de biosintesis de estreptolisina S (CW92800, CW92802, CW92798), precursor
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de estreptolisina S (CW92796), SpyCEP (n.° de acceso DQ413032), las proteinas similares a SpyCEP, SeCEP y
SzoCEP (Ref. 43).

Sin embargo, las proteinas o fragmentos de polipéptido que pueden estar incluidos en las composiciones
antigénicas de la invencion no estan restringidas a las enumeradas anteriormente. En general, la invencién puede
usarse en principio con cualquier proteina extracelular o fragmentos de la misma expresados en la superficie o
proteinas transportadas al entorno de estreptococos patdégenos, por ejemplo, diferentes subsp. de S. equi o S.
pyogenes. Mediante andlisis de secuencias de ADN del genoma de estas bacterias, por ejemplo,
http://www.sanger.ac.uk/Proj ects/S_equi/;

http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_zooepidemicus/;

http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_pyogenes/, pueden identificarse marcos de lectura abiertos que codifican
proteinas extracelulares. Estas proteinas se caracterizan habitualmente por albergar una secuencia sefial N-terminal
responsable del transporte a través de la membrana después de la traduccién. Un grupo interesante particular de
proteinas para el desarrollo de vacunas son proteinas que, ademas de albergar la secuencia sefal, también
presentan un dominio C-terminal reconocido facilimente que incluye un motivo de aminoacidos definido generalmente
como, por ejemplo, LPXTG, importante para anclar una proteina extracelular a la estructura del peptidoglucano de la
pared celular bacteriana (Ref. 37). Como identificar dichas proteinas mediante métodos bioinformaticos, por ejemplo,
el programa informatico SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), (Ref.19, 38), es bien conocido por los
expertos en la materia.

Los antigenos o inmundgenos de las presentes composiciones antigénicas o inmundgenas pueden usarse en
solitario o en combinacién con otras combinaciones de fusién y/o en combinacion con antigenos individuales.

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones antigénicas pueden comprender antigenos producidos
mediante tecnologia recombinante y/o al menos un antigeno que es un antigeno aislado o purificado, o fragmento
del mismo, tal como las formas nativas producidas por las bacterias estreptocdcicas (0 mutantes sobreproductores).
Las formas nativas pueden aislarse a partir de células o medios de cultivo a partir de bacterias cultivadas en medios
adecuados, dando como resultado una elevada produccion de la proteina respectiva. Ademas, después de descubrir
las condiciones de crecimiento 6ptimas (incluyendo condiciones fisioldgicas) para obtener las proteinas nativas,
también es posible construir cepas estreptocécicas sobreproductoras. Usando métodos bien conocidos por los
expertos en la materia, hay varias maneras de generar y aislar cepas sobreproductoras, por ejemplo, mediante
mutagénesis dirigida, mutagénesis quimica, luz ultravioleta, etc. El procedimiento de purificacion y aislamiento de
una proteina extracelular a partir de medio de cultivo es bien conocido por expertos en la materia.

La aplicacion de la presente invencion no esta limitada al uso de E. coli y de vectores adecuados para esta bacteria
como vehiculos y herramientas para expresar polipéptidos recombinantes. Otros hospedadores y vectores se
conocen bien en la técnica y pueden encontrarse en la bibliografia y en la bibliografia citada en el documento WO
2007/115059 A2. Ademas, la aplicacion de la presente solicitud no esta limitada a las secuencias de nucleotidos
especificas de los antigenos desvelados en la invencion, dado que puede ser necesario adaptar el uso de codones
de las secuencias de nucleédtidos especificas al hospedador de produccion a usar. La técnica para sintetizar y
adaptar el uso de codones es bien conocida para los expertos en la materia.

Una realizacion adicional de la presente invencion se refiere a una composicion de vacuna para proteger a
mamiferos no humanos contra la infeccion por S. equi, que comprende una composicion antigénica tal como se
desvela anteriormente como componente inmunizador, y a un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Adecuadamente, la presente composicion de vacuna comprende una composicion antigénica o inmundgena que
contiene uno o mas de los presentes antigenos o inmundégenos como componente 0 componentes inmunizadores.

La composicion de vacuna puede comprender componentes adicionales, tales como un adyuvante. Adecuadamente,
dicho adyuvante estimula la inmunidad sistémica o mucosal. Dichos adyuvantes se conocen bien en la técnica.

Los adyuvantes adecuados para su uso de acuerdo con la presente invencion comprenden (1) polimeros de acido
acrilico o metacrilico, anhidrido maleico y polimeros de derivado de alquenilo, (2) secuencias inmunoestimuladoras
(ISS), (3) una emulsion de aceite en agua, (4) lipidos catidnicos que contienen una sal de amonio cuaternario, (5)
citoquinas, (6) hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio, (7) saponina o (8) nanoparticulas o (9) cualesquiera
combinaciones o mezclas de los mismos. Ejemplos adicionales de adyuvantes adecuados también pueden
encontrarse en la bibliografia citada en el documento WO 2007/115059 A2.

Un adyuvante adecuado para su uso de acuerdo con la presente invencion son los adyuvantes Abisco, Matrix C y
Matrix Q de Isconova AB, Suecia. Los componentes clave de ISCOMS son saponinas de Quillaia obtenidas de la
corteza del arbol Quillaia jabonosa, Quillaia saporinaria molina. Las saponinas de Quillaia son bien conocidas por su
capacidad de activar el sistema inmunitario (Ref. 32). Las saponinas de Quillaia mezcladas con colesterol, y
fosfolipidos en una estequiometria especifica, forman estructuras similares a una jaula abierta esférica conocidas
como ISCOMS.
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Otro adyuvante adecuado es el Ginseng. El Ginseng es un extracto seco preparado a partir de la raiz de la planta
Panax ginseng, C.A. Meyer. El Ginseng contiene una serie de sustancias activas llamadas ginsenosidos que son
una clase de saponinas, glucosidos quimicamente triterpenoides de la serie del damarano. Los ginsenésidos tienen
propiedades adyuvantes y uno de los adyuvantes mas activos es la fracciéon llamada Rb1. Se ha demostrado que la
fraccion Rb1 suscita una respuesta inmunitaria Th1 y Th2 equilibrada segun se determina midiendo los niveles de
citoquinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 secretadas post vacunacién con una vacuna adyuvantada con Rb1. Ademas, el
ginseng y la fraccion Rb1 estimulan una fuerte respuesta de anticuerpos especificos de antigeno.

De acuerdo con una realizaciéon adecuada, la composicion de vacuna es una vacuna que protege a mamiferos
susceptible, adecuadamente caballos, contra la adenitis equina causada por S. equi.

La composicién de vacuna de la presente invencion se proporciona en una forma fisioldgicamente administrable.
Adecuadamente, es administrable mediante inoculacion intramuscular, subcutanea, intradérmica o intranasal.

Adecuadamente, la composicion de vacuna de la presente invencion estimula respuestas de anticuerpos séricos,
mucosales y/o bronquiales dirigidos a antigenos de S. equi y/o S. zooepidemicus en mamiferos susceptibles a estas
bacterias, adecuadamente caballos.

La presente invencion también se refiere a un método para producir un antigeno o inmundgeno que se usara en una
composicion antigénica o inmunogena de la presente invencion, método que comprende las etapas de

(a) proporcionar un fragmento de ADN que codifica dicho antigeno e introducir dicho fragmento en un vector de
expresion;

(b) introducir dicho vector, que contiene dicho fragmento de ADN, en una célula hospedadora compatible;

(c) cultivar dicha célula hospedadora proporcionada en la etapa (b) en las condiciones necesarias para la
expresion del producto codificado por dicho fragmento de ADN; y

(d) aislar el producto expresado a partir de la célula hospedadora cultivada.

Preferentemente, el método comprende ademas una etapa (e) en la que el producto aislado de la etapa (d) se
purifica, por ejemplo, mediante cromatografia por afinidad u otros métodos cromatograficos conocidos en la técnica.

Por consiguiente, los antigenos de la presente invencién se producen habitualmente de acuerdo con técnicas
recombinantes.

A modo de referencia, la presente divulgacion se refiere a un método para la preparacion de una vacuna de la
presente invencion, vacuna que contiene, como componente inmunizador, una composicién antigénica tal como se
ha desvelado anteriormente, comprendiendo dicho método mezclar dicha composicién antigénica y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también se refiere a un método para la produccién de un antisuero, comprendiendo dicho
método administrar una preparacién antigénica de la presente invencion a un hospedador mamifero no humano para
producir anticuerpos en dicho hospedador mamifero no humano y recuperar antisuero que contiene dichos
anticuerpos producidos en dicho hospedador mamifero no humano.

Ademas, la presente divulgacion se refiere a un método de tratamiento profilactico o terapéutico de la infeccion por
S. equi en mamiferos, convenientemente caballos, que comprende administrar a dicho mamifero una cantidad
inmunolégicamente eficaz de una vacuna o un antisuero de la presente invencion.

Por consiguiente, la presente divulgacion esta relacionada con un método para proteger a los caballos contra la
infeccién por S. equi, método que comprende inocular a un caballo por via subcutanea, intranasal, intradérmica, oral
o intramuscular, o cualquier combinacion de las mismas, con una composicion de vacuna de la presente invencion,
para inducir una respuesta inmunitaria contra S. equi en dicho caballo. Convenientemente, se induce una respuesta
inmunitaria en forma de anticuerpos IgG y/o IgA y/o IgM en la mucosa nasofaringea y/o el suero en dicho caballo.

Las referencias al método de tratamiento profilactico o terapéutico mediante terapia descrito anteriormente deben
interpretarse como referencias a compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente
invencién para su uso en los métodos.

La presente invencion proporciona una composicion de vacuna en conformidad con la reivindicacion 2 a 4, que se ha
preparado de acuerdo con el presente método usando E. coli como células hospedadoras. La fuente de estos
antigenos también podria ser las bacterias nativas, si se desarrollan métodos para expresion y purificacion de las
mismas. Como alternativa, los antigenos de la presente invencion también pueden producirse de acuerdo con
métodos que se basan en estrategias de fusion donde diversas partes del antigeno respectivo se recombinan, dando
como resultado una proteina de fusion que consiste en partes procedentes de diferentes antigenos. Esta estrategia
de fusion también podria ser adecuada para introducir una o mas partes reactivas inmunitarias, por ejemplo,
epitopos de células T o toxinas atenuadas (o partes de las mismas), introduciendo de este modo otras
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caracteristicas adecuadas para optimizar la presentacion o localizacién de antigenos.

La presente invencién también puede usarse en otras vacunas o composiciones inmunégenas de subunidad, donde
la invencion puede combinarse con uno o mas inmundgenos, antigenos o epitopos seleccionados entre otros
microorganismos o virus patdgenos para formar composiciones o vacunas inmundégenas de subunidad multivalentes.
Por ejemplo, en relacién con los equinos, dicha composicion o vacuna inmundgena de subunidad multivalente puede
comprender al menos un polipéptido de acuerdo con la presente invencion y al menos un inmundgeno, antigeno o
epitopo de WEEV, EEV, VEEV, virus de la gripe equina, EHV-1, EHV-4, EAV, WNV, tétanos, Rhodococcus.

PARTE EXPERIMENTAL
Ejemplo 1. Amplificaciones por PCR y construcciones de clones de E. coli

La cepa de S. equi subespecie equi 1866 (obtenida de Nordvacc Lakemedel AB, Suecia), (documento WO
2004/032957 A1, Ref. 25) se usé como fuente de ADN para clonacién. EI ADN cromosémico de la cepa de la
subespecie equi 1866 se prepard y se us6 como modelo para amplificar diversos fragmentos génicos presentados
en los Ejemplos 2-8 y 16 mas adelante. Las secuencias de los cebadores usados para amplificar los diversos
fragmentos génicos se enumeran en las Tablas 2, 4 y 5. Se incluyeron sitios de escision para enzimas de restriccion
en las secuencias de los cebadores. Se usé para la clonacion y la expresion el plasmido vector pGEX-6P-1 (GE
Healthcare, Uppsala, Suecia) (como alternativa se usé el vector pTYB4, New England Biolabs). Las amplificaciones
por PCR se realizaron usando los cebadores (20 pmol/ul) y la mezcla maestra para PCR FideliTag™ (USB
Corporation, Cleveland, Ohio) usando el siguiente programa: etapa 1, precalentar 1 minuto a 95 °C, separacion de la
cadena de ADN; etapa 2, 30 segundos a 95 °C; etapa 3, hibridacion 15 segundos a 5 grados por debajo del punto de
fusion de la combinacion de cebadores respectiva y etapa 4, elongacion durante 2 minutos a 72 °C, las etapas 2 - 4
se ejecutaron durante 26 ciclos. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 %, y seguidamente
se purificaron usando el kit QIAquick PCR Purification Kit™ (Qiagen). Después de escisién con las enzimas de
restriccion, los fragmentos se purificaron una vez mas usando el mismo kit. Después de la purificacién, los
fragmentos se ligaron en el vector usando la T4ADN Ligasa ReadyToGo (GE Healthcare, Uppsala, Suecia).
Después del ligamiento, las muestras respectivas se transformaron en células competentes de la cepa de E. coli
TG1 usando electroporacion, y se extendieron sobre placas LA-Amp (agar caldo de Luria-Bertani (15 g/l)
suplementadas con ampicilina, conc. final 50 pug/ml) y se incubaron durante una noche a 37 °C. Al dia siguiente, se
recogieron colonias y se analizaron mediante PCR usando la combinaciéon de cebadores respectiva. Se cultivaron
los clones con el inserto esperado y se prepararon plasmidos. La secuencia del inserto respectivo también se
determin6 mediante secuenciacion de ADN. Los clones correctos se transformaron en células competentes de la
cepa de E. coli BL21 (DE3) pLys para la expresion de proteinas.

