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DESCRIPCION

Aislado de Neospora caninum.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un aislado de protozoo parasito atenuado novedoso y a un anticuerpo monoclonal
que se une especificamente al aislado. La cepa es titil en el desarrollo de ensayos de diagnéstico para la deteccion de
pardsitos en animales. La presente invencién también se refiere a una composiciéon de vacuna que comprende un
aislado de protozoo parésito atenuado de la invencién. La invencién se refiere ademds a un método para diagnosticar
una infeccion pardsita que comprende detectar la presencia de un aislado de la invencion. La invencién también se
refiere al uso del aislado de protozoo parasito de la invencién en la preparacién de una composicién de vacuna para el
tratamiento de prevencidon de la infeccion o enfermedad en un animal.

Finalmente, la invencidn se refiere al uso de un anticuerpo de la invencion en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de la infeccién o enfermedad en un animal y en los métodos de diagnéstico de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Apicomplexa es un filum diverso de protozoos que contiene algunos de los microorganismos mas patogénicos
conocidos por el hombre. Los elementos representativos incluyen taxones de los géneros bien conocidos tales como
Plasmodium, Babesia y Toxoplasma. En 1984, un grupo de investigacion de Noruega inform6 de un protozoo for-
mador de quistes desconocido previamente que producia encefalitis y miositis en perros (Bjerkas et al. 1984). Estos
signos clinicos eran consecuentes con los producidos por Toxoplasma gondii, un miembro ampliamente distribuido
de Apicomplexa. Sin embargo, a diferencia de 7. gondii, el microorganismo no era patégeno para ratones no consan-
guineos, ni estaban presentes anticuerpos especificos frente a 7. gondii en los sueros de los perros estudiados. Esto
dio lugar a investigacién adicional que demostré de manera concluyente que el microorganismo era ultraestructural y
antigénicamente distinto de 7. gondii (Dubey et al. 1988). Por tanto, se describié Neospora caninum como un nuevo
miembro de la familia Sarcocystidae. Poco después, se implicé a N. caninum como una causa de aborto en el ganado
(Thilstead & Dubey, 1989).

Se ha obtenido ahora un nimero creciente de aislados de N. caninum, usando tecnologias que implican predomi-
nantemente la inoculacién directa de tejidos infectados en células de cultivo tisular (Dubey et al. 1988, Conrad et al.
1993), aunque se ha comprobado que los aislados bovinos son dificiles de obtener. La razén principal de esto han sido
los efectos perjudiciales de la autdlisis sobre la viabilidad de N. caninum en tejidos fetales bovinos abortados. Por
tanto, se prefiere el aislamiento de una poblacion de parésitos a partir de un animal vivo.

Estudios recientes sobre las propiedades bioldgicas de aislados bovinos y caninos han sugerido que pertenecen a
una unica especie llamada N. caninum (Holmdahl et al. 1997), a pesar del hecho de que existen amplias diferencias
entre los aislados en sus propiedades bioldgicas. Estas incluyen diferencias en antigenicidad, ultraestructura, pato-
genicidad y heterogeneidad genética (Conrad et al. 1993, Marsh et al. 1995, Lindsay et al. 1995 y Atkinson et al.
1999).

Por tanto, no todos los aislados de N. caninum pueden poseer las mismas propiedades, y de hecho al menos
un aislado de N. caninum se identific6 de manera errébnea como Hammondia heydorni previamente (Schares et al.
2001). De hecho, otros autores han especulado sobre si N. caninum y H. heydorni son la misma especie o diferentes
(Mehlhorn y Heydorn, 2000). Hammondia heydorni es también un coccidio formador de quistes que tiene un ciclo de
vida que es muy similar al de N. caninum. Por tanto, la verdadera identidad de la especie N. caninum se estd debatiendo
actualmente, y su relacién con H. heydorni no estd clara.

En el ganado, el aborto debido a infecciones por N. caninum se produce normalmente a la mitad o al final de la
gestacion, aunque no todos los fetos infectados abortaron. Muchos terneros infectados congénitamente nacen sanos e
infectados de manera persistente, aunque algunos terneros infectados estdn enfermos en el nacimiento y mueren en el
periodo neonatal con lesiones similares a las de los terneros abortados.

El desarrollo y uso de pruebas seroldgicas para el diagnéstico de la neosporosis en el ganado, junto con la identifi-
cacién de animales infectados o expuestos a N. caninum, se ha estudiado previamente en gran detalle (Bjorkman et al.
1999; Atkinson et al. 2000a). Sin embargo, de manera significativa, no existe una vacuna eficaz contra la transmisién
transplacentaria o pérdida fetal que se produce como resultado de la neosporosis y los intentos de formular una vacuna
han encontrado un éxito limitado.

Liddel et al. (1999) inyectaron a ratones BALB/c hembras una preparacién de lisado de taquizoito de N. caninum
en bruto coadministrada con el adyuvante InmuMAXSR™. Estos ratones se aparearon posteriormente, y las hembras
prefiadas se expusieron a taquizoitos de N. caninum a los 10-12 dias de gestacion. Los resultados mostraron que una
inyeccidn unica ofrecia protecciéon completa contra la transmision transplacentaria del pardsito a las crias. Todas las
crias en este grupo experimental estaban libres de la infeccion parasita. No se han notificado todavia resultados de la
eficacia de esta formulacién de vacuna en ganado bovino.
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Baszler et al. (2000) examinaron la posibilidad de la vacunacién de ratones BALB/c con antigeno de N. caninum
soluble formulado en, o bien vesiculas de tensioactivo no iénico o bien en adyuvante completo de Freund. Este enfoque
dio como resultado el agravamiento de la encefalitis y la enfermedad neurolégica en estos ratones. Estas observaciones
se caracterizaban por el aumento de secrecién de IL-4 especifica de antigeno y el aumento de las proporciones de
I1gG1:IgG2 in vivo.

Adrianarivo et al. (1999) sometieron a prueba cuatro adyuvantes diferentes con una preparacion de taquizoito de N.
caninum completo inactivado para determinar la inmunogenicidad. Los resultados indicaron que las respuestas inmu-
nitarias, tal como se determinaron mediante los titulos IFAT, eran significativamente superiores en ganado infectado
experimentalmente comparado con ganado inmunizado.

Adrianarivo et al. (2000) estudiaron el efecto de una preparacién de taquizoito de N. caninum inactivado en ganado
prefiado usando un adyuvante POLYGEN™. Se inyectaron novillos en el dia 36 y en el dia 65 de la gestacion y se
expusieron cuatro semanas mads tarde a inyeccion intravenosa o intramuscular de taquizoitos. Tras la inmunizacion,
los novillos desarrollaron tanto respuestas inmunitarias humorales como mediadas por células caracterizadas por un
aumento en la produccién de IgG1 e IFN-y respectivamente. Sin embargo, tras una exposicién con taquizoitos de
N. caninum, no se produjo una respuesta inmunitaria mediada por células significativa. Todos los fetos del estudio,
tanto de ganado control como experimental, desarrollaron lesiones caracteristicas de la infeccién por N. caninum. Se
concluy6 que esta formulacion fall6 en la prevencién de la infeccién fetal en ganado prefado.

A diferencia del desarrollo de vacunas contra pardsitos con microorganismo inactivado o modificadas genética-
mente, estdn disponibles vacunas basadas en poblaciones vivas de parasitos, por ejemplo contra el aborto inducido por
Toxoplasma en ovejas (Buxton & Innes, 1995) y pardsitos Eimeria de las aves de corral (Shirley & Bedrnik, 1997).
Sin embargo, no estd disponible una vacuna viva contra N. caninum.

