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RESUMEN

La enteropatia proliferativa porcina (EPP) es una enfermedad infecciosa transmisible que
ocasiona grandes pérdidas econdémicas en las granjas de cerdos a nivel mundial. El agente
etioldgico responsable de la EPP es la bacteria Lawsonia intracellularis, un organismo
intracelular obligado que fue identificado en 1995. Esta enfermedad se caracteriza por
provocar problemas diarreicos, aumento del indice de conversion alimentaria y disminucién
de las tasas de reproduccion. Actualmente la vacuna es el principal medio para controlar
esta enfermedad, sin embargo, las vacunas convencionales basadas en la bacteria
atenuada o inactivada no permite el uso habitual de antibiéticos para el control de otras
infecciones, ademas de ser dificil de obtener por las exigentes condiciones de cultivo
bacteriano. El desarrollo de una vacuna recombinante contra la bacteria Lawsonia
intracellularis, permitira controlar dicha infeccién y ademas co-administrar antibiéticos, en

caso necesario.

La hipotesis planteada postula que “Los antigenos recombinantes contra Lawsonia
intracellularis producidos como cuerpos de inclusién generan una respuesta inmunolégica
significativa en los animales inmunizados”. Para aceptar o rechazar la hipétesis se han
propuesto tres objetivos especificos, 1) producir antigenos recombinantes contra Lawsonia
intracellularis; 2) obtener la formulacion vacunal y 3) determinar la potencia inmunoldgica
en el tiempo de la formulacion vacunal. Los resultados obtenidos en esta investigacion
mostraron que la formulacion vacunal es estable en el tiempo por al menos 6 meses

conservada a 4°C.

Palabras claves:
e Enteropatia proliferativa porcina

e Lawsonia intracellularis

e Cuerpos deinclusion

e Antigenos recombinantes



ABSTRACT

Porcine proliferative enteropathy (PPE) is a transmissible infectious disease that causes
great economic losses in pig farms worldwide. The etiologic agent responsible for PPE is
the Lawsonia intracellularis bacterium, an obligate intracellular organism that was identified
in 1995. This disease is characterized by causing diarrheal problems, increased food
conversion ratio, and decreased reproductive rates. Currently, the vaccine is the main way
to control this disease, however, conventional vaccines based on attenuated or inactivated
bacteria do not allow the regular use of antibiotics to control other infections, in addition to
being difficult to obtain due to the demanding conditions of bacterial culture. The
development of a recombinant vaccine against the Lawsonia intracellularis bacterium will

make it possible to control this infection and also to administer antibiotics, if necessary.

The proposed hypothesis postulates that "Recombinant antigens against Lawsonia
intracellularis produced as inclusion bodies generate a significant immune response in
immunized animals." To accept or reject the hypothesis, three specific objectives have been
proposed: 1) to produce recombinant antigens against Lawsonia intracellularis; 2) obtain
the vaccine formulation and 3) determine the immunological potency over time of the
vaccine formulation. The results obtained in this investigation showed that the vaccine

formulation is stable over time for at least 6 months when stored at 4°C.
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1. INTRODUCCION

Lawsonia intracellularis

La bacteria intracelular obligada, Lawsonia intracellularis pertenece a la familia
Desulfovibrionaceae (McOirist et al.1995). Esta bacteria puede ser pleomorfica en el cultivo
in vitro que generalmente aparece como un bacilo curvado o de forma sigmoide, no métil,
con un tamafio que oscila entre 1.25y 1.75 um de largo por 0.5 a 1.5 um de ancho. La
bacteria posee un genoma unico y tres plasmidos, con un total de 1,72 millones de pb y

1.324 regiones codificantes de proteinas (Vanucci, et al. 2019a).

Reportes de la literatura informan que la bacteria L. intracellularis se encuentra distribuida
por todo el mundo (Arnold et al., 2019; Hossain, Oh, & Cho, 2016; Resende et al., 2015) y
gue produce lesiones proliferativas de las células epiteliales intestinales en cerdos,
hamsteres, ratones y caballos; siendo los cerdos los mas susceptibles y en menor grado
los hamsteres (Vannucci, Gebhart, & McOrist, 2019). La infeccién por L. intracellularis
ocasiona pérdidas econdmicas significativas en la industria porcina debido a la ocurrencia
de diarreas intermitentes, aumento del indice de conversién alimentaria (Kg de alimento/Kg
de peso) hasta un 50 %, y reduccién del peso promedio, en comparacién con los cerdos

no afectados (Montesino et al., 2019; Peixoto et al., 2008).

Enteropatia proliferativa

La enteropatia proliferativa Porcina (EPP) o lleitis Porcina es una enfermedad infecciosa
bacteriana causada por L. intracellularis (McOrist et al., 1995). Esta enfermedad se
considera endémica de cerdos (Vannucci & Gebhart, 2014) que se caracteriza por la
proliferacion de las células epiteliales y engrosamiento de la pared del intestino delgado
(Berardo et al., 2004) acompafiado por lesiones causadas por la bacteria en el intestino
(Peixoto, Franca, Ribeiro, Bezerra Jr, & Driemeier, 2008). Actualmente se conocen cuatro
formas anatomopatoldgicas de EPP: 1) Adenomatosis intestinal porcina (AIP); 2) Enteritis
necrética (EN); 3) lleitis regional (IR) y 4) Enteropatia proliferativa hemorragica (EPH)
(Rowland & Lawson, 1995). La Adenomatosis intestinal porcina, de curso cronico, sucede
principalmente en cerdos de 6 a 20 semanas de edad; en tanto que la Enteropatia
proliferativa hemorrégica de curso agudo afecta principalmente a cerdos de 4-12 semanas.
La primera, AIP suele desarrollarse sin complicaciones, con la recuperacion de la mayoria
de los animales y con una mortalidad baja, excepto que se presenten infecciones
secundarias. En estos casos los animales presentan lesiones méas graves y alta mortalidad
(Lawson & Gebhart, 2000).

11



Patogénesis

La enteropatia proliferativa puede producirse mediante la exposicién de cerdos receptivos
a L. intracellularis 0 a la mucosa afectada que contiene esta bacteria intracelular (Vanucci
etal., 2019b). Los estudios realizados in vivo e in vitro han aclarado algunos de las primeras
etapas que se producen en la interaccion entre bacteria y la célula hospedadora (McOrist
et al., 2005). Las bacterias se unen a la membrana de la célula y penetran rapidamente en
el enterocito mediante una vacuola endocitica. No se han identificado adhesinas o
receptores especificos, pero L. intracellularis podria poseer un sistema de secrecién de tipo
lll. La vacuola endocitica se rompe rapidamente en un plazo de 3 horas y la bacteria crece
y se multiplica en el citoplasma de los enterocitos de forma libre, sin unirse a la membrana.
La infeccion depende de la viabilidad bacteriana, es decir, se trata de un tipo de fagocitosis

inducida (Lawson et al., 1993).

