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DESCRIPCION

Método de diagnéstico de la Hepatitis E (VHE).

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se encuentra dentro del campo de la Biotecnologia y de la medicina.
Particularmente, se refiere a un nuevo método y un kit o dispositivo de diagnéstico que permite
la amplificacién gendmica en tiempo real del virus de la Hepatitis E (HVE) en una muestra

biolégica aislada.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La infeccién por el virus de la hepatitis E (VHE) es la principal causa mundial de hepatitis aguda
de origen viral [Kamar N et al. Hepatitis E. Lancet 2012; 30: 2477-2488]. Existen 4 genotipos
virales (1, 2, 3, 4) con capacidad infectiva a humanos [Kamar N et al. Hepatitis E. Lancet 2012;
30: 2477-2488, Hoofnagle JH, Nelson KE, Purcell RH. Hepatitis E. New Engl J Med 2012; 367:
1237-44]. Debido a su caracter zoondtico, en los ultimos anos se han descrito nuevos
genotipos y subtipos virales (genotipos 5, 6 y 7) con capacidad infectiva al ser humano [Smith
DB, et al., J Gen Virol. 2016 Mar;97(3):537-42. doi: 10.1099/jgv.0.000393, Smith, D.B., et al.
(2014). J. Gen. Virol. 95: 2223-2232]. ElI VHE se transmite principalmente por via fecal-oral
(persona o animal) y por la ingestion de agua y alimentos contaminados (sobre todo de origen
porcino o de caza mayor) [Kamar N et al. Hepatitis E. Lancet 2012; 30: 2477-2488, Hoofnagle
JH, Nelson KE, Purcell RH. Hepatitis E. New Engl J Med 2012; 367: 1237-44]. De esta forma,
se han descrito varios brotes epidémicos en diferentes paises europeos asociados al consumo
de alimentos derivados de estos animales [Lee, G.H., et al. (2016). Gastroenterology.
150(2):355-7.€3]. En ese sentido, este equipo de innovacidon demostré mediante analisis
filogenético la transmision zoonédtica de VHE por consumo de carne de jabali contaminada
sugiriendo que esta especie es una importante via de transmisién [Rivero-Juarez, A., et al.
(2017). Zoonoses Public Health. doi: 10.1111/zph.12343]. Ademas, recientemente nuestro
grupo ha comunicado la presencia de VHE en leche materna en el curso de la infeccion aguda
por VHE que permite especular sobre la potencial transmision del VHE mediante la lactancia o
el consumo de leche procedente de animales infectados [Rivero-Juarez A et al., Clin Infect Dis.
2016 Jun 1;62(11):1464].

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por el virus de la hepatitis E por genotipos 3 6 4

son muy variables abarcando desde formas subclinicas, hasta cuadros sintomaticos (a veces
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graves) como hepatitis aguda, sindrome de Guillain-Barré, amiotrofia neuralgica, mielitis aguda,

meningoencefalitis, paralisis facial de Bell, enfermedad renal (glomerulonefriris membranosa
proliferativa), pancreatitis aguda, trombocitopenia y anemia aplasica [Dalton HR, et al., Nat Rev
Neurol. 2016; 12: 77-85]. Ademas, la infeccion aguda por el VHE puede incidir de forma
desfavorable en el curso clinico de algunas comorbilidades, como sucede con las hepatopatias
cronica, en las que se asocia a una mayor tasa de descompensacioén hepatica y muerte, 0 en
pacientes inmunodeprimidos, donde la enfermedad puede evolucionar a formas crénicas con
progresion rapida de la fibrosis hepatica y desarrollo de cirrosis [Kumar Acharya, S., et al., J
Hepatol 2007; 46: 387-94.]. Por todo ello, dadas las multiples vias de transmision de esta
enfermedad, y dado el creciente numero de casos reportados en Europa en los uUltimos arfos, la