Tabla 2

Secuencias de cebadores 5'-3'

SEQ ID NO: 1. CneBam: ggttggatccactaatcttagtgacaacatcac

SEQ ID NO: 2. CneSac: TCCAGAGCTCCTTGACAGTAAAGCTGGTATAG
SEQ ID NO: 3. EagSac: agtggagctcttagacgcagcaacagtg

SEQ ID NO: 4. EagXho: CACCCTCGAGTTATTTGGCTTTGTTGATTAAGGTC
SEQ ID NO: 5. Eqc9: cgtagagctctcggaacccaatccatatc

SEQ ID NO: 6. Eqc10: GAGGTCTAGAAGGACCTTGTTTGCCATTT
SEQ ID NO: 7. Eqc11: agcatctagattatctggtccgccagga

SEQ ID NO: 8. Eqc12: GAGGCTGCAGTGGACCTCGGGTACCGCCTT
SEQ ID NO: 9. Eqc13: agtactgcaggaccagccagcagcactaa

SEQ ID NO: 10. ScSac: TGCAGAGCTCTGGCTTTTGGGCAGCTTCTTC
SEQ ID NO: 11. Eq8Bam: catgggatccgcgactaccctagcaggac

SEQ ID NO: 12. Eq8Nco: CTAGCCATGGGTGCTTAAGCTTTTCAATCTG
SEQ ID NO: 13. 85Nco: agtaccatgggaaacgactactgctagtgc

SEQ ID NO: 14. Eq5C2: CTGGCTCGAGTTATTTAGCAACCAAGGCTGC
SEQ ID NO: 15. IdEG1: tactggatccgacgattaccaaaggaatgctac

SEQ ID NO: 16. IdEG2: TGATCTCGAGTTAGCTCAGTTTCTGCCATATG
SEQ ID NO: 17. Eq61p1: gtcggatccgaggataaggttgtgcaaactag

SEQ ID NO: 18. Eq61p6: GCCTCTCGAGGGATAAGCTAGTCTGTCTTTGG
SEQ ID NO: 19. 54Sac: ggcagagctcgatacagcaagctataccatcac

SEQ ID NO: 20. 54Xba: TATTTCTAGAAGTTTTATAGGTGAAAACGATAACC
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Ejemplo 2. Construccién de un clon que expresa la proteina de fusion Eq85

Un fragmento génico de eq8 se amplificd por PCR usando los pares de cebadores eq8Bam y eq8Nco. Después de
la amplificacion y la purificacion, el fragmento se digirié6 con BamHI y Ncol. Ademas, un fragmento génico de eq5 se
amplificd por PCR usando los pares de cebadores 85Nco y eq5C2. Después de la amplificacion y la purificacion, el
fragmento se digirié con Ncol y Xhol. Ambos fragmentos se ligaron en el vector escindido por BamHI y Xhol, pGEX-
6P-1.

SEQ ID NO: 21. Que muestra la secuencia de nucledtidos del fragmento de fusién génico que codifica Eq85
insertado en el vector pGEX-6P-1. Los sitios de BamHI y Xhol se indican en negrita y las secuencias del vector
estan subrayadas. No6tese que el nucleétido A en negrita y cursiva es diferente en su posiciéon en comparacion con la
secuencia publicada en http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_equi/;

TCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCGCGACTACCCTAGCAGGACAAACAGAAGTACGGGC

TGATAATATCTTACGCTTAGATATGACAGATAAAGAAGCAGTTGAAAARATTCGCTAACGA
GCTTAAARATGAAGTCCATARAAACTATCGTGGTAGTAATACTTGGCAARAGCTTACCCT
TATACTTAATGGTTATCAAARCCTTAGAGARCARATAGAGACCGAGCTAARRRATAGTGA
ACAARARAGTAARAGAGCTTAATGATAAGGTTAATAGTGAAACTCAAGGAARRCAAGAGTT
ACAGAATCAGCTTGAGAAAGAAAAAGAAGAGTTAGAAACACTARARRRAAGAGCTTGAAGC
TGAGAAGGCTAAAGGAACTGGAGAAACAGAGAAGCTTCAARAAGGARATTGAAGCARAARN
TGCAATGATTTCTGACCTACAAARACAGCTTGAGGAARACTAAGCARAGGGTTCAAGAGTT
TGAAGCTGAAGTAGGTAARATTAATGGCCGARAAGGCAGACCTACARACAARATTARATGA
ACAAGAGCAGCTTAACGCTAAGCTTCAAAAAGARATTGAAGACTTARAGGCTCAGATTGA
ARAGCTTAAGCACCCATGGGAAACGACTACTGCTAGTGCATTTGAARATARTGGGACAGG
TCAACATCTGAACTGGCACATAGATATTCCACAAGAATATACAGTTGAATTAGGAGAACC
AATTACTATCTCAGATCTTATGAGTCAAATTACGGTTACTCGTAAAGGTAGTAATGGGAC
TGTTAATGATGGAGATACTTTTGACTTTATTTCGAATGGAGATGGTTCAAGAGGAATTGA
TACCCCTGGAGTARAAATATGGTTTGACTTTTACAATGCTGCGGGTACTTCCTTTTTAAC
TGATGARATGTTAGCTTCGCCTACATATGCTGTACCGGGGGGATCTTATACTATTAARGC
TTGGGTATTCTATGGGARAAAATGATACCAAAAAGCTCTTCACATTTAAACTARARAATTC
CAACAGCAATARAACTGAGTTAAGGAAGTCGTTAGAGGAGGCTAAGCTAARACTCAGCCA
GCCTGAAGGAACGTATTCTGATGAATCACTGCAAGCCTTGCAATCAGCGGTTACTATTGG
TAAGACCTATTTARACAGTGACCCTGATCARAATACAGTAGATCAATCTGTTACTACTAT
TGATTCCGCTATTACTAGTCTTGTTAATCTTAATGCTTTAAATGAAGCTATTAATCARAGC

TACACCTTTTATAACAGATGGCAAAGAGTATCCTAAAGAAGCGTATGACGGTCTTGTGCA
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ARAGCTTGCAGCGGCAGCTAAGCTTCAAAATTCATTTGGTCCTTCACAAGGAGATGTTGA
TAAGGCTGCGACTGATTTAACGCAAGCTCTTACGACGCTTAAGACTGCTGTAGCGCATGA
AGCCTTAGATCAAGCCTTGGCTAAGCTGTTAGAGCTTTACCGAGAARATCCAAATCTTGC
TTTGACATCAGAGTCTTTGAAGGAATTGTACAATARGGCCATTGAAGCAGCAGGTACCTT
CTATAGAACTGTTAACAAGGATAAAGAGAGAAANGACATTTCCCTTTATGAGCTAGAGCG
CTACACTACAGAAACAARATTCAGTTGTTGATACTATTTTAAAGGTAARGGCTGCGATTGC
CGAAGAAGGAAAGGCAAAATTGCGTTCTGCTTTAGACCAATTAAATGCTCTTATCGGAGA
ARATCTAGACCTATCTCCATATACAGCAGCTTCTGCTCAAGCCTATACAGACCAGCTAGC
TAAGGCTAAGGAGGTCGCAGCAGCGGGTGAGACAGCTTATGCTCAGGAGACAGAACCGAC
AGCTATTACTAACAGCTTGGTTAAGGTGTTAAATGCTAAGAAATCCCTCTCAGATGCCAA
GGCAGCCTTGGTTGCTAAATAACTCGAGCGGCCGCATCGETG

SEQ ID NO: 22. Proteina de fusidon Eq85. Los aminoacidos subrayados indican la secuencia que se origina a partir

del vector. El * indica un sitio de escisidon de proteasa tijera. Notese que los aminoacidos en negrita se originan a
partir del trabajo de construccién de la proteina de fusién y que estos aminoacidos podian estar cambiados o incluso
ausentes si se usa otra estrategia de fusion. Nétese que el aminoacido lle (I) en negrita y cursiva en esta posicion es
diferente en comparacion con la secuencia publicada en
http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_equi/;http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_equi/

LEVLFQ*GPLGSATTLAGQTEVRADNILRLDMTDKEAVEKFANELKNEVHENYRGSNTWQK

LTLILNGYQNLREQIETELKNSEQKVKELNDKVNSETQGKROQELONQLEKEKEELETLKKE
LEAEKAKGTGETEKLQKEIEARKNAMISDLOKQLEETKQRVOQEFEAEVGKLMAEKADLQTK
LNEQEQLNAKLOQKEIEDLEKAQIEKLKHPWETTTASAFENNGTGOQHLNWHIDIPQEYTVEL
GEPITISDLMSQITVTRKGSNGTVNDGDTFDEFISNGDGSRGIDTPGVKIWEDEYNAAGT S
FLTDEMLASPTYAVPGGSYTIKAWVEYGKNDTKKLETFKLKNSNSNKTELRKSLEEAKLK
LSQPEGTYSDESLOALOSAVT IGKTYLNSDPDONTVDOSVTTIDSAITSLVNLNALNEAT
NQATPFITDGKEY PKEAYDGLVQKLAAAAKLONSEFGPSQGDVDRAATDLTQALTTLKTAV
AHEALDOALAKLLELYRENPNLALTSESLKELYNKATIEAAGTEFY RTVNEKDKERKDISLYE
LERYTTETNSVVDTILEKVEKAATAEEGKAKLRSALDOQLNALIGENLDLSPYTAASAQAYTD
QLAKAREVAAAGETAYAQETEPTAITNSLVKVLNAKKSLSDAKAATLVAK

Ejemplo 3. Construccién de un clon que expresa la proteina de fusion CCE

Esta construccion de fusion génica esta hecha de cinco fragmentos génicos de S. equi diferentes (cne, eq21, eq36,
eq42 y eag). En primer lugar, un fragmento génico de cne se amplificé por PCR usando los pares de cebadores
CneBam y CneSac. Después de la amplificacion y la purificacién, el fragmento se digiri6 con BamHI y Sacl. En
segundo lugar, un fragmento génico de eag se amplificé por PCR usando los pares de cebadores EagSac y EagXho.
Después de la amplificacion y la purificacion, el fragmento se digirié con Sacl y Xhol. Los fragmentos cne y eag
purificados se ligaron en el vector escindido con BamHI y Xhol, pGEX-6P-1. Después de la transformacién en E. coli,
se identifico un clon correcto y se indico como pCNEEAG. Seguidamente, un fragmento génico de eq21 se amplifico
por PCR usando los pares de cebadores eqc9 y eqc10. Después de la amplificacion y la purificacion, el fragmento se
digirié con Sacl y Xbal. El fragmento génico de eq36 se amplificd por PCR usando los pares de cebadores eqc11 y
eqc12. Después de la amplificacion y la purificacion, el fragmento se digirio con Xbal y Pstl. El fragmento génico de
eq42 se amplificdé por PCR usando los pares de cebadores eqc13 y ScSac. Después de la amplificacion y la
purificacién, el fragmento se digirié con Pstl y Sacl. Los tres fragmentos escindidos (eq21, eq36 y eq42) se ligaron
entre si y se realizé una nueva PCR usando los pares de cebadores eqc9 y ScSac. El producto de PCR obtenido se
escindié con Sacl y se ligé en pCNEEAG escindido con Sacl generando pCCE que alberga los fragmentos génicos
en el siguiente orden cne-eq21-eq36-eq42-eag.
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SEQ ID NO: 23. Que muestra la secuencia de nucledtidos del fragmento de fusion génico de cne-eq21-eq36-eq42-
eag insertado en el vector pGEX-6P-1. Los sitios de BamHI y Xhol se indican en negrita y las secuencias del vector
estan subrayadas.

CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCACTAATCTTAGTGACAACATCACATCA

TTGACGGTTGCTTCTTCATCACTCCGAGATGGAGAGAGAACGACGGTAAAGGTTGCGTTT
GATGACAAARAARCAGAARATCAAGGCAGGGGATACGATAGAGGTCACCTGGCCTACAAGT
GGTAATGTCTACATTCAGGGCTTTAATAAARCCATACCGCTTAATATTAGAGGGGTAGAT
GTTGGTACCTTGGAGGTCACGCTAGACAAGGCTGTTTTCACATTCAATCARAATATTGAA
ACAATGCATGATGTCTCTGGTTGGGGAGAGTTTGATATTACTGTTAGARATGTGACACAA
ACCACCGCTGAAACATCAGGAACGACCACAGTARAAGGTAGGCAATCGCACTGCTACTATC
ACTGTTACTAAGCCTGAGGCAGGCACTGGTACCAGCTCATTTTATTATAAGACTGGTGAT
ATGCAGCCCAATGATACTGAGCGTGTGAGATGGTTCCTGCTGATTAACAACAACARAGGAA
TGGGTGGCCAATACTGTTACAGTCGAAGACGATATTCAAGGTGGTCAARCCTTGGATATG
AGCAGCTTTGACATCACCGTATCTGGTTATCGTAACGAGCGCTTCGTTGGGGARARACGCT
CTGACAGAGTTTCATACAACATTTCCAAATTCTGTCATTACGGCAACAGATAATCACATT
AGTGTGCGGTTAGATCAATATGATGCCTCACAARACACTGTCAACATTGCTTATAAGACA
AAGATAACGGACTTTGACCAAAAAGAATTTGCCAACAACAGTAAAATCTGGTACCAGATT
TTATACAAGGATCAGGTATCGGGTCAAGAGTCAAACCACCAAGTAGCCAATATCAATGCT
ARCGGCGGGGTTGATGGCAGTCGCTATACCAGCTTTACTGTCAAGGAGCTCTCGGAACCC
AATCCATATCCAGATGTGAGGCGTTTCCTTGATGAGAAGTACGATGGAGATGTGGATARA
TTATCTAAACAACTTCAAGGTTATTTTGGTAGTTTAAGAGAGTATATAGAGTTTGAACTT
AARAATGGCAAACAAGGTCCTTCTAGATTATCTGGTCCGCCAGGATACCCACTTACTCGT
GATTTCTCCCGTAACTTCCTAGAAGAAAATACTGCAAAATATTTAGATCAATTAAGAGAA
CATCTACAGCACAGATTTAGTGAACTTGAGAGCTTAACAAGAAAATTAGAGARAGAAGGC
GGTACCCGAGGTCCACTGCAGGACCAGCCAGCAGCACTAAAATATCCAGARACCTAGAGAC
TATTTTCTTCATACTCGTGAAGGTGATGTTATTTATGATGAGGATATAARARAAGATATTTT
GAGGATTTAGAAGCCTATTTAACAGCTAGACTTGGTGGGATTGATAAARAAGTAGAAGAA
GCTGCCCAAAAGCCAGAGCTCTTAGACGCAGCAACAGTGTTAGAGCCTACAACAGCCTTC
ATTAGAGAAGCTGTTAGGGAAATCAATCAGCTGAGTGATGACTACGCTGACAATCARGAG
CTTCAGGCTGTTCTTGCTAATGCTGGAGTTGAGGCACTTGCTGCAGATACTGTTGATCAG
GCTAAAGCAGCTCTTGACAAAGCAAAGGCAGCTGTTGCTGGTGTTCAGCTTGATGAAGCA
AGACGTGAGGCTTACAGAACAATCAATGCCTTAAGTGATCAGCACARAAGCGATCARARAG
GTTCAGCTAGCTCTAGTTGCTGCAGCAGCTAAGGTGGCAGATGCTGCTTCAGTTGATCAA
GTGAATGCAGCCATTAATGATGCTCATACAGCTATTGCGGACATTACAGGAGCAGCCTTG
TTGGAGGCTAAAGAAGCTGCTATCAATGAACTAAAGCAGTATGGCATTAGTGATTACTAT
GTGACCTTAATCAACAAAGCCAAATAACTCGAGCGGCCGCAT

SEQ ID NO: 24. Proteina de fusién de CCE. Los aminoacidos subrayados indican la secuencia que se origina a
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partir del vector. El * indica un sitio de escision de proteasa tijera. Notese que los aminoacidos en negrita se originan
a partir del trabajo de construccion de la proteina de fusién y que estos aminoacidos podian estar cambiados o
incluso ausentes si se usa otra estrategia de fusion.

LEVLFQ*GPLGSTNLSDNITSLTVASSSLRDGERTTVKVAFDDKKQKIKAGDTIEVTWPTS

GNVYIQGFNKTIPLNIRGVDVGTLEVTLDKAVETEFNQNIETMHDVSGWGEFDITVRNVTQ
TTAETSGTTTVKVGNRTAT ITVIKPEAGTGTSSEFYYKTGDMOPNDTERVRWELLINNNKE
WVANTVTVEDDIQGGQTLDMSSEDITVSGY RNERFVGENALTEFHTTEPNSVITATDNHI
SVRLDOQYDASONTVNIAYKTKITDFDOQREFANNSKIWYQILYKDOVSGOQESNHQVANINA
NGGVDGSRYTSFTVRELSEPNPYPDVRRFLDEKY DGDVDRLSEKQLQGY FGSLREY IEFEL
KNGKQGPSRLSGPPGYPLTRDEFSRNFLEENTAKYLDQLREHLOQHREFSELESLTRKLEKEG
GTRGPLQDQPAATKYPEPRDYFLHTREGDVIYDEDIKRY FEDLEAYLTARLGGIDKKVEE
ARQKRPELLDAATVLEPTTAFIREAVREINQLSDDYADNQELOAVLANAGVEALAADTVDQ
AKAALDKAKAAVAGVOQLDEARREAY RT INALSDQHKSDOQEVOLALVAARARKVADAASVDQ

5 VNAAINDAHTAIADITGAALLEAKEAAINELKQYGISDYYVTLINKAK

Ejemplo 4. Construccion de un clon que expresa IdeE
Un fragmento génico del gen ideE se amplificd por PCR usando los pares de cebadores IdEG1 e IdEG2. Después

10 de la amplificacion y la purificacién, el fragmento se digirid6 con BamHI y Xhol y se ligdé en el vector escindido con
BamHI y Xhol pGEX-6P-1.
SEQ ID NO: 25. La secuencia de nucledtidos del gen ideE insertada en el vector pGEX-6P-1. Los sitios de BamHI y
Xhol se indican en negrita y las secuencias del vector estan subrayadas.

15

CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCGACGATTACCAAAGGAATGCTACGGAA

GCTTATGCCAAAGAAGTACCACATCAGATCACTTCTGTATGGACCAAAGGTGTTACACCA
CTAACACCCGAGCAGTTTCGATATAATAACGAAGATGTGATCCATGCGCCATATCTTGCT
CATCAAGGCTGGTACGATATCACCAAGGCCTTCGATGGGAAGGATAATCTCTTGTGTGGC
GCAGCAACGGCAGGTAATATGCTGCATTGGTGGTTTGATCAAAATAARACAGAGATTGAA
GCCTATTTAAGTARACACCCTGAAAAGCAARAARTCATTTTTAACAACCAAGAGCTATTT
GATTTGAAAGCTGCTATCGATACCAAGGACAGTCAAACCAATAGTCAGCTTTTTAATTAT
TTTAGAGATAAAGCCTTTCCAAATCTATCAGCACGTCAACTCGGGGTTATGCCTGATCTT
GTTCTAGACATGTTTATCAATGGTTACTACTTAAATGTGTTTARAACACAGTCTACTGAT

GTCAATCGACCTTATCAGGACAAGGACAAACGAGGTGGTATTTTCGATGCTGTTTTCACC
AGAGGAGATCAGACAACGCTCTTGACAGCTCGTCATGATTTAAAARATAAAGGACTARAAT

GACATCAGCACCATTATCAAGCAAGAACTGACTGAAGGAAGAGCCCTTGCTTTATCACAT
ACCTACGCCAATGTTAGCATTAGCCATGTGATTAACTTGTGGGGAGCTGATTTTAATGCT
GAAGGARACCTTGAGGCCATCTATGTCACAGACTCAGATGCTAATGCGTCTATTGGTATG
ARARARATATTTTGTCGGCATTAATGCTCATAGACATGTCGCCATTTCTGCCAAGRARATA
GAAGGAGAAAACATTGGCGCTCAAGTATTAGGCTTATTTACGCTTTCCAGTGGCAAGGAC
ATATGGCAGARAACTGAGCTAACTCGAGCGGCCGCAT

20 SEQ ID NO: 26. Proteina IdeE. Los aminoacidos subrayados indican la secuencia que se origina a partir del vector.
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El * indica un sitio de escision de proteasa tijera.

LEVLFQ*GPLGSDDYQRNATEAYAKEVPHQITSVWTKGVTPLTPEQFRYNNEDVIHAPYLA

HQGWYDITKAFDGKDNLLCGAATAGNMLHWWFDONKTEIEAYLSKHPEKQKIIFNNQELF
DLKAATIDTEKDSQTNSQLFNYFRDKAFPNLSARQLGVMPDLVLDMFINGYYLNVEFKTQSTD
VNRPYQDKDKRGGIFDAVEFTRGDOQTTLLTARHDLKNKGLNDISTITKQELTEGRALALSH
TYANVSISHVINLWGADFNAEGNLEAIYVTDSDANASIGMEKKY FVGINAHRHVAISAKKI
EGENIGAQVLGLETLSSGKDIWQKLS

Ejemplo comparativo 5. Construccion de un clon que expresa la proteina de fusion CNEEAG

Un fragmento génico de cne se amplificé por PCR usando los pares de cebadores CneBam y CneSac. Después de
la amplificacion y la purificacion, el fragmento se digirié6 con BamHI y Sacl. También el fragmento génico de eag se
amplifico por PCR usando los pares de cebadores EagSac y EagXho. Después de la amplificacion y la purificacion,
el fragmento se digiri6 con Sacl y Xhol. Ambos fragmentos se ligaron en el vector escindido con BamHI y Xhol
pGEX-6P-1.

SEQ ID NO: 27. Que muestra la secuencia de nucledtidos del fragmento de fusién génico de cne-eag que codifica

CNEEAG insertado en el vector pGEX-6P-1. Los sitios de BamHI y Xhol se indican en negrita y las secuencias del
vector estan subrayadas.

CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCACTAATCTTAGTGACARCATCACATCA

TTGACGGTTGCTTCTTCATCACTCCGAGATGGAGAGAGAARCGACGGTARAGGTTGCGTTT
GATGACAAAAARACAGARAATCAAGGCAGGGGATACGATAGAGGTCACCTGGCCTACAAGT
GGTAATGTCTACATTCAGGGCTTTAATAAAACCATACCGCTTAATATTAGAGGGGTAGAT
GTTGGTACCTTGGAGGTCACGCTAGACAAGGCTGTTTTCACATTCAATCARARATATTGAA
ACAATGCATGATGTCTCTGGTTGGGGAGAGTTTGATATTACTGTTAGAAATGTGACACARA
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ACCACCGCTGAAACATCAGGAACGACCACAGTAAAGGTAGGCAATCGCACTGCTACTATC
ACTGTTACTAAGCCTGAGGCAGGCACTGGTACCAGCTCATTTTATTATAAGACTGGTGAT
ATGCAGCCCRAATGATACTGAGCGTGTGAGATGGTTCCTGCTGATTAACAACAACAAGGAA
TGGGTGGCCAATACTGTTACAGTCGAAGACGATATTCAAGGTGGTCARACCTTGGATATG
AGCAGCTTTGACATCACCGTATCTGGTTATCGTAACGAGCGCTTCGTTGGGGARARCGCT
CTGACAGAGTTTCATACAACATTTCCAAATTCTGTCATTACGGCAACAGATAATCACATT
AGTGTGCGGTTAGATCAATATGATGCCTCACAARACACTGTCAARCATTGCTTATAAGACA
AAGATAACGGACTTTGACCAAAAAGAATTTGCCAACAACAGTARAATCTGGTACCAGATT
TTATACAAGGATCAGGTATCGGGTCAAGAGTCAAACCACCAAGTAGCCAATATCAATGCT
ARCGGCGGGGTTGATGGCAGTCGCTATACCAGCTTTACTGTCAAGGAGCTCTTAGACGCA
GCAACAGTGTTAGAGCCTACAACAGCCTTCATTAGAGAAGCTGTTAGGGAAATCAATCAG
CTGAGTGATGACTACGCTGACAATCAAGAGCTTCAGGCTGTTCTTGCTAATGCTGGAGTT
GAGGCACTTGCTGCAGATACTGTTGATCAGGCTAAAGCAGCTCTTGACAAAGCAARGGCA
GCTGTTGCTGGTGTTCAGCTTGATGAAGCAAGACGTGAGGCTTACAGAACAATCAATGCC
TTAAGTGATCAGCACAAAAGCGATCAAAAGGTTCAGCTAGCTCTAGTTGCTGCAGCAGCT
AAGGTGGCAGATGCTGCTTCAGTTGATCAAGTGAATGCAGCCATTAATGATGCTCATACA
GCTATTGCGGACATTACAGGAGCAGCCTTGTTGGAGGCTARAAGAAGCTGCTATCAATGAA
CTAARGCAGTATGGCATTAGTGATTACTATGTGACCTTAATCAACAAAGCCAAATARACTC
GAGCGGCCGCAT

SEQ ID NO: 28. Proteina de fusion CNEEAG. Los aminoacidos subrayados indican la secuencia que se origina a
partir del vector. El * indica un sitio de escision de proteasa tijera. Notese que los aminoacidos en negrita se originan
a partir del trabajo de construccidon de la proteina de fusién y que estos aminoacidos podian estar cambiados o
incluso ausentes si se usa otra estrategia de fusion.