Vacunas para prevenir la enteropatia proliferativa

Las altas pérdidas econdmicas asociadas a la infeccién por L. intracellularis han sido
fundamental para el desarrollo de vacunas (Karuppannan & Opriessnig, 2018; Shrivastava
& Ramasamy, 2018). Las vacunas comerciales que existen actualmente se basan en la
bacteria viva atenuada o inactivada (Riber et al., 2015). La vacuna viva atenuada
(Enterisol® lleitis), administrada por via oral a través del agua de bebida o por alimento
liquido, requiere la suspensiéon de antibidticos tres dias antes y después de la vacunaciéon
(Karuppannan & Opriessnig, 2018; Proyma Ganadera S. L., 2019). Mientras la vacuna
inactivada (Porcilis® lleitis), intramuscular, no necesita de una ventana donde no se
administre antibidtico (Karuppannan & Opriessnig, 2018; Merck Animal Health USA, 2019).
Sin embargo, la produccién de ambas vacunas requiere del cultivo de la bacteria, proceso
altamente complejo y de alto riesgo (Jansen, Weersink, von Massow, & Poljak, 2019).
Actualmente no existen vacunas recombinantes para prevenir la enteropatia proliferativa,
pero se sabe que la identificacién de genes implicados en la patogenicidad de la bacteria,

podrian formar parte del principio activo de una vacuna eficaz (Kroll et al., 2005).

Vacunas recombinantes

Las vacunas recombinantes constituyen una alternativa a la fabricacion de vacunas en
base al cultivo del patdégeno. A diferencia de las vacunas convencionales, las vacunas
recombinantes, poseen una fabricacién rapida, simple y segura. Ademas, no presentan
riesgo para el personal ni el medio ambiente y se pueden coadministrar con antibiéticos
(Cox, 2012; Derakhshani et al., 2019; Nascimento & Leite, 2012). Por tal motivo, se propone
el uso de vacunas recombinantes basadas en proteinas de la membrana externa (OMP1,
OMP2) y de secrecion (INVASc) de la bacteria L. intracellularis para combatir la enteropatia

proliferativa.
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E. coli es uno de los organismos huésped mas utilizados para la expresion de proteinas
recombinantes debido a su capacidad para alcanzar altas densidades celulares
rapidamente, simplicidad y bajo costo de produccion (Fathi-Roudsari, Akhavian-Tehrani, &
Maghsoudi, 2016). Proteinas terapéuticas como antigenos, anticuerpos, enzimas y
complejos proteicos han sido sintetizados en E. coli (Tripathi, 2016), y aunque esta
plataforma es utilizada comunmente para la expresién de proteinas de bajo peso molecular,
existen informes que reportan la expresion de proteinas de 90- 95 kDa (Rosano &
Ceccarelli, 2014).

Un hito que marco la investigacion hacia el desarrollo de una vacuna recombinate contra
L. intracellularis fue el conocimiento del genoma de la bacteria (Li et al., 2017; Mirajkar et
al., 2017). Existen grupos de investigacion que han identificado proteinas de L.
intracellularis como potenciales antigenos vacunales (Obradovic et al., 2019). Un grupo de
investigadores del laboratorio de Biotecnologia y Biofarmacos, de la Universidad de
Concepcion recientemente disefié un candidato vacunal multiepitope basado en tres
proteinas del patégeno. Estas proteinas fueron ingenierizadas para aumentar la
potencialidad antigénica mediante la inclusion de epitopes T en regiones especificas. Las
secuencias codificantes para las tres proteinas quiméricas se expresaron en la bacteria de
E. coli Shuffle T7 y demostraron proteccion en un ensayo de inmunizacién y reto en cerdos
(Montesino et al., 2019). Una particularidad de la investigacion fue que los antigenos que
componen el candidato vacunal se obtuvieron y mostraron su actividad biolégica en forma

de cuerpos de inclusién (CI).

Los cuerpos de inclusién son nanomateriales naturales que se forman durante el proceso
de produccién de proteinas recombinantes. En la Ultima década se ha demostrado
extensivamente que los Cl son nanoparticulas de proteinas con alto potencial en las
industrias biotecnoldgica y biomédica, especificamente en biocatalisis, diagndstico,
ingenieria de tejidos y administracion de farmacos (de Marco et al., 2019; Garcia-Fruitos et
al., 2012; Villaverde et al., 2015). La produccion de los Cl tiene varias ventajas, tales como:
altos niveles de produccién, pureza del producto de interés de hasta 95% dentro del Cl,
alta estabilidad mecénica y térmica, biocompatibilidad, baja toxicidad y relativa resistencia

a proteasas.
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Teniendo en cuenta lo anterior nuestro trabajo propone la siguiente Hipotesis:

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La formulacion oleosa de antigenos recombinantes contra L. intracellularis producidos
como cuerpos de inclusion es estable en el tiempo por al menos 6 meses conservada a
4°C.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar la potencia inmunoldgica de la formulacion vacunal contra L. intracellularis en

ratones durante 6 meses.

3.2 Objetivos especificos

1. Producir antigenos recombinantes en fermentador a escala de laboratorio (2L).
1.1. Cultivo de la bacteria para la produccion de los antigenos.
1.2. Ruptura celular y purificacion de los antigenos.
1.3. Determinacion de la concentracion de los antigenos y el nivel de pureza.
1.4. Determinacién de la calidad microbiol6gica.

2. Obtener la formulacién vacunal, agua en aceite, que contienen los antigenos como

cuerpos de inclusion.
2.1. Establecimiento de las condiciones de emulsion.
2.2. Determinacion de la calidad de la emulsion.
3. Determinar la potencia inmunoldgica en el tiempo de la formulacién vacunal.

3.1. Inmunizacién de ratones con la formulacién vacunal y con proteina negativa de E. coli

(grupo control).

3.2. Evaluacién de la respuesta IgG mediante ensayo ELISA.

14



4. METODOLOGIA

4.1. Establecimiento del in6culo

Preinoculo. El preindculo se prepard en 2 tubos falcon de 50 mL que contiene 10 mL de
medio de cultivo Luria Bertani (LB) y ampicilina a una concentracion de 100 ug/mL (LBA).
Los tubos se inocularon con 100 uL de un stock de glicerol de E. coli SHuffle T7 (New
England Biolabs, Reino Unido) transformada con plasmido pLawVac (Montesino et al.,
2019), proveniente del banco de células de trabajo del laboratorio de Fisiopatologia de la
Universidad de Concepcion. El preinéculo se incubé a 37°C en agitacién constante a 150

rpm durante 10 horas.

Inéculos. Cuatro matraces erlenmeyer que contenian 250 mL de LBA cada uno, se
inocularon con 2,5 mL del preinéculo. Los matraces se incubaron a 37°C en agitacion

constantes a 150 rpm durante 10 horas.