Hepatitis E es considerada como un importante problema de Salud Publica en Europa.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
[http://iwww.who.int/mediacentre/factsheets/fs280/en/], anualmente ocurren 20 millones de
infecciones por VHE, mas de tres millones de casos sintomaticos y 57.000 muertes
relacionadas con hepatitis E. Las mujeres embarazadas, los receptores de trasplantes, las
personas con enfermedad hepatica subyacente y los infectados con el VIH son las poblaciones
con mayor riesgo de sufrir complicaciones por la infecciéon por VHE y por tanto son los grupos
de poblacién especialmente tributarios a un programa de prevencion y diagnéstico precoz de la
enfermedad. En la actualidad, no existen métodos estandarizados para el diagnéstico de la
infeccién por VHE. El diagnéstico indirecto a través de la deteccion de anticuerpos mediante
estudio seroldgico es el procedimiento mas comunmente utilizada. Sin embargo, el diagnostico
serolégico de la infeccién por el VHE presenta diversas e importantes limitaciones que un
obstaculo para su utilizacion en la practica clinica habitual. En primer lugar, la sensibilidad y
especificidad de los distintos métodos serolégicos comercializados son muy variables
[Drobeniuc J, et al. Clin Infect Dis. 2010 Aug 1;51(3):e24-7]. En segundo lugar, las técnicas
serolégicas no permiten discriminar entre infecciones pasadas e infecciones crénicas. En tercer
lugar, su utilidad en el diagnéstico de pacientes inmunodeprimidos es muy limitada debido a la
ausencia o retraso en la produccién de anticuerpos. Y por ultimo, las técnicas serolégicas no
son utiles para el diagnostico de infeccidon aguda en estadios precoces donde aun no se ha

producido seroconversion.

El diagnéstico molecular mediante PCR es un método de diagnostico directo con gran
sensibilidad y especificidad para diagnosticar infeccion por VHE. Sin embargo, las técnicas
comercializadas actualmente presentan limitaciones que pueden provocar resultados
falsamente negativos que pueden tener importantes consecuencias en el pronéstico de los

pacientes. Entre estas limitaciones son especialmente destacables:
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1.- la incapacidad de amplificar genotipos con demostrada capacidad infectiva a

humanos como es el genotipo 3ra, y

2.- la baja sensibilidad para detectar el genotipo 3f, el mas frecuente de los genotipos
del VHE aislados en nuestro medio [3, 4, Adlhoch C, et al., J Clin Virol. 2016 Sep;82:9-16. doi:
10.1016/j.jcv.2016.06.010. Epub 2016 Jun 23].

Las consecuencias e implicaciones que tienen estas limitaciones de la técnica sobre el retraso

diagnodstico y el pronéstico de los pacientes son obviamente muy importantes. Por tanto, es

necesario desarrollar nuevos métodos y kits de diagnostico de la VHE.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Gradiente de temperatura optima de annealing.

Figura 2. Determinacién de la concentracion éptima de primer.

Figura 3. Comparacion con concentraciones superiores.

Figura 4. Concentracién 6ptima de sonda.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencién han desarrollado y optimizado una técnica de diagnostico
molecular del VHE mediante PCR que cubre las deficiencias de los procedimientos
diagnodsticos comercializados en la actualidad. Dicha técnica tiene gran impacto en la practica
clinica habitual y el pronostico de los pacientes infectados por el VHE, ya que reducira

sustancialmente la posibilidad de falsos negativos de las técnicas actualmente en uso.

La técnica propuesta presenta una alta especificidad y sensibilidad para el diagnéstico
molecular de la infeccién por el VHE. En comparacion con los kits comerciales disponibles
actualmente para el diagnostico de la infeccién por el VHE, la técnica de la invencion presenta

las siguientes mejoras:

e RealStar HEV RT-PCR assay (Altona Diagnostic; Hamburgo, Alemania): Este método

de diagnéstico especifica en su ficha técnica que posee un limite de deteccién de 310

Ul/mL. Sin embargo, este limite de deteccién ha sido sélo testado con la cadena
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estandar de la OMS correspondiente al genotipo 1a (PEI code 6329/10). Ademas, se ha

demostrado que la sensibilidad de la técnica disminuye significativamente hasta en un
33% cuando se analizan infecciones por VHE con cargas virales bajas producidas por
genotipo 3f (el de mayor prevalencia en nuestro medio) [Abravanel et al., 2013. J Clin
Microbiol. Jun;51(6):1913-6]. Por ultimo, no se especifica su limite de deteccion de otros
genotipos virales en su ficha técnica [https://mwww.altona-
diagnostics.com/tl_files/downloads/B%20-
%20neue%20Manuals%20ab%20Februar%202017/MAN-271010-EN-
S02_HEV%20RTPCR%20Kit%201.0_WEB.pdf].

e HepatitisE@ceeramtools Kit (Ceeram; La chapelle-sur-Erdre, Francia): Este método de

diagnéstico especifica en su ficha técnica que detecta en torno 1 a 10 copias sin
embargo no define la concentracién de la misma (10 copias/uL o 10 copias/mL) y
tampoco especifica con que cadena estandar se ha testado el limite de deteccion.
Ademas, la sensibilidad disminuye significativamente cuando se analizan infecciones
por VHE con cargas bajas producidas por los genotipos 3¢ (reduccién del 16%), 3e
(reduccién del 83%) y 3f (reduccidn del 33%) [Abravanel et al., 2013. J Clin Microbiol.
Jun;51(6):1913-6]. Ademas, no se especifica su capacidad de deteccién de otros
genotipos virales en su ficha técnica [28].