La bibliografia sobre vacunas vivas contra N. caninum es limitada. Atkinson et al. (1999) mostraron que la infec-
cion de ratones sin tratar por el aislado Nc-SweB1 de N. caninum los protegia parcialmente contra una infeccién grave
por Nec-Liverpool. Lindsay et al. (1999) generaron mutantes sensibles a la temperatura de N. caninum y demostraron
que podrian prevenir los signos clinicos asociados con la neosporosis en ratones.

R. Atkinson et al.: “Comparison of the biological characteristics of two isolates of Neospora caninum”. Parasito-
logy, Apr. 1999, volumen 118 (pt4), paginas 363-370 compara las propiedades genéticas y bioldgicas de un aislado
bovino (NC-SweB1) y uno canino (NC-Liverpool) de Neospora caninum. Ninguno de los dos aislados estd atenuado de
manera natural; la infeccién con NC-Liverpool da como resultado que los animales se vean comprometidos rapidamen-
te con respecto al peso mientras que la infeccién con NC-SweB 1 produce lesiones cerebrales. Los aislados NCSweB 1
y NC-Liverpool tienen ambos secuencias ITS-1 que son diferentes de la del aislado de la presente invencién.

Schares, G. et al.: “Neospora caninum: Identification of 19-, 38-, and 40-kDa surface antigens and a 33-kDa
dense granule antigen using monoclonal antibodies” describe el desarrollo de anticuerpos monoclonales obtenidos
tras la inmunizacion de ratones con taquizoitos recién aislados de la cepa NC-1 de N. caninum. Los anticuerpos son
especificos para N. caninum ya que no reaccionan con la cepa RH de T. gondii. El documento describe que no se
someti6 a prueba la reactividad de los anticuerpos frente a otros aislados de N. caninum.

En Baszler, T. V. et al. “Detection of PCR of Neospora caninum in fetal tissues from spontaneous bovine abortions”
Journal of Clinical Microbiology, 1999, volumen 37, N° 12, el autor examina la utilidad de la PCR en la deteccién de
la infeccidén por N. caninum en tejidos fetales de abortos bovinos espontaneos.

En Schares, G. et al. “Bovine neosporesis: comparison of serological methods using outbreak sera from a dairy
heard in New Zeeland”, International Journal for Parasitology, 1999, volumen 29, N° 10, piginas 1659-1667, los
autores usan pruebas seroldgicas, incluyendo ELISA, IFAT e inmunotransferencias para identificar individuos seropo-
sitivos en un rebaiio lechero.

El documento WO 99/20303 A describe vacunas que contienen N. caninum vivo e inactivado. No existe en el
documento una descripcién de una cepa de N. caninum atenuada de manera natural.

Adicionalmente, se han descrito métodos de diagndstico para la deteccidon de N. caninum en: Atkinson, R. et al.
“Progress in the serodiagnosis of Neospora caninum infections of cattle”, Parasitology Today, volumen 16, N° 3, 2000,
paginas 110-114, Bjorkman, C. & Uggla, A. “Serological diagnosis of neospora caninum infection”, International
Journal for Parasitology, volumen 29, 1999, paginas 1497-1507, y en Ellis, J. T. et al. “Development of a single
tube nested polymerase chain reaction assay for the detection of neospora caninum DNA”, International Journal for
Parasitology, volumen 29, 1999, paginas 1589-1596.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han aislado un parasito de protozoo novedoso a partir del sistema nervioso central de un
ternero lechero. El parasito se identificé basandose en varios criterios como un aislado de Neospora caninum 'y se de-
nomind cepa “Nc-Nowra”. Este aislado estd atenuado de manera natural en su capacidad para provocar neosporosis en
un animal de laboratorio, y por tanto es un aislado ideal para servir como base para una vacuna contra esta enfermedad.
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Se deposité una muestra del aislado Nc-Nowra segun las disposiciones del tratado de Budapest de 21 de junio
de 2001 con los Australian Government Analytical Laboratories (Laboratorios analiticos del gobierno australiano)
(AGAL) y un nimero de registro de AGAL acordado NM01/22338. Ademads, se deposité una muestra de células Vero
segun las disposiciones del tratado de Budapest de 21 de junio de 2001 con los Australian Government Analytical
Laboratories (AGAL) y un nimero de registro de AGAL acordado NM01/22339.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencidn proporciona un aislado de protozoo parasito atenuado
de manera natural, en el que

a) dicho aislado es el aislado depositado como el nimero de registro de AGAL NMO01/22338, o un aislado
que tiene el perfil antigénico del aislado depositado como el nimero de registro de AGAL NMO01/22338
tal como se detecta mediante inmunotransferencia de tipo Western usando sueros obtenidos de ratones
infectados de manera aguda (con una tnica dosis) con Neospora caninum Liverpool, y una secuencia ITS-
1 que es similar en el 99% a la secuencia ITS-1 de N. caninum depositada con el nimero de registro de
NCBI Genbank AF029702 o AF 038860, y

b) dicho aislado se une especificamente mediante un anticuerpo monoclonal producido frente al aislado depo-
sitado como el nimero de registro de AGAL NM01/22338.

En una realizacion preferida del primer aspecto, el aislado es el depositado como niimero de registro de AGAL
NMO1/22338.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a
un aislado segtin el primer aspecto.

En un tercer aspecto, la presente invencidén proporciona una célula huésped aislada o un cultivo celular infectado
con un aislado del primer aspecto. Preferiblemente, la célula huésped deriva de la muestra depositada como ntimero
de registro de AGAL NMO01/223309.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona una composicién de vacuna que comprende un aislado del primer
aspecto. Preferiblemente, el aislado estd en forma de un pardsito inactivado.

La presente invencién también proporciona una composicién de vacuna que comprende un extracto de un aislado
seglin el primer aspecto. Preferiblemente, el extracto se selecciona del grupo que consiste en un lisado celular, un
polipéptido antigénico y un polinucleétido que codifica para un polipéptido antigénico.

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un aislado de protozoo pardsito segtin la inven-
cién en la preparacién de una composicién de vacuna para el tratamiento o prevencién de la infeccién o enfermedad
en un animal.

En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona el uso de un anticuerpo monoclonal segtn la invencién
para la preparacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion de la infeccién o enfermedad en un animal.

En un séptimo aspecto, la presente invencién proporciona un método para diagnosticar una infeccién o enfermedad
producidas por pardsitos en un animal, comprendiendo el método identificar la presencia del aislado segin el primer
aspecto de la invencién en una muestra clinica del animal.

En una realizacion preferida del quinto, sexto o séptimo aspectos, la infeccién o enfermedad estd producida por la
presencia de Neospora en el animal.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Gréfico de dispersion que muestra lecturas de ELISA de sueros frente a N. caninum para vacas indivi-
duales del rebafio de estudio.

Figura 2. Diagrama de barras que muestras las respuestas de IgG (como absorbancias de ELISA) frente al antigeno
de N. caninum en ratones infectados con o sin Nc-Nowra antes de la gestacion. Se indican los grupos a los que se les
administré Nc-Liverpool en el dia 8 de la gestacién. S6lo los ratones que recibieron Nc-Nowra antes de la gestacion
dieron altos titulos de IgG.