4.2. Inoculacién del fermentador
Los cuatro matraces de 250 mL de inéculo de 10 horas de cultivo se utilizaron para inocular
el fermentador. Las condiciones iniciales de fermentacion fueron temperatura de 37°C,

agitacion a 200 rpm y pH de 7,0.

4.3. Crecimiento celular y determinacién de biomasa seca

El crecimiento celular se midié por densidad 6ptica a 600 nm en el espectrofotometro (UV-
2.505, Labomed, Inc., EE.UU) durante la fase de crecimiento e induccion de la expresion
de los antigenos. Las muestras de cultivo tomadas durante la fermentacion fueron
centrifugadas a 4.400 G por 10 minutos y luego la biomasa celular se resuspendi6é en una
solucion de NaCl 0,85% (Merck, Alemania). El blanco y las diluciones de las muestras se
hicieron con NaCl 0,85%.

4.4. Monitoreo de las condiciones de crecimiento en fermentador y alimentacion del
cultivo

Durante la fermentacion se monitore6 las condiciones de crecimiento. El oxigeno disuelto
se controld variando la agitacion del cultivo para que permaneciera sobre el 20%. El ajuste
de pH a 7,0 se realiz6 mediante adicion de 25% (v/v) NH3OH o 20% (v/v) H3PO4.

La alimentacién del cultivo se realiz6 a las 6 horas de crecimiento con la adicidon de una
solucion estéril de extracto de levadura (176 g/L) y glicerol (221 mL/L), mediante flujo

constante de 5 mL/min, durante 2 horas.
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4.5. Induccion de la expresion de los antigenos recombinantes
La induccién se realizé afiadiendo una concentracion final de 0,75 mM de isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) al cultivo a las 8 horas cuando la concentracion de biomasa

seca fuese cercana a 11 g/L.

4.6. Ruptura celular en homogeneizador

El cultivo se centrifug6 a 4400 G por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se descarté y el
pellet se resuspendié en un volumen de buffer de ruptura 1 (Tris HCL 50 mM, NaCl 300
nM, EDTA 5 mM a pH 7,0) a una concentracion final de 20 g/L. La ruptura celular se llevé
a cabo en un homogeneizador de presion EmulsiFlex-C5 a 12000 psi y a un flujo de 40
mL/min. Se realizaron 6 pases y se diluyé en la misma solucion Tampon hasta una
concentracion final de 10g/L. Posterior se centrifugd la muestra a 4342 G por 20 minutos.
El sobrenadante se recolectd y guardd a -20°C. El pellet se resuspendi6é en buffer PBS.
Las muestras del sobrenadante y pellet de ruptura se analizaron mediante SDS-PAGE y

Western blot.

4.7. Visualizacion de la expresion de proteinas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

La expresion de los antigenos se analiz6 mediante electroforesis SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 12% 1,5 mm de espesor. La electroforesis se corrié a 110V durante 15
minutos y posteriormente a 150V durante 1.45 horas. Las bandas de proteinas se
visualizaron mediante tincion con azul de Coomassie durante 1 hora que luego con una
solucion de distincién (20% metanol, 10% acido acético) se procedi6é a desteiiir. El gel se

escane6 por el sistema de imagenes Odyssey.

4.8. Ensayo de inmunodeteccion (Western blot)

Las proteinas se transfirieron del gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa
utilizando un aparato de transferencia semiseco. La membrana se bloqueé con 5% de leche
descremada en TBS durante toda la noche a 4°C y agitacion constante. Las proteinas se
inmuno-detectaron con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina producido en ratén
(Clontech, USA) diluido 1:5000; posteriormente la membrana se incubé con el anticuerpo
secuendario anti-raton Alexa fluor 680 producidos en cabras (Jackson InmunoReseach,

USA) diluido 1:10.000. Las proteinas se visualizaran con el sistema de imagenes Odyssey.

4.9. Andlisis de pureza y concentracion de los cuerpos de inclusion
La pureza y concentracion de los cuerpos de inclusion se analizaron mediante
densitometria de los geles teflidos con una solucién de azul de coomassie R250 al 0.25%.

La pureza se estimé comparando la intensidad de las proteinas de interés con las proteinas
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totales. La concentracion se determiné usando BSA como estandar. Ambos analisis se

visualizaron mediante el sistema de imagenes Odyssey.

4.10. Formulacién y envasado del candidato vacunal

La solucién de antigenos se mezclé con el adyuvante oleoso Montanide ISA 660 VG en
una relacién 60:40 respectivamente. La mezcla se agité en el homogeneizador a 5000 rpm
a 4°C en 4 intervalos de 1 minuto de mezclado y 1 minuto de descanso. La formulacién se
envasoO en frascos de 50 mL de polipropileno de alta densidad, sellados con tapén de

caucho:nitrilo y retapa de aluminio con cierre Flip-off.

4.11. Calidad del emulsionado

La estabilidad mecéanica se calculé midiendo la diferencia de altura de la fase emulsionada
antes y después (Hu/Ho) de centrifugar la emulsion a 1512 g a temperatura ambiente por
1 hora en rotor de angulo libre. Se considera estable si Hu/Ho es mayor o igual a 0,7, sin

separacion de fases.

4.12. Calidad microbiol6gica

La calidad microbiol6gica se evalué a partir del crecimiento en diferentes medios de
cultivos: Agar potato dextrose (PDA), AgarTriptona-soya (ATS) y CaldoTioglicolato (CT).
Tubos Falcon que contenian 30 mL de CT, se inocularon con 1 mL de la preparacion
vacunal, y se incubaron a 25°C por 21 dias. Adicionalmente, placas con 20 mL de medio
ATS y PDA se inocularon con 100 uL de la preparacion vacunal y se incubaron a 25°C y
30°C por 7 dias. Se realizaron observaciones diarias para detectar el crecimiento de

microorganismos. Todos los cultivos se realizaron en duplicado.

4.13. Andlisis de los antigenos en la emulsion

El andlisis de los antigenos en la emulsion se realizé en geles de poliacrilamida al 12,5%.
La emulsion se rompié afadiendo alcohol bencilico al 10%. La muestra se agitd
fuertemente durante 20 minutos (vortex) a temperatura ambiente y se centrifugd por 10
minutos a 16.100 G.