LEVLFQ*GPLGSTNLSDNITSLTVASSSLRDGERTTVKVAFDDKKQKIKAGDTIEVTWPTS

GNVYIQGFNKTIPLNIRGVDVGTLEVTLDKAVETEFNQNIETMHDVSGWGEEFDITVRNVTQ
TTAETSGTTTVKVGNRTAT ITVIKPEAGTGTSSEFYYKTGDMOPNDTERVRWELLINNNEKE
WVANTVTVEDDIQGGQTLDMSSFDITVSGYRNERFVGENALTEFHTTFPNSVITATDNHIT
SVRLDQYDASQNTVNIAYKTKITDFDQKEFANNSKIWYQILYKDQVSGQESNHQVANINA
NGGVDGSRYTSFTVKELLDAATVLEPTTAFIREAVREINQLSDDY ADNQELOAVLANAGY
EALAADTVDOARKAALDKAKAAVAGVQLDEARREAYRTINALSDOHKSDORKVOLALVAARA
KVADAASVDOQVNAATINDAHTAIADITGAALLEAKEAAINELKQYGISDYYVTLINKAK

Ejemplo comparativo 6. Construccion de un clon que expresa la proteina de fusion IES

Un fragmento génico del gen ideE se amplificd por PCR usando los pares de cebadores IdEG1 e IENco. Después de
la amplificacién y la purificacion, el fragmento se digiri6 con BamHI y Ncol. También el fragmento génico de eq5 se
amplificé por PCR usando los pares de cebadores 85Nco y eq5C2. Después de la amplificacion y la purificacion, el
fragmento se digirié con Ncol y Xhol. Ambos fragmentos se ligaron en el vector escindido con BamHI y Xhol pGEX-
6P-1.

SEQ ID NO: 29. La secuencia de nucledtidos de la fusién ideE-eq5 insertada en el vector pGEX-6P-1. Los sitios de
BamHI y Xhol se indican en negrita y las secuencias del vector estan subrayadas.
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CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCGACGATTACCAAAGGAATGCTACGGAA

GCTTATGCCAAAGAAGTACCACATCAGATCACTTCTGTATGGACCAAAGGTGTTACACCA
CTAACACCCGAGCAGTTTCGATATAATAACGAAGATGTGATCCATGCGCCATATCTTGCT
CATCAAGGCTGGTACGATATCACCAAGGCCTTCGATGGGAAGGATAATCTCTTGTGTGGC
GCAGCAACGGCAGGTAATATGCTGCATTGGTGGTTTGATCAARATAAAACAGAGATTGAA
GCCTATTTAAGTARACACCCTGAAAAGCAARAAAATCATTTTTAACAACCAAGAGCTATTT
GATTTGAAAGCTGCTATCGATACCAAGGACAGTCAAACCAATAGTCAGCTTTTTAATTAT
TTTAGAGATAAAGCCTTTCCAAATCTATCAGCACGTCAACTCGGGGTTATGCCTGATCTT
GTTCTAGACATGTTTATCAATGGTTACTACTTAAATGTGTTTARAACACAGTCTACTGAT
GTCAATCGACCTTATCAGGACAAGGACAAACGAGGTGGTATTTTCGATGCTGTTTTCACC
AGAGGAGATCAGACAACGCTCTTGACAGCTCGTCATGATTTAAAARAATAAAGGACTARAAT
GACATCAGCACCATTATCAAGCAAGAACTGACTGAAGGAAGAGCCCTTGCTTTATCACAT
ACCTACGCCAATGTTAGCATTAGCCATGTGATTAACTTGTGGGGAGCTGATTTTAATGCT
GAAGGARACCTTGAGGCCATCTATGTCACAGACTCAGATGCTAATGCGTCTATTGGTATG
AAARARAATATTTTGTCGGCATTAATGCTCATAGACATGTCGCCATTTCTGCCAAGAARATA
GAAGGAGAAAACATTGGCGCTCAAGTATTAGGCTTATTTACGCTTTCCAGTGGCAAGGAC
ATATGGCAGAAACTGAGCCCATGGGAAACGACTACTGCTAGTGCATTTGAARATAATGGG
ACAGGTCAACATCTGAACTGGCACATAGATATTCCACAAGARATATACAGTTGAATTAGGA
GAACCAATTACTATCTCAGATCTTATGAGTCAAATTACGGTTACTCGTAAAGGTAGTAAT
GGGACTGTTAATGATGGAGATACTTTTGACTTTATTTCGAATGGAGATGGTTCAAGAGGA
ATTGATACCCCTGGAGTAAARAATATGGTTTGACTTTTACAATGCTGCGGGTACTTCCTTT
TTAACTGATGAAATGTTAGCTTCGCCTACATATGCTGTACCGGGGGGATCTTATACTATT
ARAGCTTGGGTATTCTATGGGAAAARATGATACCAARAAGCTCTTCACATTTAAACTAARA
AATTCCAACAGCAATAAARACTGAGTTAAGGAAGTCGTTAGAGGAGGCTAAGCTAAARACTC
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AGCCAGCCTGAAGGAACGTATTCTGATGAATCACTGCAAGCCTTGCAATCAGCGGTTACT
ATTGGTAAGACCTATTTAAACAGTGACCCTGATCAAARATACAGTAGATCAATCTGTTACT
ACTATTGATTCCGCTATTACTAGTCTTGTTAATCTTAATGCTTTAAATGARGCTATTAAT
CAAGCTACACCTTTTATAACAGATGGCAAAGAGTATCCTARAGAAGCGTATGACGGTCTT
GTGCAARAGCTTGCAGCGGCAGCTAAGCTTCAARATTCATTTGGTCCTTCACAAGGAGAT
GTTGATAAGGCTGCGACTGATTTAACGCAAGCTCTTACGACGCTTAAGACTGCTGTAGCG
CATGAAGCCTTAGATCAAGCCTTGGCTAAGCTGTTAGAGCTTTACCGAGAARATCCAAAT
CTTGCTTTGACATCAGAGTCTTTGAAGGAATTGTACAATAAGGCCATTGAAGCAGCAGGT
ACCTTCTATAGAACTGTTAACAAGGATAAAGAGAGAAAAGACATTTCCCTTTATGAGCTA
GAGCGCTACACTACAGAAACAAATTCAGTTGTTGATACTATTTTARAGGTAAAGGCTGCG
ATTGCCGAAGAAGGAAAGGCAARAATTGCGTTCTGCTTTAGACCAATTAAATGCTCTTATC
GGAGAARATCTAGACCTATCTCCATATACAGCAGCTTCTGCTCAAGCCTATACAGACCAG
CTAGCTAAGGCTAAGGAGGTCGCAGCAGCGGGTGAGACAGCTTATGCTCAGGAGACAGAA
CCGACAGCTATTACTAACAGCTTGGTTAAGGTGTTAAATGCTAAGAAATCCCTCTCAGAT

GCCAAGGCAGCCTTGGTTGCTAAATAACTCGAGCGGCCGCAT

SEQ ID NO: 30. Proteina de fusién IES. Los aminoacidos subrayados indican la secuencia que se origina a partir del
vector. El * indica un sitio de escision de proteasa tijera. Notese que los aminoacidos en negrita se originan a partir
del trabajo de construccion de la proteina de fusion y que estos aminoacidos podian estar cambiados o incluso
ausentes si se usa otra estrategia de fusion.

Nétese que el aminoacido lle (1) en negrita y cursiva en esta posicion es diferente en comparacion con la secuencia
publicada en http://www.sanger.ac.uk/Projects/S _equi/;

LEVLFQ*GPLGSDDYQRNATEAYAKEVPHQITSVWTKGVTPLTPEQFRYNNEDVIHAPYLA

HOGWYDITKAFDGKDNLLCGAATAGNMLHWWEDONKTEIEAYLSKHPEKQKITFNNQELFE
DLKAATIDTKDSQTNSQLFNYFRDKAFPNLSARQLGVMPDLVLDMEINGY YLNVEFKTQSTD
VNRPYQDKDKRGGIFDAVEFTRGDQTTLLTARHDLKNKGLNDISTITIKQELTEGRALALSH
TYANVSISHVINLWGADFNAEGNLEAIYVTDSDANASIGMEKKY FVGINAHRHVAISAKKI
EGENIGAQVLGLETLSSGKDIWQKLSPWETTTASAFENNGTGOQHLNWHIDIPQEYTVELG
EPITISDLMSQITVIRKGSNGTVNDGDTFDEFISNGDGSRGIDTPGVKIWEDEYNAAGTSE
LTDEMLASPTYAVPGGSYTIKAWVEYGKNDTKKLEFT FELENSNSNKTELRKSLEEAKLEKL
SQPEGTYSDESLQALQSAVT IGKTYLNSDPDONTVDQSVTTIDSAITSLVNLNALNEAIN
QATPFITDGKEY PKEAY DGLVQRKLAAARKLONSFGPSQGDVDKAATDLTQALTTLKTAVA
HEALDQALAKLLELY RENPNLALTSESLKELYNKAIEAAGTEFYRTVNKDKERKDISLYEL

ERYTTETNSVVDTILKVKAAIAEEGKAKLRSALDQLNALIGENLDLSPYTAASAQAYTDQ
LAKAKEVAAAGETAYAQETEPTAITNSLVKVLNAKKSLSDAKAATVAK
Ejemplo comparativo 7. Construccion de un clon que expresa EndoSe
Un fragmento génico del gen endoSe se amplificé por PCR usando los pares de cebadores eq61p1 y eq61p6.
Después de la amplificacion y la purificacion, el fragmento se digiri6 con BamHI y Xhol y se ligé en el vector

escindido con BamHI y Xhol pGEX-6P-1.

SEQ ID NO: 31. La secuencia de nucleotidos del gen endoSe insertada en el vector pGEX-6P-1. Los sitios de
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BamHI y Xhol se indican en negrita y las secuencias del vector estan subrayadas.

CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCGAGGATAAGGTTGTGCARAACTAGTCCA

TCAGTCTCTGCTATTGATGACCTACATTACCTGTCGGAAAACAGTAAARARAGAATTTAAG
GAGGGGTTATCAAAGGCAGGAGAAGTACCTGARRAGCTAAAGGATATTTTATCCAAGGCA
CAGCAGGCAGATAAGCAGGCAAAGGTTCTTGCAGAAATGAAGGTTCCTGAAARARTAGCC
ATGAAGCCTTTAAAGGGGCCTCTTTATGGTGGCTATTTTAGGACTTGGCATGATAARACA
TCAGATCCGGCTGAARAGGATAAGGTTAATTCTATGGGAGAATTGCCTAAGGAGGTTGAC
TTAGCCTTTGTTTTCCATGATTGGACCAAGGATTATAGCTTTTTCTGGCAAGAATTGGCG
ACCAAGCATGTGCCAACGCTGAACAAGCAGGGAACACGTGTGATTCGTACCATTCCATGG
CGGTTCCTTGCAGGCGGTGATCATAGTGGTATTGCTGAAGATACGCAARRATACCCAAAT
ACTCCAGAGGGARATAAGGCCTTGGCAAAGGCTATTGTAGATGAATACGTTTATAAATAT
AATCTTGATGGTTTAGATGTTGATATTGAGCGGGATAGCATTCCAARAGTAAATGGAARR
GAGAGTAACGARAATATTCAGCGCTCTATTGCTGTTTTTGAAGAAATTGGCAAGCTTATT
GGGCCARAGGGCGCTGACAAGTCACGTTTGTTCATTATGGATAGCACCTACATGGCTGAC
ARGARACCCATTGATTGAGCGCGGTGCCCAATATATTGATTTGCTGCTTGTGCAGGTTTAT
GGCACTCAAGGTGAGAAGGGAGATTGGGATCCAGTCGCTAGARAACCTGAARAAGACARATG
GAGGAACGTTGGGAATCGTATAGCAAATACATTCGTCCTGAGCAGTACATGGTTGGTTTT
TCTTTCTATGAGGAATATGCGGGCAGTGGTAACCTCTGGTATGATATTAATGAGAGGARA
GATGATCATAATCCGTTAAATTCAGAGATAGCTGGTACTCGTGCTGAGCGTTATGCAARA
TGGCAGCCTAAGACAGGTGGTGTCAAGGGAGGGATTTTCTCTTATGCGATTGATCGCGAT
GGTGTAGCGCATCAACCTAARAAARGTCTCAGATGATGAGARAARAGARCTAACAAGGCTATA
ARGGATATAACAGATGGTATTGTCARATCAGATTATAAGGTTTCTAAGGCCTTGAAGAAG
GTTATGGAAAATGACAAATCCTATGAGCTGATTGATCAGARAAGATTTTCCAGACAAGGCT
TTGCGAGAAGCAGTTATTGCACAGGTTGGAAGCAGAAGAGGGGATTTAGAGCGGTTCAAT
GGAACCCTGCGCTTAGACAATCCGGATATCAAGAGTTTAGAAGGCCTGAATAAGCTTARA
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ARACTAGCTAAGCTAGAGCTAATCGGTCTATCACARATCACAARGCTGGATAGCTTAGTC
CTACCTGCAAATGCTAAGCCGACCAAGGATACGCTGGCCAATGTTCTTGAAGCCTACGAC
AGCGCTAAGAAGGAAGAGACTAAGGCGATTCCACAGGTGGCTCTGACCATTTCTGGTCTA
ACTGGCTTGAAGGAATTAAATCTTGCTGGCTTTGATCGTGATAGCTTGGCTGGAATTGAC
GCAGCTAGCCTAACCTCTCTTGAAAAGGTGGATCTCTCTAGTAATAAGCTGGACTTAGCA
GCTGGTACGGARARATCGTCAGATTCTTGATACCATGCTGGCAACAGTGACTAAGCATGGC
GGTGTTAGCGARAAAGACGTTTGTATTTGATCATCAARAGCCTACTGGTCTTTATCCTGAT
ACTTATGGCACTAAGAGCCTTCAGTTACCAGTAGCAAATGATACAATTGATTTGCAGGCT
AAGCTTTTATTTGGAACAGTTACCAATCAGGGCACGCTAATCAATAGCGAAGCTGACTAT
ARAGGCTTATCAGGAGCAGGARATAGCAGGTCACCGTTTTGTTGATTCAAGCTATGATTAC
ARAGCCTTTGCAGTGACCTACAAGGACTATAAGATCAAGGTGACTGACTCAACCTTAGGT
GTCACTGATCACAAGGACTTATCCACTAGCAAGGAGGAGACCTACAAGGTTGAATTCTTT
AGCCCTACTAATAGCACTAAGCCTGTGCATGAGGCTAAGGTTGTCGTTGGTGCGGARARA
ACCATGATGGTTAARCCTAGCAGAGGGAGCAACTGTGATTGGTGCGTGATGCAGATCCAACA
AATGCARAARRAAGTGTTTGATGGTTTGCTCAATAATGATACAACAATTCTGTCAACTAGC
AATAARAGCTTCTATCATTTTTGAACTTAAAGAGCCTGGCTTAGTCAAGTATTGGCGTTTC
TTTAATGACAGCAARAATTAGTAAAGCTGACTGTATTAAGGAGGCCAAGCTTGAAGCCTTT
GTTGGCCATCTTGAAGCTGGCTCAAAGGTAAAGGATAGCTTGGAAAAATCATCARAAATGG
GTAACAGTTTCAGATTATTCAGGAGAGGACCAAGAGTTTAGCCAGCCGTTARACAACATT
GGTGCCARAATATTGGAGAATAACAGTTGATACTAAGGGAGGACGTTACAATTGGCCATCA
CTTCCTGAGCTTCAAATCATTGGTTATCAATTACCGGCTGCGGATCTTGTGATGGCARATG
CTAGCTACTGCAGAGGAGCTATCTCAGCAAAAAGACAAGTTCTCTCAAGAGCAGCTTAAG
GAGCTCGAAGTCARAATAGCTGCCTTARAGGCTGCTTTAGATAGTAAGATGTTTAATGCC
GATGCTATTAACGCTAGTACTGCTGATCTGAAGGCTTATGTTGATAAGCTTTTAGCTGAT
AGAACTGATCAGGAARAAGTAGCTARAAGCAGCTAAAGTTGAGCAGCCTGTGGCTACTGAC
ATAARAGAARATACTGAGCCAGAAAATCCAAAGACAGACTAGCTTATCCCTCGAGCGGCC

GCAT

SEQ ID NO: 32. Proteina EndoSe. Los aminoacidos subrayados indican la secuencia que se origina a partir del
vector. El * indica a sitio de escision de proteasa tijera.
Noétese que el aminoacido Y en negrita y cursiva es diferente en esta posicion en comparacion con la secuencia
publicada en http://www.sanger.ac.uk/Projects/S _equi/;

LEVLFQ*GPLGSEDKVVQTSPSVSAIDDLHYLSENSKKEFKEGLSKAGEVPEKLKDILSKA

QOADKQARKVLAEMKVPERKIAMKPLKGPLYGGY FRTWHDKT SDPAEKDKVNSMGELPKEVD

LAFVEFHDWTKDY SEFWQELATKHVPTLNKQGTRVIRT IPWREFLAGGDHSGIAEDTQKY PN
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TPEGNKALAKAIVDEYVYKYNLDGLDVDIERDSIPKVNGKESNENIQRSIAVFEEIGKLI
GPKGADKSRLEIMDSTYMADKNPLIERGAQY IDLLLVQVYGTQGEKGDWDPVARKPEKTM
EERWESY SKY IRPEQYMVGEFSFYEEYAGSGNLWYDINERKDDHNPLNSEITAGTRAERYAK
WOPKTGGVRKGGIFSYAIDRDGVAHQPRKKVSDDEKRTNKATIKDITDGIVKSDY KVSKALKK
VMENDKSYELIDOKDEFPDKALREAVIAQVGSRRGDLERFNGTLRLDNPDIKSLEGLNKLEK
KLAKLELIGLSQITKLDSLVLPANAKPTKDTLANVLEAY DSAKKEETKATIPOVALTISGL
TGLKELNLAGEDRDSLAGIDAASLTSLEKVDLSSNKLDLAAGTENRQILDTMLATVTEKHG
GVSEKTEFVFDHOQKPTGLYPDTYGTKSLQLPVANDT IDLOAKLLEGTVTNQGTLINSEADY
KAYQEQETAGHREVDSSYDYKAFAVIYKDYKIKVTDSTLGVTDHKDLSTSKEETYKVEEFFE
SPTNSTKPVHEARKVVVGAERKTMMVNLAEGATVIGGDADPTNAKKVEDGLLNNDTTILSTS
NEKASITIFELKEPGLVEKYWREEFNDSKISKADCIKEAKLEAFVGHLEAGSKVEDSLEKSSKW
VITVSDYSGEDQEFSQPLNNIGAKYWRITVDTKGGRYNWPSLPELOIIGYQLPAADLVMAM
LATAEELSQOKDKESQEQLKELEVKIAALKAALDSKMENADAINASTADLKAY VDEKLLAD
RTDOQERKVARKAARKVEQPVATDIKENTEPENPKTD

Ejemplo comparativo 8. Construccién de un clon que expresa la proteina de fusion CPCE

Esta construccion de fusién génica esta compuesta por cinco fragmentos génicos de S. equi diferentes (cne, eq54,
eq36, eq42 y eag). El fragmento génico de eq54 se amplificd por PCR usando los pares de cebadores 54Sac y
54Xbal. Después de la amplificacién y la purificacion, el fragmento se digirié con Sacl y Xbal. El fragmento eq36-
eg42 se obtuvo mediante PCR usando los pares de cebadores eqc11 y ScSac con el ADN de la construccion CCE
como modelo. Después de la amplificacion y la purificacion, el fragmento se digirié con Sacl y Xbal. Los dos
fragmentos de ADN escindidos se ligaron en la construccion CNEEAG escindida previamente con Sacl, generando
un clon que alberga los fragmentos génicos en el siguiente orden cne-eq54-eq36-eq42-eag.

SEQ ID NO: 33. Que muestra la secuencia de nucleétidos del fragmento de fusién génico de cne-eq54-eq36-eq42-

eag insertada en el vector pGEX-6P-1. Los sitios de BamHI y Xhol se indican en negrita y las secuencias del vector
estan subrayadas.

CTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCACTAATCTTAGTGACAACATCACATCA

TTGACGGTTGCTTCTTCATCACTCCGAGATGGAGAGAGAACGACGGTARAAGGTTGCGTTT
GATGACAAAAANCAGAAAATCAAGGCAGGGGATACGATAGAGGTCACCTGGCCTACAAGT
GGTAATGTCTACATTCAGGGCTTTAATAAAACCATACCGCTTAATATTAGAGGGGTAGAT
GTTGGTACCTTGGAGGTCACGCTAGACAAGGCTGTTTTCACATTCAATCARAATATTGAA
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ACAATGCATGATGTCTCTGGTTGGGGAGAGTTTGATATTACTGTTAGARATGTGACACAA
ACCACCGCTGAAACATCAGGAACGACCACAGTARAAGGTAGGCAATCGCACTGCTACTATC
ACTGTTACTAAGCCTGAGGCAGGCACTGGTACCAGCTCATTTTATTATAAGACTGGTGAT
ATGCAGCCCAATGATACTGAGCGTGTGAGATGGTTCCTGCTGATTAACAACAACARAGGAA
TGGGTGGCCAATACTGTTACAGTCGAAGACGATATTCAAGGTGGTCARAACCTTGGATATG
AGCAGCTTTGACATCACCGTATCTGGTTATCGTAACGAGCGCTTCGTTGGGGAAAACGCT
CTGACAGAGTTTCATACAACATTTCCAAATTCTGTCATTACGGCAACAGATAATCACATT
AGTGTGCGGTTAGATCAATATGATGCCTCACAAAACACTGTCAARCATTGCTTATAAGACA
ARGATARCGGACTTTGACCAAARAGAATTTGCCAACARCAGTARARATCTGGTACCAGATT
TTATACAAGGATCAGGTATCGGGTCAAGAGTCAAACCACCAAGTAGCCAATATCAATGCT
AMACGGCGGGGTTGATGGCAGTCGCTATACCAGCTTTACTGTCAAGGAGCTCGATACAGCA
AGCTATACCATCACTGTTGAGGGAGCTACAGCAGGTCACACCTATGAGGCTTATCAGATT
TTCAAGGGTGACTTGTTTGACAGTACCCTATCAAACATCACATGGGGAGGTGGTGTTACA
CCTTTTGAATTTGATGGTTCAAARGACGCTGCTAAGATTGCAGAGGGATTGAAGGAAGCA
AATGCAGCTGCCTTTGCCAAGGAAGCAGGTAAGCACTTGACAGCAACCATTGCAGGAACA
GGAACACATGCAATCACCGTTAACGAGGCTGGCTACTACCTCATCAAGGACAARARATGAT
TCTCAAACAGGCAAGCATGACGCCTACACCTCATTTGTCCTGAAGGTTGTTARARRCACC
AGCTTCAAACCAARAATCTGCTATCCCAACAGTCCTTAARAAGGTCAAGGACCGTAATGAC
AAGACAGGTCTTGAGACAGGCTGGCAAGATTCAGCTGACTATGACARARAATGACAAGGTG
CCATTCCAGCTAACCGCAACCCTACCGTCARATTACGATGCCTTTCAAGAATACTACCTT
GAATTTGTAGATACCTTATCAAARGGGCTAAGCTACARCAAAGACGCCAAGGTCTATGTG
GTTAATGGAGATACTCGTCAAGATATTACTAATTCATTTACAGTTAGTGAAGATGGTTCA
TCTTTTAAAATCAATAACCTAAAGGCTGTTCAGGGAGTAACAATAACAGCTACCAGTAAG
ATCGTTGTCGAATACACTGCTACCCTCAATGACCARAGCGGCCATCGGCAARRARGGARAT
CCAAACGAAGTTGCTTTGAAATACTCARACGATCCAAACGCTCTTGGAAAAGGAGAGGAG
TCTCCAAAAGGGGAGACACCAAARGACAAGGTTATCGTTTTCACCTATAAARACTTCTAGA
TTATCTGGTCCGCCAGGATACCCACTTACTCGTGATTTCTCCCGTAACTTCCTAGAAGAA
AATACTGCAAAATATTTAGATCAATTAAGAGAACATCTACAGCACAGATTTAGTGAACTT
GAGAGCTTAACAAGAAARTTAGAGARAGAAGGCGGTACCCGAGGTCCACTGCAGGACCAG
CCAGCAGCACTAAAATATCCAGAACCTAGAGACTATTTTCTTCATACTCGTGAAGGTGAT
GITTATTTATGATGAGGATATAAARAGATATTTTGAGGATTTAGAAGCCTATTTAACAGCT
AGACTTGGTGGGATTGATAARAAAGTAGAAGAAGCTGCCCARAARGCCAGAGCTCTTAGAC
GCAGCAACAGTGTTAGAGCCTACAACAGCCTTCATTAGAGAAGCTGTTAGGGARATCAAT
CAGCTGAGTGATGACTACGCTGACAATCAAGAGCTTCAGGCTGTTCTTGCTAATGCTGGA
GTTGAGGCACTTGCTGCAGATACTGTTGATCAGGCTAARAGCAGCTCTTGACARAGCARRG