Descripcion detallada de la invencion

El aislado parésito de la presente invencién puede usarse para desarrollar herramientas de diagnéstico o ayudas
para la deteccion o diagnéstico de enfermedades pardsitas en animales. Tales herramientas o ayudas de diagnéstico
incluyen polipéptidos antigénicos derivados del aislado, anticuerpos producidos frente al aislado y sondas o cebadores
moleculares derivados del genoma del aislado.
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Pueden usarse técnicas de purificacion de proteinas convencionales para aislar polipéptidos antigénicos de la cepa
pardsita novedosa de la presente invencion. Tales técnicas incluyen precipitacion selectiva con sustancias tales como
sulfato de amonio, cromatografia en columna, métodos de inmunopurificacion, y similares. Véase, por ejemplo, R.
Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag: Nueva York (1982). Pueden secuenciarse pro-
tefnas y secuencias de las mismas aisladas de la cepa segtin técnicas convencionales tal como se describe por ejemplo
en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Publish., Cold Spring Harbour,
NY 2* Ed (1989).

Segtn la invencion, los anticuerpos producidos frente a la cepa son anticuerpos monoclonales, que se unen especi-
ficamente al aislado de Neospora de la invencién.

El experto en la técnica puede obtener anticuerpos monoclonales mediante diversas técnicas. En resumen, se in-
mortalizan células del bazo en un animal inmunizado con un inmunégeno deseado, cominmente mediante fusién
con células de mieloma (véase, Koller y Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511-519 (1976)). Los métodos alternativos de
inmortalizacién incluyen la transformacion con virus de Epstein Barr, oncogenes o retrovirus, u otros métodos bien
conocidos en la técnica. Se examinan las colonias que surgen de las células inmortalizadas individuales para detectar
la produccién de anticuerpos de la especificidad y afinidad deseadas para el antigeno deseado.

Los anticuerpos monoclonales, que se dirigen frente a epitopos, son particularmente utiles en diagndstico, y los
que son neutralizantes son ttiles en inmunoterapia pasiva. Los anticuerpos monoclonales, en particular, pueden usarse
para producir anticuerpos anti-idiotipo. Los anticuerpos anti-idiotipo son inmunoglobulinas que portan una “imagen
interna” del antigeno del agente frente al que se desea proteccion.

Las técnicas para producir anticuerpos anti-idiotipo se conocen en la técnica. Estos anticuerpos anti-idiotipo tam-
bién pueden ser ttiles en el tratamiento.

Para los fines de esta invencion, el término “anticuerpo”, a menos que se especifique lo contrario, incluye fragmen-
tos de anticuerpos completos que conservan su actividad de unién para un antigeno diana. Tales fragmentos incluyen
fragmentos Fv, F(ab’) y F(ab’),, asi como anticuerpos de cadena sencilla (scFv).

En una realizacidn, los anticuerpos de la presente invencién se unen especificamente al aislado de Neospora de la
presente invencion.

Los anticuerpos de la invencion pueden unirse a un soporte sélido y/o envasarse en kits en un recipiente adecuado
junto con reactivos, controles e instrucciones adecuados y similares.

Pueden generarse sondas o cebadores moleculares para detectar el aislado de la presente invencién por medios
sintéticos o recombinantes. Preferiblemente, el polinucleétido tiene al menos 16 nucledtidos de longitud, més preferi-
blemente al menos 20, 25, 30 6 40 nucledtidos de longitud. El polinucleétido puede usarse para producir un cebador,
por ejemplo un cebador de PCR, un cebador para una reaccién de amplificacidn alternativa, o una sonda, por ejemplo,
conjugada por medios convencionales con un marcador radiactivo o no radiactivo.

Puede lograrse el diagndstico detectando la presencia del pardsito o sometiendo a ensayo para detectar anticuerpos
frente al pardsito en el animal. Dado que ahora existe preocupacién de que los humanos sean propensos a este tipo de
infecciones pardsitas, la presente invencion incluye aplicaciones humanas.

El parésito puede detectarse cultivando el pardsito a partir de una muestra clinica e identificando el parésito por
microscopia, o puede identificarse mediante el uso de anticuerpos frente al pardsito o detectando una parte del genoma
del parasito mediante técnicas de biologia molecular. La muestra clinica puede ser una biopsia, muestra de deposicio-
nes, muestra de sangre, tejido fetal o similares. Se apreciard que el descubrimiento del pardsito y su asociacién con
enfermedades pardsitas permitirdn su detecciéon mediante cualquiera de los métodos conocidos de la técnica. También
se apreciard que pueden usarse también métodos de deteccion molecular como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para identificar la presencia del parasito en una muestra clinica.

Se describen procedimientos inmunoldgicos y de inmunoensayo en general en Basic And Clinical Immunology 7¢
Ed. (D. Stites and A. Terr ed.) 1991. Segun la presente invencién, los inmunoensayos pueden realizarse en cualquiera
de varias configuraciones, que se tratan de manera amplia en Enzyme Immunoassay, E. T. Maggio, ed., CRC Press,
Boca Raton, Fla. (1980); “Practice and Theory of Enzyme Immunoassays,” P. Tijssen, Laboratory Techniques In
Biochemistry And Molecular Biology, Elsevier Science Publishers B. V. Amsterdam (1985). Por ejemplo, una persona
experta en la técnica entenderia que las protefnas y anticuerpos segin la presente invencioén pueden usarse en ELISA,
analisis de inmunotransferencia y ensayos de aglutinacién.

En resumen, los inmunoensayos para medir anticuerpos o antigenos son ensayos de unién o bien competitiva o
bien no competitiva. En los ensayos de unién competitiva, el analito de muestra (por ejemplo, anticuerpos anti-N.
caninum) compite con un analito marcado (por ejemplo, anticuerpo monoclonal anti-N. caninum) por sitios de unién
especifica sobre un agente de captura (por ejemplo, proteina de N. caninum aislada) unido a una superficie sélida. La
concentracion de analito marcado unido al agente de captura es inversamente proporcional a la cantidad de analito
libre presente en la muestra.
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Los ensayos no competitivos son normalmente ensayos de intercalacion, en los que el analito de muestra se une
entre dos reactivos de unién especificos del analito. Uno de los agentes de unién se usa como un agente de captura y
se une a una superficie sélida. El segundo agente de unién estd marcado y se usa para medir o detectar el complejo
resultante por medios visuales o instrumentales.

Alternativamente, el inmunoensayo se lleva a cabo en fase liquida y se emplean una variedad de métodos de
separacion para separar el componente marcado unido de los componentes marcados no unidos. Estos métodos los
conocen los expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, inmunoprecipitacién, cromatografia en columna,
adsorcion, adicion de particulas magnéticas recubiertas con un agente de unién y otros procedimientos similares.

En otro procedimiento alternativo, se lleva a cabo un inmunoensayo en fase liquida sin un procedimiento de sepa-
racién. Normalmente, en estos procedimientos, la proteina sometida a ensayo u otro analito compite con un compuesto
por su unién a un anticuerpo unido a un marcador. La unién del analito a un anticuerpo, pero no la unién del compuesto
al anticuerpo, produce un cambio en la sefial emitida por el marcador, de manera que se mide la unién sin separar el
componente marcado unido del no unido.

También se usa el andlisis de inmunotransferencia de tipo Western para detectar la presencia de anticuerpos frente al
aislado pardsito en una muestra bioldgica. Esta técnica es un método fiable para confirmar la presencia de anticuerpos
frente a una proteina particular en la muestra.

Las composiciones de vacuna preparadas usando extractos del aislado de la presente invencion pueden usarse para
el tratamiento y/o prevencién de infecciones pardsitas, preferiblemente infecciones por N. caninum.