e AmpliCube HEV RT-PCR kit (Mikrogen; Neuried, Alemania): Este método de

diagnodstico especifica en su ficha técnica que tiene un limite de detecciéon de 36,13

Ul/mL. Sin embargo, este limite sélo ha sido testado con la cadena estandar de la OMS
correspondiente al genotipo 1a (PEl code 6329/10). Ademas, no se especifica su
capacidad de deteccion de ofros genotipos virales en su ficha técnica
[https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/Hepatitis_E_Virus_Food_4489312.p
df].

Por todo ello, la técnica desarrollada en esta invencién mejorara notablemente la capacidad
diagnostica del VHE respecto al resto de técnicas usadas en la actualidad. Una de las mejoras
proporcionadas por él método propuesto respecto a los métodos comerciales disponibles
radica en que tiene capacidad de detectar la totalidad de las 11 cadenas estandar de VHE de la
OMS: 1a (8567/13), 1a (8568/13s), 1e (8569/13), 3b (8570/13), 3c (8571/13), 3e (8572/13), 3f
(8573/13), 3ra (8574/13s), 4¢ (8575/13), 49 (8576/13), 2a (8577/13s). Ello permite determinar el
limite de deteccion para cada uno de esos genotipos y subtipos. Ademas, presenta un limite de

deteccién de 21.86 Ul/mL, lo que supone que sea la técnica con mayor sensibilidad.
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Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a un juego de cebadores nucleotidicos,

de ahora en adelante juego de cebadores nucleotidicos de la invencion, de secuencia SEQ ID
NO. 1y SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO. 1 es el primer forward, de ahora en adelante primer cebador de la invencién, de
secuencia:
5-RGTRGTTTCTGGGGTGAC-3’

SEQ ID NO: 2. es el primer reverse, de ahora en adelante segundo cebador de la invencion,de
secuencia:
5-AKGGRTTGGTTGGRTGA-3"

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una sonda nucleotidica de secuencia SEQ ID

NO: 3. Mas preferiblemente la sonda nucleotidica de la invencién estd marcada.

SEQ ID NO: 3
Sonda marcada: 5-FAM-TGAYTCYCARCCCTTCGC-TAMRA-3’

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro de diagnéstico de la infeccidén
por VHE en un individuo que comprende:

a) obtener un producto de amplificacién del virus a partir de una muestra biologica aislada de
dicho individuo usando juego de cebadores nucleotidicos de la invencién, y

b) cuantificar el producto de amplificacion obtenido en el paso (a) mediante una sonda de la

invencion.

En el contexto de esta invencién, el término "sonda" se refiere a una molécula que puede
distinguir de manera detectable entre moléculas diana que difieren en su estructura o
secuencia nucleotidica. La deteccion se puede realizar de varias formas diferentes segun el
tipo de sonda utilizada y el tipo de molécula diana. Asi, por ejemplo, la deteccion puede
basarse en la discriminacidon de los niveles de actividad de la molécula diana, pero
preferiblemente se basa en la deteccidn de la unién especifica. Los ejemplos de dicha union
especifica incluyen la union de anticuerpos y la hibridacién de la sonda de acido nucleico. Asi,
por ejemplo, las sondas pueden incluir sustratos enzimaticos, anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos, y preferiblemente sondas de hibridacion de acidos nucleicos. Las sondas pueden
ser de entre 10 y 200 nucledtidos, mas preferiblemente, de entre 12 y 50 nucledétidos, y aun

mas preferiblemente del numero de nucleétidos de las sondas de la invencion.
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El término "cebador", como se usa en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido

que es capaz de actuar como un punto de inicio de la sintesis de polinucleétidos a lo largo de
una cadena complementaria en determinadas condiciones. Tales condiciones incluyen la
presencia de cuatro nucledtidos trifosfatos o analogos de nucleésidos y uno o mas agentes
para la polimerizaciéon, como la ADN polimerasa y/o la transcriptasa inversa, en un tampoén
apropiado ("tampon" incluye sustituyentes que son cofactores o que afectan al pH), fuerza
i6nica, etc.), y a una temperatura adecuada. Un cebador debe ser lo suficientemente largo para
identificar la secuencia especifica a sintetizar en las condiciones indicadas. Los cebadores son
secuencias nucleotidicas cortas, aproximadamente de 15-24 nucledtidos de longitud que se
pueden alinear con una hebra diana gracias a la complementariedad de bases para formar un

hibrido entre el cebador y la hebra diana.