4.14. Inmunizacion con antigenos recombinantes

Los ensayos con animales se realizaron en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas siguiendo los protocolos de cuidado y uso de animales de experimentacion,
aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Concepcién. Se utilizaron ratones
hembra C57BL6 de 6 semanas que se adquirieron del Instituto Nacional de Salud Publica
(ISP). El bioterio cuenta con condiciones de ciclo de luz, ventilacion, control de temperatura
y humedad e higienizacion sistematica. El experimento se realizé con dos grupos de 10

ratones cada uno. Grupo 1: control negativo, formulacion con lisado de bacteria sin
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transformar; Grupo 2: Dosis equivalente a 250 uL de la formulacion por via subcutanea
siguiendo un esquema de inmunizacion de 0 a 21 dias (Figura 1). Las extracciones de
sangre se realizaron por la vena safena lateral semanalmente hasta la semana seis y el
suero se guardd a -20°C hasta su evaluacion. Los ratones se pesaron semanalmente en
una balanza Nex KS1561.

| To | T1(7 dias) | T2 (14 dias) | T3 (21 dias) | T4 (28 dias) | T5 (35 dias)

Figura 1. Esquema de inmunizacion en ratones.

4.15. Caracterizacion de la respuesta inmune humoral de anticuerpo IgG totales mediante
ELISA indirecto

La respuesta humoral se evalu6 mediante ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima
(enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) indirecto. Los antigenos OMP1, OMP2 e
INVASc como cuerpos de inclusién fueron solubilizados en Urea 8M con agitacion a 37°C
durante 1 hora, a una concentracién de 5 ug/mL de cada uno. Se recubrieron placas de 96
pocillos de alta union a proteinas Costar® High-Binding (Corning, EE.UU.) con 100
uL/pocillo de los antigenos solubilizados, durante toda la noche a 4°C en camara himeda.
Al dia siguiente, los pocillos se bloguearon con 200 ul/pocillo de leche descremada al 3%
diluida en PBS 1X, durante 2 horas a 37°C en camara hiumeda. Durante este tiempo, se
realizé la liberacion de los sueros. Para esto, se prepararon diluciones 1 en 100 de cada
suero con proteinas de E. coli negativa en 50% v/v en leche descremada 1% disuelta en
PBS 1X — Tween 20 0.05%, manteniéndolos en agitacion a 37°C durante 1 hora. Pasado
este tiempo, los sueros fueron centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos y se traspasoé
el sobrenadante en tubos eppendorf limpios y rotulados. Luego del bloqueo, los pocillos se
lavaron una vez con 200 ul/pocillo de solucién de lavado (PBS 1X - Tween 20 0.05%),
golpeandola a continuacion contra papel absorbente cuidadosamente para secar los
pocillos. Se afiadieron 100 ulL/pocillo de los sueros liberados a una dilucién 1 en 100, y la
placa se incub6 por 1 hora a 37 °C en camara humeda. Posteriormente, los pocillos se
lavaron 2 veces con solucién de lavado como se describe anteriomente, y se afiadié como
anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con HRP (Abcam, U.K.) a una dilucién
de 1 en 30.000 en leche 1% en PBS 1X -Tween 20 0.05%. La placa se incub6 nuevamente
durante 1 hora a 37°C en camara humeda. En seguida, los pocillos se lavaron segun lo

descrito previamente 3 veces con solucion de lavado y se afiadié 100 uL/pocillo de solucién
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sustrato (OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride) 0,04% p/v + peréxido de hidrogeno
(30%) 0,04% v/v en tampodn citrato pH 4,5), y se incubd a temperatura ambiente en
oscuridad por 15 minutos. Finalmente, para detener la reaccién se afiadié 50 uL/pocillo de
H.SO. 2 M. La sefial desarrollada se midi6é a una longitud de onda de 492 nm, en un lector
de microplacas Synergy HTX Multi-Mode Reader.

4.16. Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism versioén 6.00
para MacOS (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). Para la
comparacion entre los grupos control y experimental de los resultados de ELISA se aplicé
test ANOVA de dos vias de medidas repetidas, seguido de correccion de Bonferroni para

multiples comparaciones.
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5. RESULTADOS

5.1 Crecimiento celular y expresion de los antigenos recombinantes.

5.1.1 Crecimiento celular en fermentador de 10 L.

El cultivo celular para la obtencién de los antigenos recombinantes fue realizado siguiendo
el mismo esquema de crecimiento e induccién. Los cultivos realizados en fermentador de
10 L mostraron que la bacteria crecio en fase exponencial las primeras 6 horas, donde se
realizé la induccién (0,75 mM) de los antigenos. Posterior a ese tiempo se observd una
disminuciéon de la velocidad de crecimiento celular. La figura 2 (tabla 1) muestra el
crecimiento de los uno de los antigenos (OMP2c) que componen el candidato vacunal. El
mismo esquema de crecimiento e induccion se realizé para los tres antigenos, por tanto, el

rendimiento de antigeno y biomasa fueron similares.

100
Tiempo (horas) | Abs 610 nm | Peso seco (g/L) Induccion
0 0,396 0,19
2 2,0 0,98 0o
3 3,22 1,58 ;
4 4,66 2,28 o
5 7.42 3,64 2 1 | | | ‘ |
6 12,1 5,93 2 4 6 8 10
7 12,9 6,32
8 8,5 417
0,1

Tiempo (horas)

Figura 2. Curva de crecimiento de la bacteria E. coli, fermentacion Law2110 e induccion del antigeno
OMP2.

5.2. Ruptura celular y aislamiento de antigenos

5.2.1. Ruptura celular

A las 8 horas del cultivo, la biomasa se cosechd y se resuspendié en buffer de ruptura para
extraer los antigenos como cuerpos de inclusion, utilizando un homogeneizador de presion
EmulsiFlex-C5. Las mejores condiciones de ruptura celular se obtuvieron luego de seis

pases a 12.000 psi y a un flujo de 20 g/L.

5.3 Purificacién de cuerpos de inclusién

Los cuerpos de inclusion obtenidos se evaluaron mediante SDS-PAGE luego de lavados
con dos soluciones tampon para eliminar contaminantes como lipidos, ADN y proteinas de
membrana (Figura 3). La primera solucion que se utilizé fue con NaCl 1M y el segundo
lavado se realizé con buffer Na,HPO4 pH 12,0. En el primer lavado se mostr6 que no
aumento significativamente la pureza de los antigenos, en cambio, al aplicar el segundo
lavado con Na;HPO4 pH 12, se logré6 aumentar significativamente la pureza alcanzando

valores superiores al 62% (Figura 3).
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Figura 3. Analisis mediante SDS-PAGE al 12,5% del aislamiento de los cuerpos de inclusion.

5.4 Determinacion de la concentracion y nivel de pureza de los antigenos.

5.4.1 Cuantificacion de antigenos y pureza

La cuantificacién de los antigenos se realizé utilizando una curva de BSA como estandar.
Las concentraciones se calcularon mediante el programa Image Studio. Los resultados
demostraron que los tres antigenos estaban en concentraciones similares (Figura 4). Esta
informacién se considerd para hacer la mezcla que se utilizaria para la preparacion de la

formulacién vacunal.
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Figura 4. Analisis de la concentracién de los antigenos OMP2, OMP1 e INVASc en SDS-PAGE al
12,5%Figura 4: Andlisis de la concentracion de los antigenos en SDS-PAGE al 12.5%.