Preferiblemente, el extracto se selecciona del grupo que consiste en pardsitos atenuados vivos, pardsitos inactivados
y fijados, lisados celulares, polipéptidos antigénicos y polinucleéticos que codifican para polipéptidos antigénicos.

Las vacunas de la invencién pueden comprender un extracto en bruto del aislado pardsito novedoso. También
pueden usarse pardsitos o células inactivadas y/o fijadas quimicamente. Las vacunas también pueden comprender
preparaciones polipeptidicas parcial o completamente purificadas derivadas del aislado pardsito. El polipéptido puede
ser un antigeno producido mediante tecnologia de ADN recombinante.

Ademés, las secuencias polinucleotidicas derivadas del aislado parasito novedoso pueden clonarse en virus que
transfectan células huésped en animales. Los virus atenuados vivos, tales como vaccinia o adenovirus, son alternativas
convenientes a las vacunas debido a que son baratos de producir y se transportan y administran facilmente. Se apreciara
que los polinucleétidos derivados del aislado parasito de la presente invencién también pueden incorporarse en vectores
de vacuna no virales.

La preparacién de vacunas que contienen un(os) polipéptido(s) inmunogénico(s) como principio(s) activo(s), se
conoce por el experto en la técnica. Normalmente, tales vacunas se preparan como agentes inyectables, o bien como
disoluciones liquidas o bien como suspensiones; también pueden prepararse formas s6lidas adecuadas para disolucién
o suspension en liquido antes de la inyeccion. La preparacidon también puede emulsionarse, o encapsularse la proteina
en liposomas. A menudo, los principios inmunogénicos activos se mezclan con excipientes que son farmacéuticamente
aceptables y compatibles con el principio activo. Tales excipientes son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa,
glicerol, etanol, o similares y combinaciones de los mismos.

Ademds, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
emulsionantes o humectantes, agentes tamponantes del pH, y/o adyuvantes que mejoran la eficacia de la vacuna.

Los ejemplos adicionales de adyuvantes y otros agentes incluyen hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfa-
to de aluminio-potasio (alumbre), sulfato de berilio, silice, caolin, carbono, emulsiones de agua en aceite, emulsiones
de aceite en agua, dipéptido de muramilo, endotoxina bacteriana, lipido X, Corinebacterium parvum (Propionobac-
terium acnes), Bordella pertussis, polirribonucledtidos, alginato de sodio, lanolina, lisolecitina, vitamina A, saponina,
liposomas, levamisol, DEAE-dextrano, copolimeros bloqueados u otros adyuvantes sintéticos. Tales adyuvantes estan
disponibles comercialmente de diversas fuentes, por ejemplo adyuvante completo y adyuvante incompleto de Freund
(Difco Laboratories, Detroit, Michigan).

Normalmente, se usan adyuvantes tales como Quil A, Amphigen (aceite en agua), Alhydrogel (hidr6xido de alu-
minio), o una mezcla de Amphigen y Alhydrogel. También pueden usarse otras moléculas inmunoestimulantes tales
como citocinas (por ejemplo, y-interferén).

La proporcién de inmundgeno y adyuvante puede variar en un amplio intervalo siempre que ambos estén presentes
en cantidades eficaces. Por ejemplo, el hidréxido de aluminio puede estar presente en una cantidad de aproximadamen-
te el 0,5% de la mezcla de vacuna (base de Al,O;). Convenientemente, las vacunas se formulan para que contengan
una concentracién final de inmundégeno en el intervalo de desde 0,2 hasta 200 pg/ml, preferiblemente de 5 a 50 ug/ml,
lo més preferiblemente 15 ug/ml.

Tras la formulacidn, la vacuna puede incorporarse en un recipiente estéril que entonces se sella y se almacena a
baja temperatura, por ejemplo 4°C, o puede liofilizarse. La liofilizacién permite un almacenamiento a largo plazo en
una forma estabilizada.
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Las vacunas se administran de manera convencional por via parenteral, mediante inyeccién, por ejemplo, o bien
por via subcutdnea o bien por via intramuscular. Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de
administracién incluyen supositorios y, en algunos casos, formulaciones orales. Para los supositorios, los aglutinantes
y vehiculos tradicionales pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos; tales supositorios pueden
formarse a partir de mezclas que contienen el principio activo en el intervalo del 0,5% al 10%, preferiblemente del
1% al 2%. Las formulaciones orales incluyen excipientes empleados normalmente de ese tipo como, por ejemplo,
calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de
magnesio y similares. Estas composiciones toman la forma de disoluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, cap-
sulas, formulaciones o polvos de liberacidn sostenida y contienen del 10% al 95% de principio activo, preferiblemente
del 25% al 70%. Cuando la composicién de vacuna esta liofilizada, el material liofilizado puede reconstituirse antes
de su administracién, por ejemplo como una suspension. La reconstitucion se efectia preferiblemente en tampoén.

Las cédpsulas, comprimidos y pildoras para la administracién oral a un paciente pueden proporcionarse con un
recubrimiento entérico que comprende, por ejemplo, Eudragit “S”, Eudragit “L”, acetato de celulosa, acetato-ftalato
de celulosa o hidroxipropilmetilcelulosa.

Las composiciones de vacuna de la presente invencion pueden administrarse a animales propensos o en cualquier
caso en riesgo de infeccién para provocar una respuesta inmunitaria frente al pardsito y por tanto mejorar las capaci-
dades de respuesta inmunitaria propias del animal. Tal cantidad se define que es una “cantidad inmunogénicamente
eficaz”. En este uso, la cantidad precisa depende del criterio del veterinario o doctor que receta e incluiria la conside-
racion del estado de salud y peso del paciente, el modo de administracion, la naturaleza de la formulacién y similares.

Una variedad de regimenes de vacunacién pueden ser eficaces para inmunizar ganado y otros animales. Preferi-
blemente, el ganado hembra se vacuna junto antes o en el momento de la cria de manera que se previene el aborto y
se reduce la posibilidad de infecciones congénitas. Puede proporcionarse una segunda inmunizacién en otros periodos
de tiempo antes y durante la gestacion. Si se desea, también pueden vacunarse los terneros y machos adultos. Los
animales que se han expuesto previamente a N. caninum o han recibido anticuerpos de calostro de la madre pueden
requerir inyecciones de refuerzo. La inyeccidn de refuerzo se fija preferiblemente para que coincida con los momentos
de exposiciéon mdxima y/o riesgo de aborto.

Con el fin de que la presente invencién pueda entenderse mas claramente, se describirdn formas preferidas con
referencia a los siguientes ejemplos y dibujos.