GCAGCTGTTGCTGGTGTTCAGCTTGATGAAGCARGACGTGAGGCTTACAGAACAATCAAT
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GCCTTAAGTGATCAGCACAAAAGCGATCAAAAGGTTCAGCTAGCTCTAGTTGCTGCAGCA
GCTAAGGTGGCAGATGCTGCTTCAGTTGATCAAGTGAATGCAGCCATTAATGATGCTCAT
ACAGCTATTGCGGACATTACAGGAGCAGCCTTGTTGGAGGCTAAAGAAGCTGCTATCAAT
GAACTARAGCAGTATGGCATTAGTGATTACTATGTGACCTTAATCAACAAAGCCARATAA
CTCGAGCGGCCGCAT

SEQ ID NO: 34. Proteina de fusion CPCE. Los aminoacidos subrayados indican la secuencia que se origina a partir
del vector. El * indica un sitio de escision de proteasa tijera. Nétese que los aminoacidos en negrita se originan a
partir del trabajo de construccion de la proteina de fusion y que estos aminoacidos podian estar cambiados o incluso
ausentes si se usa ofra estrategia de fusion.

LEVLFQ*GPLGSTNLSDNITSLTVASSSLRDGERTTVKVAFDDKKQKIKAGDTIEVTWPTS

GNVYIQGFNKTIPLNIRGVDVGTLEVTLDKAVETEFNQNIETMHDVSGWGEFDITVRNVTQ
TTAETSGTTTVKVGNRTAT ITVIKPEAGTGTSSEFYYKTGDMOPNDTERVRWELLINNNEKE
WVANTVTVEDDIQGGQTLDMSSEFDITVSGY RNERFVGENALTEFHTTEFPNSVITATDNHI
SVRLDQYDASONTVNIAYKTKITDFDOREFANNSKIWYQILYKDOVSGOESNHQVANINA
NGGVDGSRYTSFTVKELDTASYTITVEGATAGHTYEAYQIFKGDLFDSTLSNITWGGGVT
PFEFDGSKDAAKIAEGLKEANAAAFARKEAGKHLTATIAGTGTHAITVNEAGYYLIKDKND
SQTGKHDAY TSEVLRKVVKNTSFRKPKSAIPTVLKKVKDRNDKTGLETGWQDSADY DKNDKV
PFQLTATLPSNYDAFQEYYLEFVDTLSKGLSYNKDARKVYVVNGDTRQDITNSEFTVSEDGS
SFRKINNLKAVQGVTITATSKIVVEYTATLNDQAAIGKKGNPNEVALKY SNDPNALGKGEE
SPRKGETPKDKVIVFTYKTSRLSGPPGYPLTRDESRNFLEENTAKYLDQLREHLOQHREFSEL
ESLTRKLEKEGGTRGPLQDOPAALKYPEPRDY FLHTREGDVIYDEDIKRYFEDLEAYLTA
RLGGIDKKVEEAAQKPELLDAATVLEPTTAFIREAVREINQLSDDYADNQELQAVLANAG
VEALAADTVDOAKAALDKAKAAVAGVOLDEARREAY RT INALSDOHKSDORKVOLALVARAA
ARVADAASVDOVNAAINDAHTAIADITGAALLEAKEAAINELKQYGISDYYVTLINKAK

Ejemplo 9. Purificacion de proteinas recombinantes

El vector pGEX-6P-1 usado es una parte de un sistema de expresién y purificacién en E. coli llamado sistema de
afinidad de GST-glutation (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). En resumen, siguiendo las instrucciones del fabricante
los clones que codifican proteinas recombinantes se cultivaron a 37 °C en medio caldo Luria Bertani suplementado
con ampicilina (conc. final 50 pg/ml). A una densidad éptica (DOsoo) ~ 0,6, el medio de cultivo se suplementé con
IPTG (conc. final 0,2 mM) y la temperatura de cultivo se cambié a 15 °C. Después de la incubacion durante una
noche las células de E. coli se recogieron y se resuspendieron en una solucion salina tamponada con fosfato PBS
[NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1,4 mM (pH 7,4)] suplementada con TWEEN 20, conc. final
0,1 % (v/v) (PBST) y se afiadio lisozima (conc. final 50 ng/ml) tras lo cual las células se lisaron mediante congelacién
y descongelacion. Después del centrifugado, el sobrenadante se filtré de forma estéril y se purificd por lotes con
perlas de Glutatiéon-Sepharose™. Después de un lavado exhaustivo usando PBST, la proteina de fusion se trato con
proteasa tijera para liberar las proteinas recombinantes. Las muestras eluidas que contienen los antigenos se
dializaron contra PBS y se concentraron. Finalmente, las cantidades de antigenos obtenidos se determinaron
usando un espectrofotometro y la calidad se analiz6 mediante SDS-PAGE (realizada en condiciones reductoras) tras
lo cual los geles se tifieron con azul brillante de coomassie. Las proteinas se almacenaron finalmente a -20 °C. Debe
sefialarse que cada proteina producida en este sistema (las SEQ ID NO: 22, 24, 26, 28, 30, 32 y 34) contiene cinco
aminoacidos N-terminales adicionales, Gly-Pro-Leu-Gly-Ser, que proceden del vector. El extremo C-terminal de cada
proteina es tal como se indica, dado que se afadié un codon de terminacion a la secuencia del cebador.

Otro sistema de expresion y purificacién en E. coli usado fue el sistema IMPACT de New England Biolabs. El uso de
este sistema para producir proteinas recombinantes de S. equi se ha descrito previamente (por ejemplo Ref. 14).
Debe sefialarse que cada proteina producida en este sistema (las SEQ ID NO: 38 y 42) contiene cinco aminoacidos
adicionales, una Met en la parte N-terminal y cuatro Leu-Glu-Pro-Gly en la C-terminal, que proceden del vector.
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Ejemplo 10. Formulacion de vacunas Strangvacc para inmunizaciones de caballos

Las proteinas recombinantes descritas en los ejemplos se mezclaron después de la purificacion (Ejemplo 9) en las
siguientes combinaciones.

Strangvacc 1.

Esta combinacion de siete proteinas recombinantes (llamada previamente Septavacc) consiste en proteinas
(fragmentos de) EAG, CNE, SclC, IdeE, IdeE2, SEQ0256 (Eq5), SEQ0402 (Eq8) y se ha descrito previamente en el
documento WO 2009/075646 (A1) y las Ref. 13y 14.

Strangvacc 2.

Esta combinacion consiste en cuatro proteinas recombinantes IdeE2, IdeE, Eq85 y CCE de las cuales dos son
proteinas de fusién (Eq85 y CCE).

Strangvacc 3/4.

Esta combinacion consiste en tres proteinas recombinantes IdeE, Eq85 y CCE de las cuales dos son proteinas de
fusion (Eq85 y CCE).

Strangvacc 5.

Esta combinacion consiste en tres proteinas recombinantes CNEEAG, |IE5 y EndoSe de las cuales dos son
proteinas de fusion (CNEEAG e IE5).

Strangvacc 7.

Esta combinacion consiste en dos proteinas de fusién recombinantes CPCE e IE5.

Strangvacc 8.

Esta combinacion consiste en tres proteinas recombinantes CPCE, IE5 y EndoSe de las cuales dos son proteinas de
fusion (CPCE e IE5).

Cada una de las vacunas Strangvacc (1-8) se formuld, en resumen, de la siguiente manera:

Para inmunizacidon subcutanea, cada dosis contenia 75 ng de cada proteina mezclada con 375 pg/dosis del
adyuvante Matrix C. (Excepto para Strangvacc 1 donde cada dosis contenia 50 ug de cada proteina). El volumen de
la dosis fue de 2 ml que se inyectaron por via subcutanea 1 ml + 1 ml cerca de los ganglios linfaticos retrofaringeos
en cada lado.

Para inmunizacién intranasal, cada dosis contenia 225 pg de cada proteina mezclados con 500 pg/dosis del
adyuvante Matrix Q. (Excepto para Strangvacc 1 donde cada dosis contenia 150 ug de cada proteina). El volumen
de la dosis fue de 4 ml que se inyectaron por via intranasal 2 ml+2 ml en cada ollar.

Para inmunizacién intramuscular cada dosis contenia 300 ng de cada proteina mezclados con 375 pg/dosis del
adyuvante Matrix C. Volumen de la dosis 2 ml que se inyectaron en una ubicacién intramuscular.

Para ajustar los volumenes en la preparacion Strangvacc respectiva, se usé PBS. En las muestras de placebo, las
proteinas recombinantes se omitieron. Matrix C y Q se obtuvieron de Isconova AB, Uppsala, Suecia.

Los caballos se vacunaron tres veces. El tiempo entre la primera y la segunda vacunacién fue de siete semanas. El
tiempo entre la segunda y la tercera vacunacion fue de dos semanas y los caballos fueron provocados dos semanas
después de la ultima vacunacion.

Ejemplo 11. Estudios de inmunizacién y provocacién en caballos

Estudio |. Este estudio de vacunacion y provocacion se realizé en el Animal Health Trust, Lanwades Park, Kentford,
Newmarket, Suffolk, CB8 7UU, Reino Unido, patrocinado por Intervacc AB, Suecia (identificacién del estudio
B009/001). El Estudio Il (identificacién del estudio B009/002) también se realizé en la misma ubicacion. El objetivo
de estos estudios era determinar el nivel de proteccion otorgada por la vacunacién con variantes de la nueva vacuna
de subunidad multicomponente de Intervacc, después de provocacion intranasal con la cepa de S. equi de tipo
silvestre 4047 en ponis Welsh Mountain.

23



10

15

20

25

30

35

40

ES2948841 T3

En resumen, todos los procedimientos para la inmunizacion, la infeccion experimental y la evaluacion clinica de los
caballos fueron tal como se describe en PLoS Path, Guss et al. (2009), Ref. 14, y el documento WO 2009/075646
A1. Sin embargo, el Estudio Il se amplié para incluir también un grupo independiente de caballos (grupo 6) que
fueron vacunados solamente por via intramuscular (tres vacunaciones). En resumen, en los estudios de vacunacion
y provocacion, se monitorizaron varios parametros, tales como sintomas clinicos, temperatura rectal, observaciones
en el sitio de inyeccidon, e hinchazén de los ganglios linfaticos etc. El numero de bacterias de S. equi y S.
zooepidemicus también se monitorizaron. Ademas, también se extrajeron muestras de sangre y se usaron para
determinar, por ejemplo, los niveles de los neutrdfilos y del fibrindgeno y la respuesta de anticuerpos contra
antigenos presentes en la vacuna respectiva. Después de la finalizacion de los estudios de vacunacion/provocacion,
los caballos se sacrificaron y se realizaron examenes post mortem (PM).

Tabla 3: Grupos de vacunacion. IN significa inmunizacién intranasal. SC significa inmunizacion subcutanea. Matrix
es un adyuvante de Isconova AB, Uppsala, Suecia.

Estudio |
Grupo Vacuna ID del chip del poni Via PM
. 2691, 2695, 2703,
1 Strangvacc 2 + Matrix 2711, 2717, 2811 IN + SC 17
. 2849, 2900, 2901,
2 Strangvacc 3/4 + Matrix 2930, 3028, 3060 IN + SC 21
3156, 3250, 3693,
3 Placebo + adyuvantes 3736, 3844, 9624 IN + SC 48
Estudio Il
Grupo Vacuna ID del chip del poni Via PM
1 Strangvac 3/4 + Matrix 027, 0594, 04810504, | |\ + s 2
. 1567, 2226, 2259 2277,
2 Strangvacc 5 + Matrix 2417, 2749 IN + SC 21
. 2227, 2633, 2775 3305,
3 Strangvacc 7 + Matrix 3329, 3611 IN +SC 18
. 2720, 3062, 3680 3773,
4 Strangvacc 8 + Matrix 3942 3954 IN +SC 26
5 Placebo + Matrix 5839, 9893, 4069 9170, 1 1N+ sC 38
. 3596, 3730, 3762 2799,
6 Strangvacc 8 + Matrix 2091, 9240 9807 Intramuscular 28

PM= valor medio a partir de la puntuacion de patologia, seguin se tomé en el examen post mortem.
Ejemplo 12.