El porcentaje de pureza de los antigenos se realiz6 mediante el sistema de densitometria
utilizando el programa Odyssey Page. Segun el gréfico de densitometria obtenido se
estima que la pureza de los tres antigenos es de aproximadamente 62% (Figura 5). Los
antigenos se mezclaron para realizar la formulacién vacunal. A la mezcla se le realizé un

ensayo de estabilidad a temperatura de conservacion de -20°C.
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Figura 5. Andlisis mediante SDS-PAGE al 12,5% de la mezcla de los antigenos INVASc, OMP1 y
OMP2.

5.5. Ensayos de estabilidad de los antigenos
La estabilidad de los antigenos recombinantes a temperatura -20°C de conservacion se
evalué mediante SDS-PAGE al 12.5%. Los resultados demostraron que la concentracion

de los antigenos se mantuvo estable a -20°C por al menos 30 dias (Tabla 1).

Tabla 1: Comparacién de la concentracion de los antigenos al tiempo 0 y tiempo de 30
dias.

[ Dias OMP2 (ug/uL.) OMP1T (ug/uL.) INVASINA (ug/uL)
0 0.65 0.34 0.51
30 0.70 0.38 0.50

5.6 Establecimiento de las condiciones de emulsion.

El establecimiento de las condiciones de emulsién se realizo utilizando como fase acuosa
solucién salina (PBS). La relacion fase oleosa:fase acuosa fue de 60:40. Como fase oleosa
se utilizé Montanide ISA50 v2. La emulsion para lograr una formulacién de agua en aceite
se realiz6 en un homogeneizador Ultraturra T25 (IKA, Alemania), pero fue necesario
determinar las condiciones de la pre-mezcla antes de realizar la emulsion final. Para
determinar estas condiciones, se adicioné 1 mL de la pre-mezcla en agua limpia en forma
de gotas y los resultados demostraron que las gotas de aceites son estables y no se
separan (Figura 6). La emulsion se realizé6 manteniendo una velocidad constante y variando
el tiempo de mezcla. Posteriormente, se analizo la estabilidad mecanicay la viscosidad de
la emulsion final utilizando el viscosimetro DV-E (Brookfield, Canad4). Los resultados
demostraron que las tres condiciones presentaron una estabilidad mecéanica mayor a 0.7 y
una viscosidad mayor a 200 (Tabla 2); sin embargo, la condicién 3 (8.000 rpm y 6 minutos)

presento la mejor estabilidad mecanica y viscosidad (Tabla 2).
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Figura 6. Premezcla de las fases acuosa y oleosa previo a la emulsion.

Tabla 2: Comparacion de los ensayos de emulsion realizando la pre-mezcla fase

acuosa:fase oleosa.

Muestra Velocidad (rpm) Tiempo (min) Estah. Mecanica Viscosidad
(nwhg)
1 5.000 4 0.7 225
2 5.000 5 0.7 255
3 5.000 6 0.8 249

5.7 Analisis de antigenos en la emulsién

Una vez realizada la emulsién se analizé la composicion de los tres antigenos. La ruptura

de la emulsién se logr6 mediante la adicién de alcohol bencilico. La separacion de los

antigenos en SDS-PAGE mostro que el antigeno OMP2 constituia el 18.3 %, mientras que

la OMP1 el 38% y la INVASc el 43,7% del total de antigeno en la formulacién (Figura 7).

Esta composicion debe mantenerse en el tiempo para demostrar la estabilidad de la

formulacion.
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Figura 7. Analisis mediante SDS-PAGE al 12,5 de los antigenos en la formulacion vacunal.

5.7.1 Andlisis de los antigenos a los tres y seis meses de preparado el candidato vacunal.
La formulacién fue analizada respecto a la composicién relativa de los antigenos a los tres
y seis meses de preparada. La separacion en SDS-PAGE mostrd que los antigenos no se
degradan en el tiempo. A los tres meses la proteina OMP2 constituia el 17,6% del total,
mientras que la OMP1 el 47,3%, y la INVASc el 35,1% del total de antigenos. A los 6 meses
los valores fueron similares; OMP2 19,8%, OMP1 46,4%, e INVASc 33,8%. Se obtuvo un
patron de migracion electroforética similar en los tiempos evaluados (Figura 8).

1 2 3 1 3
kDa,. 2 kDa e
55 o
35/ .. - ' 48 we=
20 R BN el

Figura 8. Analisis mediante SDS-PAGE de los antigenos de L. intracellularis en la emulsién a los tres
(izquierda) y seis meses (derecha) de preparada la formulacion. Linea 1 patrén de peso molecular;
linea 2, 3, 10 uL y 15 uL de los cuerpos de inclusién extraidos de la emulsién.

5.8 Calidad microbiolégica

La calidad microbiologica se determin6 sembrando 1 mL de la mezcla de los antigenos sin
diluir y 1 mL de la mezcla con dilucion 1/10 de los antigenos en medios de agar triptona
soja, potatoe dextrosa y caldio tioglicolato. Luego de los 7 dias de incubacion se observo
gue las placas con los medios agar triptona soja y potatoe dextrosa sembradas con dilucion

1/10 mostraron crecimiento de microorganismos, mientras que las placas sembradas con
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la muestra sin diluir no mostraron crecimiento (Figura 9). En los tubos con caldo tioglicolato

inoculados con la dilucién 1/10 se observo crecimiento microbiano (Figura 10).

Figura 9. Ensayo de calidad microbiolégica de los antigenos. (A) medio Agar Triptona Soja sin diluir;
(B) Medio Agar Triptona Soja dilucion 1/10; C: Medio Agar Potatoe Dextrosa dilucion 1/10.

Caldo Tioglicolato

Dilucién 1/10 Control

Figura 10. Calidad microbiol6gica de los antigenos en medio Caldo Tioglicolato.

5.9 Variacion del peso en ratones en el primer y segundo ensayo de inmunizacion con el
candidato vacunal.

La ganancia de peso es un factor importante para informar si hay alguna reaccion
secundaria a la inmunizacion del candidato vacunal. Los ratones de ambos grupos
experimentales se pesaron en una balanza semanalmente durante los ensayos
correspondiente a tres y seis meses de realizada la formulacion (Figura 11). Todos los
animales mostraron un comportamiento adecuado, asi como crecimiento y aumento de

peso acorde a las semanas de edad.
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Figura 11. Promedio de peso de los ratones correspondientes al grupo control e inmunizado del
primer (izquierda) y segundo (derecha) ensayo de inmunizacién con el candidato vacunal.