Ejemplo 1
Aislamiento de Neospora sp. bovina en Nueva Gales del Sur

Se describe el aislamiento y caracterizacién de un pardsito de Neospora a partir de un ternero Holstein-Friesian
australiano neonato clinicamente normal. El ternero nacié de una madre mantenida en un rebafio lechero comercial de
ganado Holstein-friesian ubicado en la costa sur de Nueva Gales del Sur (NSW, “New South Wales”), Australia, cerca
de Nowra. Este rebafio ha estado infectado endémicamente con neosporosis durante varios afios y se ha estudiado de
manera extensa (Atkinson et al. 2000b). En primer lugar, se identific6 que la madre era serolégicamente positiva con
un titulo IFAT de 1280 para N. caninum en marzo de 1995, habiendo abortado previamente en enero de 1994 pero no
desde entonces. El ternero, que era seropositivo para el antigeno de N. caninum mediante inmunotransferencia de tipo
western, se mantuvo sano y no mostré signos clinicos de infeccién por N. caninum antes de su sacrificio (departamento
de agricultura de NSW) con fenobarbital potenciado intravenoso (Euthetal) mediante puncién yugular con una aguja
de calibre 21 y una jeringuilla de 20 ml, dosificada para ser eficaz. Tras el sacrificio, se extrajeron el cerebro, la médula
espinal (incluyendo los segmentos tordcicos T10 a T15) después de la diseccion de los tejidos del craneo y la region
cervical y la exposicion del sistema nervioso central (SNC) usando una sierra y cuchillas 6seas. Con la excepcion
de un segmento de 3 cm de didmetro de la corteza cerebral frontal izquierda que se fij6 en formalina al 10% para el
procesamiento histoldgico, se colocaron los tejidos del SNC inmediatamente en solucién salina con antibiético (NaCl
al 0,9% que contenia penicilina y estreptomicina) y se homogeneizaron. Se afiadié entonces tripsina al 0,005% y se
incub6 el homogeneizado durante 30 min a 37°C. Se centrifugd el homogeneizado durante 10 min a 1200 g y se
resuspendié en solucién salina con antibidtico. Se lavo el sedimento dos veces en solucién salina con antibiético con
centrifugacion.

Para el cultivo tisular, se resuspendi6 el sedimento en 8 ml de medio de cultivo tisular y se colocé usando una
técnica aséptica en un matraz que contenia una monocapa de células Vero (Barber et al. 1995). Desgraciadamente, los
cultivos se contaminaron y se descartaron.

Se inyectaron por via intraperitoneal homogeneizados en solucién salina con antibidtico en ratones deficientes
en el receptor del interferén gamma (IFN-yRKO, 129/Sv) con una aguja de calibre 23. Se inyect6 a los ratones un
homogeneizado de, o bien extracto de cerebro infectado (6 ratones) o de médula espinal (6 ratones) y después se
monitorizaron diariamente para detectar signos clinicos de enfermedad. Se observaron signos clinicos que sugerfan
neosporosis incluyendo pelaje erizado, apariencia letargica acurrucada y pérdida de peso (Atkinson et al. 1999), en
ambos grupos de ratones (inyectados con el extracto de cerebro y médula espinal) en el plazo de 23 dias tras la
inoculacién con el homogeneizado. Se sacrificaron los ratones con diéxido de carbono y se extrajeron sus cerebros y
se procesaron como anteriormente para la infeccién de células en cultivo tisular con tejido cerebral bovino, usando sin

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 287 145 T3

embargo volimenes mds pequefios. También se pasaron homogeneizados de cerebro de nuevo a ratones deficientes
para IFN-yRKO sin tratar, que desarrollaron signos clinicos de neosporosis a los 23 dias tras la infeccién. Un tercer
pasaje en ratones dio como resultado que se observaran signos clinicos a partir de los 10 dias tras la infeccién.

Los exdmenes histopatolégicos, realizados por el departamento de agricultura de NSW, de secciones multiples de
cerebro del ternero clinicamente normal identificaron una encefalitis no supurativa multifocal muy leve caracterizada
por focos raros de gliosis e infiltracion perivascular. No se observaron elementos parasitos, sin embargo, las lesiones
se consideraron consecuentes con la infeccidn cerebral intrauterina muy leve con N. caninum (Boulton et al. 1995).
El examen histolégico del cerebro de 5 ratones inoculados con homogeneizados cerebrales de terneros identificd
una encefalitis no supurativa multifocal leve en los 5, identificindose 2 estructuras apicomplejas que se asemejan
a taquizoitos de N. caninum en la seccién de tejido de coroide cerebral de un tnico ratén. La inmunohistoquimica
realizada sobre esta seccidn identificé una tincién de inmunoperoxidasa positiva con antisueros anti-Neospora.

Las células Vero infectadas con homogeneizados cerebrales de uno de estos ratones dieron como resultado la
proliferacién de taquizoitos a los 14 dias tras la infeccién. Se ha logrado ahora de manera satisfactoria el crecimiento
in vitro de estos pardsitos durante 15 meses. Se identificé el aislado como un miembro del género Neospora por las
razones explicadas a continuacién y se denominé Nc-Nowra, por la ubicacién geogréfica del rebaifio de estudio.

Ejemplo 2
Caracterizacion de los microorganismos aislados

Microscopia electronica. Se recuperaron taquizoitos del cultivo in vitro y se examinaron mediante microscopia
electrénica de transmision. Se fijaron los taquizoitos en glutaraldehido al 2,5%, paraformaldehido al 2% en tamp6n
fosfato pH 7,2 durante 2 horas; se lavaron tres veces con tampdn cacodilato 0,1 M y se fijaron posteriormente en
tetroxido de osmio acuoso al 1%. Tras eliminar el fijador en exceso lavando con agua, se deshidrataron los parasitos
en etanol, se transfirieron a acetona anhidra y se infiltraron y embebieron en resina Epon. Se cortaron los bloques
y se examinaron las secciones ultrafinas con un microscopio electrénico de transmisién JEM 1010. Se identificaron
los taquizoitos como N. caninum en virtud de su tamafio, forma y estructuras internas que incluyen la presencia de
orgdnulos intracelulares caracteristicos tales como roptries densos a los electrones (Speer ef al. 1999).

Inmunotransferencia de tipo Western. Se analizaron por inmunotransferencia de tipo Western lisados de taquizoitos
de Nc-Nowra, Nc-Liverpool y la cepa ME49 de T. gondii usando sueros obtenidos de ratones infectados de manera
aguda con Nc-Liverpool (Atkinson et al. 1999). El perfil antigénico detectado para Nc-Nowra era similar, pero no
idéntico, al obtenido de Nc-Liverpool. El perfil antigénico no poseia similitud con el mostrado por 7. gondii.

PCR y secuenciacion del ADN: Se realizé amplificacion por PCR del ADN gendémico de Nc-Nowra usando ADN
preparado mediante técnicas convencionales, a partir de taquizoitos cultivados in vitro. Se usaron los cebadores Tim3 y
Tim11 y se analizaron los productos de amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa (Payne y Ellis, 1996).
La PCR amplificé especificamente una secuencia espaciadora transcrita interna (ITS1), que era similar en tamafio a
la obtenida del ADN de Nc-Liverpool. Se purificé el producto de PCR usando un kit de purificaciéon de Qiagen y
se secuencié el ADN mediante secuenciacidn ciclica usando los cebadores Tim3 y Tim11. Una secuencia consenso
derivada para la ITS-1 de Nc-Nowra era similar en el 99% a la notificada previamente para N. caninum (AF029702 y
AF038860 por ejemplo).

Ejemplo 3
Taquizoitos de Nc-Nowra usados en una prueba seroldgica tal como un ELISA

Un rebafio lechero, ubicado en las Southern Highlands de NSW, contenia 177 reses Friesians con una historia
de aborto, registrandose 37 abortos en 18 meses que se extendian entre 1999/2000. Habia dos perros y numerosos
zorros en esta propiedad, y se diagnosticé previamente N. caninum en esta propiedad mediante examen de autopsia de
fetos abortados realizado por el departamento de agricultura de NSW. El rebafio se vacuna completa y regularmente
contra la leptosporidiosis. Se extraia sangre del rebafio lechero para investigacion rutinaria de la causa de los abortos
y se examinaron estos sueros para detectar anticuerpos frente a Nc-Nowra usando un protocolo de ELISA indirecto
desarrollado en la UTS y descrito a continuacion.