Se vacunaron ponis Welsh Mountain con Strangvacc 2 (n=6), Strangvacc 3/4 (n=6) y placebo (n=6) en el Estudio I.
En el Estudio Il, los ponis se vacunaron con Strangvacc 3/4 (n=5), Strangvacc 5 (n=6), Strangvacc 7 (n=6),
Strangvacc 8 (n=6) y placebo (n=5). Los ponis a los que se administré placebo sirven como controles y se les
administré adyuvante solamente. Las inmunizaciones se realizaron en tres ocasiones por via intranasal y por via
subcutanea en ambos lados. Todos los ponis se infectaron de forma experimental con S. equi para causar adenitis
equina. Los ponis se sometieron a examenes clinicos a diario y se monitorizaron las temperaturas rectales. La
pirexia es un signo tipico de la adenitis equina y se correlaciona muy bien con los parametros inflamatorios, tales
como nivel de fibrindbgeno y recuentos de neutrdfilos elevados en la sangre. Todos los procedimientos para la
inmunizacion, la infeccion experimental y la evaluacion clinica de los caballos fueron tal como se describe en PLoS
Path, Guss et al. (2009).

La figura 1 (figuras 1A-C) incluye 8 paneles, que muestran, cada uno, la temperatura de ponis individuales para cada
grupo vacunado, tal como se indica en la parte superior de cada panel. Queda claro a partir de los gréaficos que las
diferentes formulaciones dan como resultado diferentes niveles de proteccién. Como ejemplo, la vacunaciéon con
Strangvacc 3/4 da como resultado solamente uno de once ponis (Estudios | y Il combinados) con pirexia patoldgica,
definida como temperatura que supera los 39 °C. Strangvacc 8, por otro lado, aunque protectora, da como resultado
3-4 de seis ponis con pirexia.

Ejemplo 13.
Ponis vacunados tal como se describe para el ejemplo 12 anteriormente se sometieron a analisis post mortem en el

criterio de valoracion de los experimentos. El criterio de valoracion se define como pirexia durante 3 dias, signos
clinicos obvios de infeccion con sufrimiento o al final del estudio (dia 21 en el Estudio | o dia 25 en el Estudio Il). Se

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2948841 T3

uso un sistema de puntuacion para diversas observaciones post mortem, tal como se describe en PLoS Path, Guss
et al (2009), Ref 14. La puntuacion afadida se muestra en la figura 2 donde cada punto representa un poni
individual. De los once ponis vacunados con Strangvacc 3/4 solamente tres presentaban una puntuacion alta
patolégica. La puntuacién mas elevada (46) es el mismo individuo que aquel con pirexia. Strangvacc 8 dio como
resultado dos ponis completamente protegidos y uno intermedio, basandose en la puntuacién post mortem. Usando
un andlisis estadistico de Mann Whitney de los grupos en comparacién con los grupos de placebo combinados (n =
11), se obtuvieron los siguientes valores de p: Strangvacc 2, 0,0019; Strangvacc 3/4, 0,00027; Strangvacc 5, 0,0048;
Strangvacc 7, 0,00064; Strangvacc 8, 0,078. Se descubrié una buena correlacion entre parametros tales como
tiempo hasta pirexia y puntuacién post mortem; se descubrié un tiempo hasta la pirexia corto en los ponis con alta
puntuacion post mortem. Tal como es obvio a partir del grafico, diferentes combinaciones de proteinas de fusiéon en
las vacunas dan como resultado un nivel de proteccién diferente.

Ejemplo 14.

Se determinaron las respuestas de anticuerpos en los ponis vacunados tal como se describe en PLoS Path, Guss et
al (2009), Ref. 14. En resumen, se uso un ensayo ELISA convencional donde se diluyeron en series de dos veces
muestras de suero. Se determinaron para cada muestra los valores logaritmicos de la diluciéon necesarios para dar
un valor de absorbancia de 1,0. Se analizaron sueros de ponis inmunizados en un estudio previo donde se usé una
vacuna, Septavacc (también: llamada Strangvacc 1). Strangvacc 1 contiene siete proteinas recombinantes como
proteinas Unicas. También se analizaron sueros de ponis vacunados con diversas proteinas de fusién.

Todos los ponis vacunados con cualquiera de las vacunas Strangvacc respondieron inmunoldgicamente. Este es el
caso tanto para Strangvacc 1, donde los antigenos son antigenos Unicos, como para las otras vacunas Strangvacc
con proteinas de fusion.

En ningln caso una proteina de fusiéon dio como resultado que una proteina incluida se volviera no inmundégena,
debido a un plegamiento o exposicion al sistema inmunitario desfavorable.

La figura 3 muestra en cambio que la inmunogenicidad, en algunos casos, se potencia significativamente usando
proteinas de fusion. El panel superior en la figura 3 muestra que los anticuerpos en los ponis vacunados con
Strangvacc 2 y Strangvacc 3/4 tienen anticuerpos anti CNE significativamente (p = 0,04) mejores que los ponis
vacunados con Strangvacc 1. En Strangvacc 2 y 3/4 CNE esta incluida en la misma fusién que EAG. En Strangvacc
1, CNE esta incluida como una proteina unica. Analogamente, el panel inferior en la figura 3 muestra que los
anticuerpos contra Eq5 (= SEQ0256) son significativamente mas elevados (p = 0,0008) en los ponis vacunados con
proteinas de fusiéon que con Eq5 como proteina unica.

Ejemplo comparativo 15. Vacunacion intramuscular usando Strangvacc 8.

La vacunacién intramuscular usando Strangvacc 8 (grupo 6 en el estudio IlI) dio como resultado un nivel de
proteccién similar al grupo 4 en el estudio Il

Ejemplo comparativo 16. Construccion de clones que expresan fragmentos de las proteinas Eq54 y Eq27 que se
usaran como antigenos recombinantes en la vacunacion de ratones contra la infeccion por S. equi

Un fragmento génico del gen eq54 se amplificé por PCR usando los pares de cebadores Eq54F y Eq54R. Después
de la amplificacion y la purificacion el fragmento se digirid con Ncol y Xhol y se ligé en el vector escindido con Ncol y
Xhol pTYB4, obtenido de New England Biolabs Inc., Estados Unidos (NEB).

Tabla 4. Cebadores usados para clonar el fragmento génico de eq54

SEQ ID 35. Eq54F 5'-gcatccatggatacagcaagctatacca-3'

SEQ ID 36. Eq54R 3'-caattattttttcccagataggagctcagct-5'

SEQ ID NO: 37. La secuencia de nucledtidos del gen eq54 insertada en el vector pTYB4. Los sitios de Ncol y Xhol
se indican en negrita y las secuencias del vector estan subrayadas.

CCATGGATACAGCAAGCTATACCATCACTGTTGAGGGAGCTACAGCAGGTCACACC

TATGAGGCTTATCAGATTTTCAAGGGTGACTTGTTTGACAGTACCCTATCAAACATCACA
TGGGGAGGTGGTGTTACACCTTTTGAATTTGATGGTTCAAAAGACGCTGCTAAGATTGCA
GAGGGATTGAAGGAAGCAAATGCAGCTGCCTTTGCCAAGGAAGCAGGTAAGCACTTGACA
GCAACCATTGCAGGAACAGGAACACATGCAATCACCGTTAACGAGGCTGGCTACTACCTC
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ATCAAGGACRAAARAATGATTCTCAAACAGGCAAGCATGACGCCTACACCTCATTTGTCCTG
AAGGTTGTTAAARACACCAGCTTCAAACCAAAATCTGCTATCCCAARCAGTCCTTAARAAAG
GTCAAGGACCGTAATGACAAGACAGGTCTTGAGACAGGCTGGCAAGATTCAGCTGACTAT
GACAAARAATGACAAGGTGCCATTCCAGCTAACCGCAACCCTACCGTCAARATTACGATGCC
TTTCAAGAATACTACCTTGAATTTGTAGATACCTTATCAARAGGGCTAAGCTACAACARA
GACGCCAAGGTCTATGTGGTTAATGGAGATACTCGTCAAGATATTACTAATTCATTTACA
GTTAGTGAAGATGGTTCATCTTTTAAAATCAATARCCTAAAGGCTGTTCAGGGAGTAACA
ATAACAGCTACCAGTAAGATCGTTGTCGAATACACTGCTACCCTCAATGACCAAGCGGCC
ATCGGCAAARRMGGAAATCCAAACGAAGTTGCTTTGAAATACTCAARCGATCCAAACGCT
CTTGGAAAAGGAGAGGAGTCTCCAAAAGGCGGAGACACCAAAAGACAAGGTTATCGTTTTC
ACCTATAAAACTATCATCAATAAGGTTGATCAAGATCAARAAGCCCTAARAGGTGCAGGC
TTTACCCTTTATAAGCTGGTCAAAGGTGATAATGGCGAGGAAARATATCARATAGTCCAA
GAAATTAAAGCAGGGGATACAACTAGCTTTGAGTTTGTTGGACTTGACGCTGGTGATTAC
ARGCTCAGCGAAACAACAACACCTGGCGGTTACAACACTATTGCAGATGTCATGTTCAGC
ATTGTAGCGCAGCATGAAACCGAGTCAGACGATCCTCAGTTGACTAGCCTAACCGTTGAC
AAAGCAACTGGCTTCACTGCTGATACAGAAGCTGGTACCGTATCCGCAACTATTGTTAAT
ARRAGGTCTATCCTCGAGCCCGGGTGC

SEQ ID NOQO: 38. Proteina Eq54 expresada usando el sistema IMPACT™ (NEB). Nétese que el aminoacido N-
terminal Met y los cuatro aminoacidos C-terminales Leu-Glu-Pro-Gly se originan en el vector.

MDTASYTITVEGATAGHTYEAYQIFKGDLEDSTLSNITWGGGVTPFEFDGSKDAAKTIAEG
LKEANAAAFAKEAGKHLTATIAGTGTHAITVNEAGY YLIKDKNDSQTGKHDAY TSEVLKV
VENTSFRKPKSAIPTVLEKKVKEKDRNDKTGLETGWQDSADY DKNDKVPFQLTATLPSNYDAFQ
EYYLEFVDTLSKGLSYNKDAKVYVVNGDTRODITNSFTVSEDGSSFRINNLKAVQGVTIT
ATSKIVVEYTATLNDQAATGKKGNPNEVALKY SNDPNALGKGEESPRKGETPKDRKVIVETY
KTIINKVDODOQKALKGAGFTLY KLVEGDNGEERYQIVOEIKAGDTTSFEFVGLDAGDYKL
SETTTPGGYNTIADVMESIVAQHETESDDPQLT SLTVDKATGFTADTEAGTVSATIVNKR
SILEPG

El sistema IMPACT también se usé para clonar y expresar un fragmento de la proteina Eq27. Un fragmento génico
del gen eq27 se amplificé por PCR usando los pares de cebadores Eqp271 y Eqp272. Después de la amplificacion y
la purificacion, el fragmento se digiri6 con Ncol y Xhol y se ligd en el vector escindido con Ncol y Xhol pTYB4,
obtenido de New England Biolabs Inc., Estados Unidos (NEB)

Tabla 5. Cebadores (5'-3') usados para clonar el fragmento génico de eq27.