5.9 Evaluacion de la potencia inmunoldgica mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

Para evaluar y caracterizar la respuesta inmune humoral de anticuerpos IgG posterior a la
inmunizacion, se realizaron ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzima (enzyme-linked
Immunosorbent assay; ELISA) indirectos. Los pocillos fueron recubiertos con 5 ug de cada
uno de los antigenos solubilizados. Los sueros, previamente liberados, fueron aplicados en
diluciéon 1 en 100, mientras que para la deteccion se aplicé anticuerpo anti-lgG de raton
conjugado con peroxidasa de rabanito picante (horse-radish peroxidase; HRP). De esta
forma se analiz6 la respuesta de anticuerpos IgG totales de ratones inmunizados con la

formulacion tres meses (Figura 12A) o seis meses (Figura 12B) luego de su preparacion.

Al analizar la variacién en el tiempo de la respuesta inmune para cada grupo, se pudo
determinar que tanto el grupo inmunizado con la preparacién de 3 meses de antigliedad
como el grupo inmunizado con la preparacion de 6 meses de antigiiedad desarrollan un
aumento significativo de la respuesta de anticuerpos IgG en la semana 4, una semana
posterior al refuerzo (p < 0,0001). Esta elevacion de la respuesta se mantuvo hasta la

semana 6, en que finalizaron estos ensayos.
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Figura 12. Curso temporal de la respuesta inmune humoral de anticuerpos IgG totales en ratones
inmunizados con la formulacidon vacunal conservada a 4°C durante distintos tiempos. A, B) Curso
temporal de anticuerpos IgG totales en ratones inmunizados con las formulaciones de tres y seis
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meses de conservaciéon a 4°C. Se representa la media y el error estadistico. *** < 0,001; **** <
0,0001.
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6. DISCUSION

El medio y las condiciones de cultivo son elementos muy importantes en el proceso de
produccién de biofarmacos. Dentro de estas etapas la preparacion del pre-indculo e in6culo
del fermentador constituyen elementos relevantes para garantizar que el cultivo en el
fermentador comience en fase estacionaria (Stanbury, Whitaker, & Hall, 2017). Esta
condicién se logr6 desde el cultivo in6éculo al fermentador. La fase de crecimiento
exponencial se obtuvo desde la hora cero y se mantuvo durante 6 horas (Figura 1). Esta

informacién es importante para garantizar un indculo de alta viabilidad.

Concentraciones celulares elevadas son deseadas al momento de la induccion de la
proteina de interés (Restaino et al., 2013). Teniendo en cuenta esta informacion se han
disefiado cultivos alimentados, que consisten en la adicién de fuente de carbono extra, a
inicialmente afladida, cuando este nutriente se esta agotando. Otro aspecto relevante es la
concentracion de inductor para la expresion de la proteina de interés. Concentraciones
desde 0,5 hasta 1,5 mM de IPTG se han evaluado con resultados que dependen de muchos
factores entre ellos, la proteina a obtener. Las células luego de la inducciéon pueden
presentan una disminucion de la velocidad de crecimiento lento y eventual detencién del
crecimiento. Este comportamiento puede estar relacionado con el estrés celular al sobre-
producir proteinas no esenciales originandose una reduccién en la fraccion de proteinas
esenciales, debido a una competencia por recursos (Quiroga, 2010). También, a altos
niveles de induccién, la bacteria degrada rRNA previamente ensamblado generando un
colapso en el sistema de traduccion (Kurland y Dong, 1996). Resultados previos mostraron
que la mayor expresion de proteinas se alcanzaba al inducir con 0.75 mM de IPTG, en

cultivo alimentado.

Las proteinas producidas por E. Coli pueden producirse insolubles en el interior de las
células. Por tanto, es necesario realizar un paso de ruptura celular para obtenerlas. Los
procesos de recuperacion de proteinas intracelulares tradicionalmente involucran una
etapa de ruptura celular mecanica o quimica para la liberacién del producto, seguida por
una etapa de centrifugacion a alta velocidad para remover los fragmentos celulares y
algunos contaminantes (Cisneros & Rito, 2005). La eficiencia de este paso es relevante
para recuperar la mayor cantidad de proteina producida al interior de la célula. La prensa
francesa y el molino de bolas son los métodos méas usados en la ruptura celular a escala
industrial (Ho, Tan, Yap, Ling & Tey, 2008). En el presente trabajo se utilizé un
homogeneizador EmulsiFlex-C5 que mostré alta eficiencia de ruptura celular (99.9%) luego
de seis pases (Fahnert et al., 2004). Posterior a la ruptura celular, es necesario la inclusion

de etapas de purificacion que se disefian segun el propésito final de la molécula. En nuestro
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caso los antigenos seran utilizados para una formulacién de uso veterinario, o que permite
purezas mayores al 70%. El uso de cromatografia liquida en columnas encareceria el
producto final, por tal motivo se disefian pasos de lavado, con alta concentracién de sales
y pH bésicos, que persiguen aumentar pureza sin pérdida de los antigenos (Chung et al,
2015) (Figura 6).

Tanto la pureza como la estabilidad del producto son criterios importantes en los procesos
productivos (Weuster-Botz et al., 2006). Teniendo en cuenta estos criterios se determiné la
estabilidad de las proteinas a -20°C, temperatura de conservacion. Este estudio es muy
relevante porque define el tiempo en que puede estar almacenado la materia prima activa
de la formulacién, sin que ocurra degradacion. Segun la literatura los cuerpos de inclusion
son estructuras muy estables que pueden permanecer hasta 180 dias sin ser degradados
a temperaturas de almacenamiento (Garcia-Fruitos et al., 2009). Los resultados obtenidos
en la presente investigacion fueron similares a los informados previamente, pues no se

mostré degradacion de los Cl en el tiempo evaluado.

Un aspecto a tener en cuenta cuando se obtienen moléculas recombinantes como Cl es
su tamafo, lo que impide la esterilizacion por filtro de 0,2 um. Por esta razén se hace
necesario la aplicacion de otros métodos que garanticen la calidad microbioldgica del
producto final. La adicién de gentamicina y timerosal para prevenir el crecimiento de
bacterias y hongos esta aprobada para farmacos veterinarios, como preservantes. El
timerosal es un componente que contiene 50% de mercurio y se metaboliza a etilmercurio
y tiosalicilato; ha sido utilizado como preservante en la produccién de vacunas desde 1930,

fundamentalmente, para evitar la contaminacion bacteriana y fungica (Mufioz et al., 2007).

Ademas del analisis de estabilidad y calidad microbiolégica a la materia prima activa se
hace necesario evaluar la potencia inmunoldgica de las formulaciones vacunales. Esta
evaluacion se realiza generalmente en modelos animales y especificamente en este trabajo
se realiz6 en ratones. La potencia inmunoldgica de la formulacion se puede estudiar a
temperatura de conservacion 4°C (estabilidad en tiempo real), midiendo la respuesta

inmune humoral (anticuerpos IgG) mediante ensayo o ELISA, en los animales inmunizados.