Se recuperaron taquizoitos de Nc-Nowra del cultivo in vitro y se redujeron a extractos proteicos mediante resus-
pensioén en tampén de lisis (Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, PMSF 1 mM, DTT 2 mM,
benzimidina HCl 1 mM) y rotura mediante sonicacién a 50 W/20 KHz durante 10-20 segundos. Se dializ6 la prepa-
racioén resultante frente a PBS durante toda la noche a 4°C con un cambio del tampdn. Se determiné la concentracién
de protefna usando el ensayo de unién al colorante Bradford (Biorad). Se recubrieron placas de 96 pocillos Nunc con
antigeno diluido hasta 1 ug/pocillo en tampdn carbonato a 4°C durante toda la noche. Se lavaron las placas tres veces
con PBS/Tween al 0,03% y se afiadi6 a los pocillos el suero bovino de prueba diluido en tampén 2 de ELISA (Tween
al 0,3%, hemoglobina bovina al 0,05%). Los sueros usados procedian de ganado lechero que era propenso al aborto.
Se incubaron de nuevo las placas durante toda la noche a 4°C y se lavaron entonces tres veces con PBS/Tween al
0,03%. Se diluy6 conjugado de anti-IgG bovina-fosfatasa alcalina 1:6.000 en tampén 2 y se incubaron las placas a
37°C durante 3 horas. Se lavaron las placas con PBS/Tween al 0,03% y se afiadi6 1 mg/ml de p-nitrofenilfosfato en
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tamp6n carbonato. Se incubaron las placas a 37°C durante 30 min y se ley6 la absorbancia a 405 nm en un lector de
placas de ELISA de Biorad. Se identificé un suero positivo al ser 2 desviaciones estdndar mayor que el resultado de
D.O. negativo medio (de 20 sueros).

Resultados. Se us6 lisado en bruto de Nc-Nowra en un ELISA para examinar un rebafio lechero que se sospechaba
que contenia vacas positivas para N. caninum. En la figura 1 se presenta un grafico que muestra un resumen de las
lecturas de D.O. obtenidas del ELISA del rebafio. Cuatro (4) vacas de 177 (2,3%) en el rebafio eran seropositivas
para N. caninum usando este ensayo. Habia una alta correlacién entre las absorbancias de ELISA obtenidas usando el
ELISA de Nc-Nowra y los resultados de un kit de ELISA de N. caninum comercial, que detectd 16 de 177 (9%) vacas
como seropositivas en el rebafio. El kit comercial también se basa en un antigeno de lisado en bruto, sin embargo se
usa el aislado de N. caninum NC-1. Este se aisl6 en los EE.UU. y tiene propiedades bioldgicas diferentes al aislado de
Nc-Nowra.

Ejemplo 4
Extracto celular de Nc-Nowra usado para inducir una respuesta inmunitaria en un animal

Se dividieron treinta (30) ratones QS en 10 grupos iguales, cada uno de los cuales recibié uno de los siguientes
tratamientos, con 4 semanas de diferencia:

Grupo Tratamiento
1. Ninguno
2. Adyuvante incompleto de Freund (FIA) solo
3. FIA + Nc-Nowra

Dos (2) semanas después de la segunda inyeccidn, se sacrificaron los ratones mediante asfixia por CO,, se sangra-
ron y se extrajeron sus bazos para un ensayo de proliferacion celular.

Se prepar6 un extracto de Nc-Nowra de la siguiente manera y se usé para, o bien inyeccion en animales, o bien
para ELISA. Se recuperaron taquizoitos de Nc-Nowra de cultivo in vitro y se redujeron a extractos proteicos mediante
resuspension en tampén de lisis (Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, PMSF 1 mM, DTT 2 mM,
benzimidina HCl 1 mM) y rotura mediante sonicacién a 50 W/20 KHz durante 10-20 segundos. Se dializ6 la prepara-
cion resultante frente a PBS durante toda la noche a 4°C con un cambio de tampdn. Se determiné la concentracién de
proteina usando el ensayo de unién a colorante Bradford (Biorad).

Se sometieron a ensayo mediante ELISA los sueros, preparados mediante procedimientos convencionales, usando
el siguiente método. Se recubrieron placas de 96 pocillos Nunc con extracto de antigeno Nc-Nowra diluido hasta
1 ug/pocillo en tampdén carbonato a 4°C durante toda la noche. Se lavaron las placas tres veces con PBS/Tween al
0,03% y se afiadi6 a los pocillos suero de ratén diluido en tamp6n 2 de ELISA (Tween al 0,3%, hemoglobina bovina
al 0,05%). El suero usado procedia de ratones de los grupos de tratamiento descritos anteriormente. Se incubaron de
nuevo las placas durante toda la noche a 4°C y se lavaron entonces tres veces con PBS/Tween al 0,03%. Se diluy6
conjugado de anti-IgG de raton-fosfatasa alcalina 1:6.000 en tampén 2 y se incubaron las placas a 37°C durante 3
horas. Se lavaron las placas con PBS/Tween al 0,03% y se afiadié 1 mg/ml de p-nitrofenilfosfato en tamp6n carbonato.
Se incubaron las placas a 37°C durante 30 minutos y se ley6 la absorbancia a 45 nm en un lector de placas de ELISA
de Biorad.

Se realizaron ensayos de proliferacion celular sobre células de bazo de ratén tal como sigue. Se colocaron indivi-
dualmente los bazos en medio de lavado (DMEM que contenia penicilina y estreptomicina, DMEM/PS) y se forzaron
a través de un tamiz desechable de nylon de 70 um para producir una suspensioén de células dnicas. Se concentraron
las células por centrifugacién y se resuspendieron en 2 ml de tampdn de lisis celular rojo y se dejaron a temperatu-
ra ambiente durante 1 min. Se diluyé el tampdn de lisis con mas DMEM/PS, se centrifugd y se resuspendieron los
sedimentos en DMEM/PS nuevo para el recuento. Se afiadieron 1 x 10* células por pocillo de cada suspensién por
triplicado a los pocillos de una placa de microtitulacién. Se afadi6 a las células antigeno estimulante a una concentra-
cion de 10 pg/pocillo para el lisado Con A y Nc-Nowra. Se incluyé un blanco (que no contenia células). Se incubaron
las células a 37°C en 5% de CO, durante 4 dias. Se afiadié entonces BrdU y se incubaron las células durante 4 ho-
ras adicionales. Se sedimentaron las células hasta el fondo de la placa de microtitulaciéon mediante centrifugacion, se
recogieron los sobrenadantes para un ensayo de citocinas y se secaron y fijaron las células. Se detecté entonces la
incorporacién de BrdU usando un kit de inmunoensayo comercial (Roche) que abarcaba un conjugado de anti-BrdU-
POD.

Resultados. Se observé un aumento en la absorbancia en las muestras de suero tomadas en cada punto del tiempo,
lo que indica que se estaba produciendo una respuesta de IgG en los ratones frente a un extracto de antigeno en
bruto de Nc-Nowra. Esta respuesta era significativamente mayor que la observada en ratones no inyectados o ratones
inyectados con el adyuvante solo. El transcurso del tiempo mostré una respuesta de IgG significativa a y después de 6
semanas tras la inyeccion en los ratones que recibieron el extracto de Nc-Nowra.
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Un extracto en bruto de Nc-Nowra, cuando se usé como un antigeno estimulante, también estimuld la proliferacion
celular en células del bazo de ratones, mostrando que se inducia una respuesta inmunitaria mediada por células.