SEQ ID NO: 39. Eqp271: gcagccatggagagtctgacgagtgttga

SEQ ID NO: 40. Eqp272: TCACCTCGAGTCCTAGCTCACCGTCATAAGC

SEQ ID NO: 41. La secuencia de nucleétidos del gen eq27 insertada en el vector pTYB4. Los sitios de Ncol y Xhol
se indican en negrita y las secuencias del vector estan subrayadas.
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CCATGGAGAGTCTGACGAGTGTTGAGCCTGCTGATGGTGCGGTCATGGTCAAGTCAGAGG
CTGCTGACCAAGGCTCARATGAGCTACCAGAAGCTACTGACATTAGTGATATTGCTGGTA
TTTCTGATGTGACTAAGGTGTCAGCTGCTGTCAATGCTGATACTGTCAAGGAAGTTCAGC
CAGTAGCTGTACCTCTTGTAGAGGATCAGGCGCATGAGGAAACTACAGACCAGTCTCAGC
CTTCATCATCGATAGTGTCTGTTACGACAGACAGCTCTCTAGAGACACCAGAAGCTACAA
GCTCAGAGGAGCCGATAGCGGAGCAGACCTTGCGGCTGCATTTCAAGACCCTGCCAGCTC
AAGACCTATCCTCGCTTGGTCTTTGGGTGTGGGACGATGTTGAGACACCATCTGATCAGC
TGGGAGGCTGGCCGACTGGGGCTACCAATTTTAGTCTAGCGAAGACAGATGACTATGGCT
ATTACATGGACGTTAAGCTTTCAGCCAATCAAGCCAATAAGGTTAGCTTTTTGATCAATA
ACACTAAGGGAGACAATCTGACGGGCGATCGAACCATAGACCTTCTCAGCCCTAAGATGA
ATGAGGTCTGGATTGATGGCCAGGAGCTGTCTTACTATCGGCCGCTGGCTCAGGGCTATA
TCCGTATCAATTATTATCGCAGTGATGGCCATTATGACAACAAATCGCTCTGGCTTTGGG
GAAGTGCTGATGCGTCAATGACTAGTCAGCAGGGCGCTTGGCCAGATGGTATTGATTTTA
AGCAGGTCGGTCGATATGGTGCTTATATAGATGTCAAGCTAGCTGATACCARATGAGCTAG
GCTTTCTCTTGCTAGATGAGCGTCAGACAGGCTGACGCTGTTAAAATTCAGCCCAATGATT
ATATTTTTAAAGATTTAAAGAATCACACCCAAATTTTCTTGAARAGACGAGGATCCAACCA
TTTATACGAACCCTTATTTTGTTAATACAGTTAGATTAATCGGTGCTCAGCAGGTCAGCC
CRAAGCAGTATTGAGGCGAGCTTTACGACTCTAGCAGATGTGGATAAGGARAGCCTTTTAA
AAGAATTAARAATCAGCACTGACAGTAAGGAAGCAGTTGCTATTACTGATATCACCTTAG
ATGARAAGACTCATAAGGCTGTCATCACAGGTGATTTTAGTCAAGCAGTGGCCACTTATA
CGGTGACCTTTCATCATGAGAGCTTCCAGGCTAGGCCAAATTGGCAATACAAGGATAGCC

TGTATGCTTATGACGGTGAGCTAGGACTCGAGCCCGGGTGC

SEQ ID NO: 42. Fragmento de la proteina Eq27 expresado usando el sistema IMPACT™ (NEB). Nétese que el
aminoacido N-terminal Met y los cuatro aminoacidos C-terminales Leu-Glu-Pro-Gly se originan en el vector.

MESLTSVEPADGAVMVKSEAARDQGSNELPEATDISDIAGISDVTKVSAAVNADTVEEVQP
VAVPLVEDQAHEETTDQSQPSSSIVSVITDSSLETPEATSSEEPTAEQTLRLHFKTLPAQ
DLSSLGLWVWDDVETPSDOQLGGWPTGATNEFSLAKTDDYGY YMDVKLSANQANKVSEFLINN
TKGDNLTGDRTIDLLSPKMNEVWIDGQELSYYRPLAQGYIRINYYRSDGHYDNKSLWLWG
SADASMTSQQGAWPDGIDFKQVGRYGAY IDVKLADTNELGFLLLDERQTGDAVKIQPNDY
IFKDLENHTQIFLKDEDPTIYTNPY FVNTVRLIGAQQVSPSSIEASFTTLADVDKESLLEK
ELKISTDSKEAVAITDITLDERKTHKAVITGDEFSQAVATYTVTFHHESFQARPNWQYKDSL
YAYDGELGLEPG

Vacunacion intranasal con Eq 54 y Eq27 seguida por la provocaciéon con Streptococcus equi

Ejemplo comparativo 17. Inmunizacion de ratones con Eq54 y Eq27
Se guardaron ratones (NMRI) que pesaban aproximadamente 23-25 g en jaulas de cinco animales en cada una. Los

ratones se inmunizaron por via intranasal con 12 microgramos de cada antigeno y 10 microgramos de Abisco 300
(Isconova AB, Suecia). Diez animales se inmunizaron con Eg54, 10 animales se inmunizaron con Eq27 y a 10 se les
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administré adyuvante Abisco 300 solamente para servir como control negativo. Las inmunizaciones se administraron
los dias 0, 31 y 45.

Ejemplo comparativo 18. Infeccidon experimental con Streptococcus equi

Se administré infeccion experimental el dia 52 (7 dias después de la ultima vez de inmunizacion). Se usoé la cepa de
S. equi 1866 de un caso clinico de adenitis equina. La cepa se hizo pasar en primer lugar a través de un animal
inoculando aproximadamente 10® UFC en las narinas de un raton anestesiado. Las bacterias se recuperaron
después de 7 dias del hocico del ratén y se cultivaron en placas BG (placas de agar que contenian sangre de oveja
al 5 % violeta de genciana al 0,01 %) a 37 °C en COz2 al 5 %. Una unica colonia se cultivé en placas BG durante una
noche a 37 °C y se resuspendié en caldo Todd Hewitt (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) (THB) con
extracto de levadura (THY) al 1 %. Las bacterias se mantuvieron a -80 °C en viales y se usé un nuevo vial para cada
experimento. Para infectar ratones, se cultivaron bacterias en placas BG a 37 °C en CO2 al 5 % durante una noche,
seguido por inoculaciéon en THB suplementado con extracto de levadura (THY) al 1 %, y se cultivaron sin agitacién
durante una noche. El cultivo se diluy6é a continuacion 10 veces en THY y suero de caballo al 10 % (Sigma) y se
cultivaron durante 4 horas a 37 °C en CO:2 al 5 %. El cultivo se centrifugd y se resuspendié en THB. Una dosis que
contenia 1x10% UFC en 10 ul se uso para todas las infecciones de ratones por S. equi. Se realizd un seguimiento de
los animales diariamente. El crecimiento nasal bacteriano se puntué en una escala de cuatro grados de 0 a +++
presionando suavemente el hocico del animal sobre una placa BG de manera reproducible. La muestra nasal se
extendioé a continuacion sobre toda la superficie de la placa. Un + significa 5-100 colonias; dos + significa mas de
100 y tres + significa crecimiento confluente. El peso se determiné cada dia y se calculd el porcentaje de pérdida de
peso.

Ejemplo comparativo 19. Resultados experimentales de vacunacion con Eq54 o Eq27.

Tres grupos de ratones (n = 3x10) se inmunizaron con 1) Eq54 2) Eq27 y 3) grupo no inmunizado, donde el antigeno
se sustituyd por PBS, pero seguia conteniendo el adyuvante.

Un signo de infeccion tipico en ratones infectados con S. equi subsp. equi es la pérdida de peso. El porcentaje de
pérdida de peso a lo largo del tiempo se determind de este modo. La figura 4B muestra que los animales vacunados
con Eg54 o EQ27 estaban protegidos de la infeccion, reflejado por una pérdida de peso mas moderada en
comparacién con los animales de control. Los animales que perdieron mas del 20 % de peso fueron sacrificados.
Puede verse, en la figura 4B, que los animales no vacunados perdieron mas peso que los animales vacunados. El
dia 2 a 4, p<0,05 para Eq54 y para Eq27 en comparacion con los controles.

Otro signo de infeccion persistentes de ratones por S. equi subsp. equi es la colonizacion de bacterias en las vias
respiratorias superiores. Por lo tanto, el crecimiento nasal de S. equi se determind diariamente en una escala de
cuatro grados. La figura 4C muestra que, después de 2 a 3 dias, los animales de control no vacunados estaban
colonizados fuertemente con bacterias. Los ratones vacunados con Eg54 o EQ27 estaban significativamente
(p<0,05) menos colonizados en comparacion con el grupo de control los dias 2 y 3.

Ejemplo comparativo 20. Determinacion de los niveles de anticuerpos en los ratones inmunizados

Los ratones se inmunizaron tal como se ha descrito anteriormente. Se recogieron muestras de suero 5 dias después
de la dltima vacunacién. Se us6 un ensayo inmonadsorbente ligado a enzimas (ELISA) convencional para
determinar los niveles de IgG dirigida especificamente contra Eq54 y Eq27. En resumen, se revistieron placas de
microvaloracion con 100 ul durante una noche a temperatura ambiente con proteina a 9 ug/ml en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). Se afiadié albumina de suero bovino, 100 ul al 2 % (1 hora a 37 °C). Las placas se
lavaron con PBS con Tween al 0,05 % (PBST). Se afadieron las muestras de suero a diluciones sucesivas,
comenzando a una dilucion de 40 veces (1 hora a 37 °C) seguido por lavado.

La unioén especifica de IgG a los antigenos se monitorizé afadiendo anticuerpos 1gG anti-ratén generados en conejo,
conjugados con peroxidasa de rabano picante (Sigma Chemical Co, Mo, Estados Unidos); 100 pl por pocillo a una
dilucion de 1000 veces. Después de lavar en PBST, la union del conjugado se midié afiadiendo sustrato OPD de
acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Dako, Glostrup, Dinamarca). La coloracion se
determin6é a 492 nm en un espectrofotdmetro de ELISA convencional. Los valores de absorbancia obtenidos se
representaron graficamente en funcion de la diluciéon del suero. Para cada muestra, se determinaron los valores
logaritmicos en base 10 de la dilucion requeridos para rebajar el valor de absorbancia a 1,5. Es decir, si una muestra
requiere una dilucién de 2000 veces para dar una absorbancia de 1,5, a esa muestra se le asigna un valor de 3,30.
La figura 4A muestra los valores cuantitativos de anticuerpo contra Eq54 y Eq27 en ratones inmunizados con estos
antigenos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién antigénica que comprende una pluralidad de componentes antigénicos procedentes de
antigenos de Streptococcus equi subsp. equi o subsp. zooepidemicus, comprendiendo los componentes antigénicos:

(i) un primer polipéptido de fusién que comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID
NO: 24 comenzando a partir del aminoacido 12;

(i) un segundo polipéptido de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ
ID NO: 22 comenzando a partir del aminoacido 12; y

(iii) al menos parte de una proteina designada IdeE que comprende la secuencia de aminoacidos como se
muestra en la SEQ ID NO: 26 comenzando a partir del aminoacido 12,

en la que dicha al menos parte de dicha proteina comprende al menos un epitopo antigénico.

2. Una composicion de vacuna para proteger a mamiferos no humanos contra la infeccién por Streptococcus equi,
que comprende la composicién antigénica de la reivindicacion 1 como componente inmunizador, un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y preferentemente un adyuvante, y que preferentemente se proporciona en una forma
fisioldgicamente administrable, preferentemente una forma que es administrable mediante inoculacion intramuscular,
intradérmica, subcutanea o intranasal.

3. Una composicion de vacuna para proteger a mamiferos no humanos contra la infeccion por Streptococcus equi,
que comprende al menos un vector recombinante y polinucledtidos insertados en el mismo que codifican los
componentes antigénicos de la composicion de la reivindicacion 1, vector o vectores que son capaces de expresar
dichos componentes in vivo en un mamifero susceptible a la infeccidon con Streptococcus equi, en la que el vector es
preferentemente un vector de expresion en forma de un plasmido o de un vector virico, y cuya composiciéon se
proporciona preferentemente en una forma fisiologicamente administrable, preferentemente una forma que es
administrable por inoculacion intramuscular, intradérmica, subcutanea o intranasal.

4. La composicidon de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, en la que la vacuna es capaz de proteger a
mamiferos susceptibles contra la infecciéon por Streptococcus equi, especialmente a caballos contra la adenitis
equina causada por Streptococcus equi subsp. equi, y que preferentemente es capaz de estimular respuestas de
anticuerpos séricos, mucosales y/o bronquiales dirigidos con antigenos de Streptococcus equi en mamiferos
susceptibles a Streptococcus equi, especialmente caballos.

5. Un método para producir un antigeno de una composicidon antigénica de la reivindicacion 1, método que
comprende

(a) proporcionar fragmentos de ADN que codifiquen dichos antigenos e introducir dichos fragmentos en al menos un
vector de expresion;

(b) introducir dicho al menos un vector, que contiene dichos fragmentos de ADN, en al menos una célula
hospedadora compatible;

(c) cultivar dicha al menos una célula hospedadora proporcionada en la etapa (b) en las condiciones necesarias para
la expresion de los productos codificados por dichos fragmentos de ADN; y

(d) aislar los productos expresados de cada célula hospedadora cultivada y, opcionalmente,

(e) purificar los productos aislados de la etapa (d), preferentemente mediante un método cromatografico.

6. Una composicion antigénica de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento profilactico o
terapéutico de infecciones causadas por Streptococcus equi.

7. Un método para la produccion de un antisuero, método que comprende administrar una composicion antigénica

de acuerdo con la reivindicacion 1 a un hospedador mamifero no humano para producir anticuerpos en dicho
hospedador y recuperar antisuero que contiene dichos anticuerpos producidos en dicho hospedador.
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Figura 1B
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4A
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Figura 4B
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