La técnica ELISA tiene una gran ventaja por su simplicidad, especificidad y sensibilidad
(Cardona et al., 2005). La evaluacion mediante ELISAs indirectos demostraron una
diferencia significativa entre el grupo control y el inmunizado, en ensayos de inmunizacion
utilizando la formulacién de tres meses de antigiedad como de seis meses. Ambas
formulaciones mostraron una respuesta temporal similar en ratones inmunizados, con una
respuesta de anticuerpos IgG estadisticamente significativa desde la semana 4 post-

inmunizacién, y que se mantiene durante la semana 6. Estos ensayos sugieren que la
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formulacion es estable y capaz de generar una respuesta inmune humoral de anticuerpos
IgG incluso 6 meses después de formulada, al mantenerse almacenada a 4°C. Asi, los
resultados de respuesta inmune nos alientan a seguir investigando y evaluando su
efectividad a futuro. Es necesario evaluar mejoras que podrian presentarse al utilizar otros
adyuvantes, como por ejemplo la presencia de inmunopotenciadores (Kim & Jang, 2017;
McElrath, 2017). También es necesario determinar otros factores criticos, como la
evaluacion de la mejor via de administracion (Zhang et al., 2015), determinacién a largo
plazo de la inmunidad generada y la efectividad de la vacuna frente a ensayos de desafio

(Starck, 2020) con la bacteria L. intracellularis.
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7. CONCLUSION

La adicion de preservantes como el timerosal y la gentamicina garantizé la calidad
microbioldgica del producto final.

La formulacién vacunal basada en una emulsién oleosa agua en aceite fue estable
hasta 6 meses de producida, no observandose degradacion de los antigenos.

El candidato vacunal puede conservarse a 4°C por al menos seis meses sin perder

su potencia inmunolégica.

8. SUGERENCIAS

Realizar ensayos de inmunizacion para evaluar la estabilidad y potencia
inmunoldgica de la formulacién a mayores tiempos (9 y/o 12 meses).
Evaluar métodos de esterilizacion aplicados a los cuerpos de inclusion, que

garanticen la esterilidad a la formulacién vacunal.

31



9. BIBLIOGRAFIA

Arnold, M. et al. (2019) “Prevalence of lawsonia intracellularis in pig herds in different
European countries,” Porcine Health Management, 5(1). Available at:
https://doi.org/10.1186/s40813-019-0137-6.

Cardona, N. |, Lora, F., & Gomez, J. E. (2005). Estandarizacion del inmunoensayo ELISA
para la deteccion de IgG anti-Toxoplasma gondii en raton. Parasitologia
latinoamericana, 60(1-2), 97-101.

Chung, W. J., Huang, C. L., Gong, H. Y., Ou, T. Y., Hsu, J. L. y Hu, S. Y. (2015).
Recombinant production of biologically active giant grouper (Epinephelus lanceolatus)
growth hormone from inclusion bodies of Escherichia coli by fed-batch culture. Protein

Expression and Purification, 110, 79-88.

Cisneiro. M., Rito-Palomares, M., (2005). Estrategias de bioingenieria para la recuperacion
primaria de productos biol6gicos. Revista mexicana de Ingenieria Quimica, vol 4, nim 1,
pp. 131-139.

Fahnert, B., Lilie, H., & Neubauer, P. (2004). Inclusion bodies: formation and

utilisation. Physiological Stress Responses in Bioprocesses: -/-, 93-142.

Fathi-Roudsari, M., Akhavian-Tehrani, A., & Maghsoudi, N. (2016). Comparison of three
Escherichia coli strains in recombinant production of reteplase. Avicenna journal of medical
biotechnology, 8(1), 16.

Garcia-Fruités, E., Rodriguez-Carmona, E., Diez-Gil, C., Ferraz, R. M., Vazquez, E., 79
Corchero, J. L., Cano-Sarabia, M., Ratera, |., Ventosa, N., Veciana, J. y Villaverde, A.
(2009). Surface Cell Growth Engineering Assisted by a Novel Bacterial Nanomaterial.
Advanced Materials, 21(42), 4249-4253. https://doi.org/10.1002/adma.200900283.

Garcia-Fruités, E., Vazquez, E., Diez-Gil, C., Corchero, J. L., Seras-Franzoso, J., Ratera,
[, ... & Villaverde, A. (2012). Bacterial inclusion bodies: making gold from waste. Trends in
biotechnology, 30(2), 65-70.

Ho, C. W,, Tan, W. S., Yap, W. B, Ling, T. C. y Tey, B. T. (2008). Comparative evaluation
of different cell disruption methods for the release of recombinant hepatitis B core antigen
from Escherichia coli. Biotechnology and Bioprocess Engineering, 13(5), 577-583.
https://doi.org/10.1007/s12257-008-0020-9.

Hossain, M. M., Oh, Y., & Cho, H. S. (2016). Prevalence of antibody to and DNA of
Lawsonia intracellularis in samples from wild animals in Korea. Journal of Wildlife
Diseases, 52(4), 803-808.

32


https://doi.org/10.1186/s40813-019-0137-6
https://doi.org/10.1002/adma.200900283
https://doi.org/10.1007/s12257-008-0020-9

Jansen, T., Weersink, A., von Massow, M., & Poljak, Z. (2019). Assessing the Value of
Antibiotics on Farms: Modeling the Impact of Antibiotics and Vaccines for Managing

Lawsonia intracellularis in Hog Production. Frontiers in Veterinary Science, 6, 364.

Karuppannan, A. K., & Opriessnig, T. (2018). Lawsonia intracellularis: revisiting the disease
ecology and control of this fastidious pathogen in pigs. Frontiers in veterinary science, 5,
181.

Kim, S. H., & Jang, Y. S. (2017). The development of mucosal vaccines for both mucosal
and systemic immune induction and the roles played by adjuvants. Clinical and
Experimental Vaccine Research, 6(1), 15-21. https://doi.org/10.7774/cevr.2017.6.1.15.

Kroll, J. J., Roof, M. B., Hoffman, L. J., Dickson, J. S., & Hank Harris, D. L. (2005).
Proliferative enteropathy: a global enteric disease of pigs caused by Lawsonia
intracellularis. Animal Health Research Reviews, 6(2), 173-197.
https://doi.org/10.1079/AHR2005109.

Kurland, C. G., & Dong, H. (1996). Bacterial growth inhibition by overproduction of
protein. Molecular microbiology, 21(1), 1-4.

Lawson, G. H. K., & Gebhart, C. J. (2000). Proliferative Enteropathy. 122, 77-100.
https://doi.org/10.1053/jcpa.1999.0347.

Lawson, G. H. K., McOirist, S., Jasni, S., & Mackie, R. A. (1993). Intracellular bacteria of
porcine proliferative enteropathy: Cultivation and maintenance in vitro. Journal of Clinical
Microbiology, 31(5), 1136-1142.

Li, H., Zhang, M., & Zheng, E. (2017). Comprehensive miRNA expression profiles in the ilea
of Lawsonia intracellularis-infected pigs. Journal of Veterinary Medical Science, 79(2), 282-
289.