Ejemplo 5
Nc-Nowra es solo levemente patogénica en el raton

Se realiz6 un experimento sencillo para investigar la patogenicidad de Nc-Nowra en ratones BALB/C. Este modelo
se ha usado previamente para investigar la patogenicidad de N. caninum (Nc-Liverpool y Nc-SweB1) in vivo (Atkin-
son ef al. 1999). Se inyecté por via intraperitoneal a grupos de ratones hembra o bien solucién salina, 10° taquizoitos
crecidos in vitro (Nc-Liverpool o Nc-Nowra) o bien 10* (Nc-Nowra). Se pesaron los ratones diariamente y se sacrifi-
caron cuando lo dictaron los signos clinicos (para aliviar el sufrimiento innecesario) o al final del experimento en el
dia 31 tras la infeccion. Se extrajeron los cerebros de todos los ratones del experimento, se fijaron en formalina al 10%
y se examinaron patolégicamente.

Resultados. Todos los ratones inyectados con solucién salina sobrevivieron hasta el final del experimento y ganaron
peso regularmente durante este periodo de tiempo. Los ratones a los que se les administré Nc-Liverpool se volvieron
rdpidamente erizados y letdrgicos y el sacrificio de los ratones afectados comenzé en el dia 20 tras la infeccién. En el
dia 30, sélo 4 de 9 ratones quedaban en este grupo. Los ratones a los que se les administré Nc-Nowra no resultaron
afectados tan rapidamente, sobreviviendo 7 de 17 ratones hasta el dia 31 tras la infeccion.

En las secciones histoldgicas de 3 de los ratones inyectados no se identificaron lesiones histoldgicas significativas
(no se examinaron mas ratones en este grupo). Se identificaron lesiones de gravedad variable y se caracterizaron como
encefalitis de multifocal no supurativa a necrotizante en 5 de 8 ratones que recibieron 10* Nc-Nowra, los 9 ratones
que recibieron 10° Nc-Nowra y los 9 ratones que recibieron 10° Nc-Liverpool. Se clasificaron las lesiones en cuanto
a su gravedad segun los estudios previos (Atkinson et al. 1999), considerdndose que 4 de los ratones que recibieron
10* Nc-Nowra, 4 de los ratones que recibieron 10° Nc-Nowra y los 9 ratones que 10° Nc-Liverpool tenian lesiones
de moderadas a graves. Estos hallazgos muestran que, como Nc-SweB1, que también se aislé del ganado bovino
(Stenlund er al. 1997), Nc-Nowra es menos patogénico en los ratones BALB/C, comparado con Nc-Liverpool.

Cinco (5) ratones BALB/C inyectados i.p. con cerebro infectado por Nc-Nowra de un ratén deficiente se mantuvie-
ron en estado sano durante 7 meses, y no mostraron signos clinicos de neosporosis. Estos ratones se seroconvirtieron a
antigeno de N. caninum (mediante inmunotransferencia de tipo Western). Tras el sacrificio, el andlisis de la patologia
cerebral mostré lesiones cerebrales leves consecuentes con la infeccién por N. caninum. No se observaron estadios
parasitos durante los andlisis patologicos.

Ejemplo 6
Una infeccion viva producida por Nc-Nowra puede evitar la neosporosis en ratones infectados con Nc-Liverpool

Se recogieron taquizoitos del aislado de Nc-Nowra de un cultivo in vitro de células Vero y se diluyeron en solu-
cién salina al 0,9% hasta una concentracién de 10°/ml. Diez ratones BALB/c se infectaron subcutdneamente con 10*
taquizoitos por ratén. Quince ratones adicionales se inyectaron con solucién salina al 0,9% tnicamente. Tres semanas
tras la infeccidn, los diez ratones infectados con Nc-Nowra y los diez de los ratones a los que se inyecté solucién
salina se infectaron con 10° taquizoitos de Ne-Liverpool recuperados del cultivo celular. A los cinco ratones restantes
a los que se inyectd solucién salina se les inyect6 de nuevo solucién salina. Los ratones se monitorizaron diariamente
para determinar los signos clinicos (erizado y letdrgico) y se pesaron diariamente desde el dia 13 i.p. Se sacrificaron
los ratones tras la pérdida del 20% de su peso corporal. Se recogié sangre de todos los ratones y los cerebros de una
seleccién de cada grupo. Se dejo que la sangre coagulara, se centrifugd y se elimind el suero. Los cerebros se fijaron
en formalina al 10% y se enviaron al departamento de agricultura de NSW e para realizar un examen patoldgico.

Resultados
Grupo 1
Inyectado con solucion salina y expuesto a Nc-Liverpool (control positivo, n = 10)

Se observaron signos clinicos en los ratones infectados s6lo con Nc-Liverpool en el dia 14 i.p. y el sacrificio de los
ratones comenzd el dia 21. Los diez ratones de este grupo murieron entre el dia 21 y el dia 25 i.p.

Grupo 2

Infectado con Nc-Nowra y expuesto a Nc-Liverpool (n = 10)

Por el contrario, s6lo 2 ratones de los ratones infectados con Nc-Nowra/Nc-Liverpool desarrollaron signos clinicos
y estos se sacrificaron en los dias 19 y 20. Ambos ratones eran pequefios y ligeros de peso para su edad al comienzo
del experimento. Tales ratones normalmente sucumben rdpidamente a la neosporosis y se incluyeron como un control

positivo interno. Los otros ocho ratones de este grupo permanecieron sanos durante la totalidad del experimento y
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no mostraron signos asociados normalmente con la infeccién por N. caninum, tales como la pérdida de peso, inclina-
cién de la cabeza o descoordinacién motora. Se concluyé que la infeccién por Nc-Nowra habia inducido inmunidad
protectora frente a los signos clinicos de neosporosis asociados con la infeccién por Nc-Liverpool.

Grupo 3

Inyectado con solucion salina y al que no se administro exposicion a pardsito (control negativo, n = 5)
Todos los ratones de este grupo permanecieron sanos.

Patologia del cerebro

Se cortaron cinco (5) cortes del orden de micras de los cerebros, se tifieron con H y E y se examinaron para
determinar la evidencia de lesiones cerebrales. Las lesiones se clasificaron en una escala de 0 a 5, siendo 5 el tipo
més grave de lesion. La puntuacién promedio para los cerebros infectados por Nc-Liverpool (Grupo 1) examinados
fue de 3,5, mientras que la puntuacién promedio para los cerebros infectados por Nc-Nowra/Nc-Liverpool (Grupo
2) examinados fue de 1,5. Se concluyé que la infeccién anterior por Nc-Nowra habia reducido significativamente la
puntuacién de lesion cerebral en este experimento.

Ejemplo 7
La infeccion anterior por Nc-Nowra no tiene efecto en el tamaiio de la camada en el raton QS en periodo de gestacion

A ratones QS hembra de cinco (5) semanas de edad se les inyectaron subcutdneamente 10* taquizoitos de Nc-
Nowra derivados in vitro. Tres semanas después, se sincroniz6 la ovulacién en todos los ratones mediante dos inyec-
ciones de hormonas (PMSG y CGh) administradas con 48 horas de diferencia. En el dia 8 de gestacién, a 1 de los
grupos de tratamiento se les administraron 10° taquizoitos de Nc-Liverpool. Todos los ratones se sacrificaron en el dia
14 de gestacion y se analizaron los sitios de implantacién uterina para determinar los fetos viables.

Resultados: La siguiente tabla resume los grupos de tratamiento y los tamafios medios de camada obtenidos. No
se encontraron diferencias significativas en el tamafio medio de camada entre los grupos de tratamiento, lo que indica
que Nc-Nowra no produce una pérdida fetal en este modelo. Tratamiento Tamafio medio de camada (D.E) Nimero de
ratones en el grupo Ninguno 15,2 (1,18) 23 Nc-Nowra 16,9 (1,73) 12 Nc-Nowra/Nc-Liverpool 17,3 (1,45) 19

Tratamiento Tamafio medio de camada | Nimero de ratones en el
(D.E) grupo

Ninguno 15,2 (1,18) 23

Nc-Nowra 16,9 (1,73) 12

Nc-Nowra/Nc-Liverpool 17,3 (1,45) 19

Se sometio a ensayo el suero de todas las madres sacrificadas en el dfa 14 para determinar la IgG frente al antigeno
de N. caninum usando el método ELISA descrito en el ejemplo 4. Los ratones infectados con Nc-Nowra mostraron
altos niveles de IgG frente a N. caninum, mientras que los ratones en otros grupos, no (figura 2).

Ejemplo 9
Infeccion de ratones QS en periodo de gestacion con Nc-Nowra

Se aparearon ratones QS hembra de nueve (9) semanas de edad tras la sincronizacién de la ovulacién con 2
inyecciones de hormonas (PMSG y CGh) con 48 horas de diferencia. En el dia 8 de gestacidn, a los ratones se
les administré o bien una inyeccion subcutdnea de solucién salina (grupo control), 1 x 10* 0 1 x 10° taquizoitos de Nc-
Nowra derivados del cultivo tisular. Todos los ratones se sacrificaron en el dia 14 de gestacién y se analizaron los sitios
de implantacién uterina para determinar los fetos no viables. Se realizaron andlisis estadisticos utilizando un Anélisis
de Varianza.

Se preparé acido nucleico total de tejido fetal extirpado mediante métodos convencionales que implicaban la lisis
en tamp6n que contenia SDS, EDTA vy proteinasa K, seguido por extraccién con fenol-cloroformo y precipitacion en
etanol. Se analizaron estos ADN para determinar la presencia de ADN de N. caninum mediante PCR usando cebadores
que se disefiaron para que fueran especificos para N. caninum a partir de la secuencia de ITS1 notificada anteriormente
(Payne y Elis, 1996). La reaccién de PCR se calent6 a 95°C durante 2 min, después se sometié a 35 ciclos de 95°C 45
s, 50°C 45 s y 72°C durante 2 min. La reaccién se traté entonces a 72°C durante 5 min para permitir que se completara
la extension del cebador.
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Resultados: La siguiente tabla resume los resultados de este experimento. La inyeccién a los ratones con Nc-
Nowra en el dia 8 de gestacién no produjo signos clinicos de la enfermedad y no se produjo pérdida fetal significativa
(p =0,3355).

Grupo Media en % de reabsorciones / camada (D.E.)
Solucidn salina 6,813 £ 3,535
1 x 10° Nc-Nowra 26,75 + 24,43
I x 10° Nc-Nowra 7,243 + 3,626

No se obtuvo ningtin producto de PCR especifico de N. caninum a partir de estos ADN fetales, lo que demuestra
que no hay evidencia de infeccion por N. caninum en el dia 14 de gestacion. El control positivo (ADN de N. caninum)
dio la banda requerida de aproximadamente 400 pb. Este estudio no excluye la posibilidad de que pueda detectarse N.
caninum en fetos de mas tiempo o crias usando un disefio experimental similar con Nc-Nowra.

Durante toda esta memoria descriptiva, se entenderd que la palabra “comprender”, o variaciones tales como “com-
prende” o “que comprende”, supone la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa establecidos, o un grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas, pero no la exclusién de ningin otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo
de elementos, ndmeros enteros o etapas.

Cualquier discusién de documentos, leyes, materiales, dispositivos, articulos o similares que se haya incluido en
la presente memoria descriptiva es Gnicamente para fines de proporcionar un contexto para la presente invencién. No
debe considerarse como un reconocimiento de que cualquiera o todos estos contenidos forman parte de la base de la
técnica anterior o eran el conocimiento general comiin en el campo relevante de la presente invencidn, tal como existia
en Australia antes de la fecha de prioridad de cada reivindicacién de esta solicitud.
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REIVINDICACIONES
1. Aislado de protozoo pardsito atenuado de manera natural, en el que

a) dicho aislado es el aislado depositado como el nimero de registro de AGAL NMO01/22338, o un aislado
que tiene el perfil antigénico del aislado depositado como el nimero de registro de AGAL NM01/22338
tal como se detecta mediante inmunotransferencia de tipo Western usando sueros obtenidos de ratones
infectados de manera aguda con Neospora caninum Liverpool, y una secuencia ITS-1 que es similar en el
99% ala secuencia ITS-1 de N. caninum depositada con el nimero de registro de NCBI Genbank AF029702
o AF 038860, y

b) dicho aislado se une especificamente mediante un anticuerpo monoclonal producido frente al aislado depo-
sitado como el nimero de registro de AGAL NM01/22338.

2. Anticuerpo monoclonal, que se une especificamente a un aislado segin la reivindicacién 1, que estd depositado
como el nimero de registro de AGAL NMO01/22338.

3. Célula huésped aislada o cultivo celular infectado con un aislado segtin la reivindicacién 1.
4. Célula huésped aislada o cultivo celular segtn la reivindicacion 3, en el que la célula huésped es una célula Vero.

5. Célula huésped aislada o cultivo celular segtin la reivindicacion 4, que deriva de la muestra depositada como el
nimero de registro de AGAL NMO01/22339.

6. Composicion de vacuna que comprende el aislado segun la reivindicacién 1.
7. Composicidn de vacuna segtn la reivindicacion 6, en la que el aislado estd en forma de un parasito inactivado.
8. Composicion de vacuna que comprende un extracto de un aislado segin la reivindicacién 1.

9. Composicién de vacuna segin la reivindicacion 8, en la que el extracto se selecciona del grupo que consiste en
lisados celulares, polipéptidos antigénicos y polinucledtidos que codifican para polipéptidos antigénicos.

10. Método para diagnosticar una infeccién parasita, comprendiendo el método detectar la presencia de un aislado
seglin la reivindicacion 1 en una muestra clinica del animal.

11. Método segun la reivindicacion 10, en el que la muestra clinica se selecciona del grupo que consiste en una
biopsia, una muestra de deposiciones, una muestra de sangre y tejido fetal.

12. Aislado de protozoo parasito segun la reivindicacién 1, para su uso como una composicién de vacuna para el
tratamiento o prevencion de la infeccién o enfermedad en un animal.

13. Anticuerpo segun la reivindicacién 2, para su uso en el tratamiento de la infeccién o enfermedad en un animal.
14. Anticuerpo segun la reivindicacion 2, para su uso en un método segtn la reivindicacién 10 6 11.

15. Método o uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que la infeccién o enfermedad estd
producida por la presencia de Neospora en el animal.

16. Método o uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en el que el animal es un ser humano o
animal de ganado.

17. Método o uso segtin la reivindicacidn 16, en el que el animal de ganado es una vaca.

14



ES 2287 145 T3

ELISA - NC NORWA del rebario

0.8

0.5

0.4
0.3

0.2

Absorbancia 405 nm

0.1 1

Numero de vacas

Figura |

1.8

1.6

1.4

1.2

1

0.8

0.6

Absorbancia 405 nm

0.4
0.2 1
0

control NC-Liv

NC-Liv/INC-Nowra

Figura 2

15




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