McElrath, M. J. (2017). Adjuvants: Tailoring humoral immune responses. Current Opinion
in HIV and AIDS, 12(3), 278-284. https://doi.org/10.1097/COH.0000000000000365.

McOrist, S., Gebhart, C. J., Boid, R., & Barns, S. M. (1995). Characterization of Lawsonia
intracellularis gen. nov., sp. nov., the obligately intracellular bacterium of porcine
proliferative enteropathy. International Journal of Systematic Bacteriology, 45(4), 820—-825.
https://doi.org/10.1099/00207713-45-4-820.

McOrist, S., Jasni, S., Mackie, R. A., Berschneider, H. M., Rowland, A. C., & Lawson, G. H.
K. (1995). Entry of the bacterium ileal symbiont intracellularis into cultured enterocytes and
its subsequent release. Research in Veterinary Science, 59(3), 255-260.
https://doi.org/10.1016/0034-5288(95)90013-6.

33


https://doi.org/10.1053/jcpa.1999.0347
https://doi.org/10.1099/00207713-45-4-820
https://doi.org/10.1016/0034-5288(95)90013-6

McOirist, Steven. (2005). Defining the full costs of endemic porcine proliferative enteropathy.
The Veterinary Journal, 170(1), 8-9. https://doi.org/10.1016/J.TVJL.2004.04.008.

Mirajkar, N. S., Kelley, M. R., & Gebhart, C. J. (2017). Draft genome sequence of Lawsonia
intracellularis strain E40504, isolated from a horse diagnosed with equine proliferative
enteropathy. Genome Announcements, 5(19), e00330-17.

Montesino, R., Gutiérrez, N., Camacho, F., Farnés, O., Andrades, S., Gonzalez, A., ...
Toledo, J. R. (2019). Multi-antigenic recombinant subunit vaccine against Lawsonia
intracellularis: The etiological agent of porcine proliferative enteropathy. Vaccine, 37(10),
1340-1349. https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2019.01.029.

Mufioz, A., Abarca, K., Jiménez, J. (2007). Seguridad de las vacunas que contienen
timerosal: Declaracion del Comité Consultivo de Inmunizaciones (CCl) de la Sociedad
Chilena de Infectologia. Revista Chilena Infectologia 24 (5); 372-376.

Nascimento, I. P., & Leite, L. C. C. (2012). Recombinant vaccines and the development of
new vaccine strategies. Brazilian Journal of Medical and Biological Research = Revista
Brasileira  de Pesquisas Medicas e Biologicas, 45(12), 1102-1111.
https://doi.org/10.1590/s0100-879x2012007500142.

Obradovic, M., Pasternak, J. A., Ng, S. H., Allan, B., Brownlie, R., & Wilson, H. L. (2019).
Immunoproteomic analysis of Lawsonia intracellularis identifies candidate neutralizing
antibody targets for use in subunit vaccine development. Veterinary microbiology, 235, 270-
279.

Peixoto, P. V., Franga, T. N., Ribeiro, C. T., Bezerra Jr, P. S., & Driemeier, D. (2008).
Proliferative enteropathy (Lawsonia intracellularis) outbreak in rabbits in Brazil. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, 28, 447-451.

Quiroga, A. J., Huertas, A., Combita, A. L., & Bravo, M. M. (2010). Variacién en el nimero
de repeticiones EPIYA-C en la proteina CagA de aislamientos colombianos de Helicobacter
pylori y su capacidad para inducir fenotipo colibri en células epiteliales
gastricas. Biomédica, 30(2), 251-258.

Riber, U., Heegaard, P. M. H., Cordes, H., Stahl, M., Jensen, T. K., & Jungersen, G. (2015).
Vaccination of pigs with attenuated Lawsonia intracellularis induced acute phase protein
responses and primed cell-mediated immunity without reduction in bacterial shedding after
challenge. Vaccine, 33(1), 156—162. https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2014.10.084.

34


https://doi.org/10.1016/J.TVJL.2004.04.008
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2019.01.029
https://doi.org/10.1590/s0100-879x2012007500142
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2014.10.084

Rosano, G. L9. y Ceccarelli, E. A. (2014). Recombinant protein expression in Escherichia
coli: Advances and challenges. Frontiers in Microbiology, 5, Numero APR. Frontiers
Research Foundation. https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00172.

Resende, T. P., Pereira, C. E. R., Gabardo, M. D. P., Haddad, J. P. A., Lobato, Z. . P., &
Guedes, R. M. C. (2015). Serological profile, seroprevalence and risk factors related to
Lawsonia intracellularis infection in swine herds from Minas Gerais State, Brazil. BMC

veterinary research, 11(1), 1-6.

Stanbury, P. F., Whitaker, A. y Hall, S. J. (2017). Culture preservation and inoculum
development. Principles of Fermentation Technology (pp. 335-399). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/b978-0-08-099953-1.00006-5.

Starck, M. F. (2020) Desarrollo y caracterizacion de un candidato vacunal recombinante
contra Hantavirus basado en las glicoproteinas de superficie del virus Andes. Universidad

de Concepcion.

Tripathi, N. K. (2016). Production and Purification of Recombinant Proteins from
Escherichia coli. ChemBioEng Reviews, 3(3), 116-133.
https://doi.org/10.1002/cben.201600002.

Vannucci, F. A., & Gebhart, C. J. (2014). Recent Advances in Understanding the
Pathogenesis of Lawsonia intracellularis Infections. Veterinary Pathology, 51(2), 465-477.
https://doi.org/10.1177/0300985813520249.

Vannucci, Fabio A., Gebhart, C. J., & McOirist, S. (2019a). Proliferative Enteropathy. In
Diseases of Swine (pp. 898-911). https://doi.org/10.1002/9781119350927.ch58.

Vannucci, Fabio A., Gebhart, C. J., & McOirist, S. (2019b). Proliferative Enteropathy. In
Diseases of Swine (pp. 898-911). https://doi.org/10.1002/9781119350927.ch58.

Weuster-Botz, D., Hekmat, D., Puskeiler, R. y Franco-Lara, E. (2006). Enabling
technologies: Fermentation and downstream processing.Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, 105, 205-247. https://doi.org/10.1007/10 2006 034.

Zhang, L., Wang, W., & Wang, S. (2015). Effect of vaccine administration modality on
immunogenicity and efficacy. Expert Review of Vaccines, 14(11), 1509-1523.
https://doi.org/10.1586/14760584.2015.1081067.

35


https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00172
https://doi.org/10.1016/b978-0-08-099953-1.00006-5
https://doi.org/10.1177/0300985813520249
https://doi.org/10.1002/9781119350927.ch58
https://doi.org/10.1002/9781119350927.ch58
https://doi.org/10.1007/10_2006_034
https://doi.org/10.1586/14760584.2015.1081067