Los acidos nucleicos se extraen de la muestra mediante procedimientos conocidos por los
expertos y disponibles comercialmente, como por ejemplo, pero sin limitarnos, los sistemas
QIAcube (QIAgen, Hilden Alemania), MagNA Pure (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza),
Maxwell (Promega, Madison, Wisconsin, EEUU), KingFisher (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, EEUU), entre otros.

En el contexto de la presente invencién se entiende "extracto de ARN/ADN", cuando tras
someter la muestra biolégica a un procedimiento de extraccion, separacién, purificacidon o
clonacién de acidos nucleicos, entre otros, se obtiene como resultado ya sea en seco, en
solucion, unido o no a otras moléculas, adherido o no a diversas sustancias o lechos, materia
en la que el ARN/ADN se encuentra en mayor proporcion relativa respecto al resto de

moléculas presentes, en comparacién con la muestra bioloégica de partida.

En el contexto de la presente invencidén se entiende por "pareja de cebadores" o "primer pair",
al conjunto de dos cebadores que, empleados en una misma reaccién de amplificaciéon o PCR,
permiten obtener multiples copias de una secuencia diana. Cada uno de los cebadores hibrida
con la secuencia diana, de manera que se amplifica la secuencia de nucledtidos acotada
mediante cada pareja de cebadores. La extensién de los cebadores durante los ciclos de PCR
determina la multiplicacion exponencial 2V de la secuencia de nucledtidos acotada por los

cebadores, siendo N el numero de ciclos de la reaccion PCR.

Una “muestra biolégica aislada” incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos y/o fluidos
bioldgicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por un experto en

la materia.



10

15

20

25

30

35

WO 2020/094907 PCT/ES2019/070764
7
El término “individuo”, tal y como se utiliza en la descripcién, se refiere a animales,

preferiblemente mamiferos, y mas preferiblemente, humanos. El término ‘“individuo” no
pretende ser limitativo en ningun aspecto, pudiendo ser éste de cualquier edad, sexo y

condicion fisica.

En una realizacidén preferida de este aspecto de la invencion la deteccidn por VHE se realiza

mediante PCR, y mas preferiblemente mediante gRT-PCR.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencioén la/s retrotranscriptasa/s tienen un

rango de actuaciéon de al menos entre 1 pgy 2 pg.

La RT-PCR en tiempo real (PCR de transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real) es un
importante desarrollo de la tecnologia de PCR que permite la deteccion y mediciéon confiables
de los productos generados durante cada ciclo de proceso de PCR. Esta técnica se hizo
posible después de la introduccién de una sonda oligonucleotidica que fue disefiada para
hibridar dentro de la secuencia diana. La escisién de la sonda durante la PCR debido a la
actividad nucleasa 5 'de la Taq polimerasa se puede usar para detectar la amplificaciéon del

producto especifico del objetivo.

El término “PCR” corresponde a las siglas de reaccién en cadena de la polimerasa mediante la
cual se pueden obtener millones de copias de las regiones de ADN deseadas. Se caracteriza
por el empleo de parejas de cebadores que acotan la region de la que se realizaran millones de
copias, lo que también se conoce como "amplificar ADN" durante la PCR. La PCR esta
compuesta por un numero determinado de ciclos, compuestos a su vez por tres fases en las
gue las hebras de ADN se separan, se unen los cebadores y se elongan las nuevas hebras de
ADN. En cada ciclo, si la eficiencia de la reaccion es del 100% se produce un crecimiento

exponencial de los fragmentos de ADN objeto de la amplificacién.

En el caso de la invencién, el término “RT-PCR” corresponde a las siglas de reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa. Es una variante de PCR y también se usa
para generar una gran cantidad de copias de ADN (amplificacién). En la RT-PCR, sin embargo,
una hebra de ARN es retrotranscripta en ADN complementario (ADNc) usando una enzima
llamada transcriptasa inversa, y el resultado, se amplifica en una PCR tradicional. La
amplificacién exponencial mediante PCR en Transcripcion Reversa supone una técnica
altamente sensible, que puede detectar un numero de copias de ARN muy bajo. Puede
utilizarse como método de deteccidn molecular de genes y para estudiar el genoma de virus de
ARN como los retrovirus. Otro de sus usos se relaciona con la cuantificacion de la expresion

génica, mediante la combinacién de esta técnica con el analisis de Northern blot. Una de las
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caracteristicas mas importantes es que en el proceso de RT-PCR, el ADNc generado ya no

lleva los intrones que si tendria el ADN original. De este modo, al expresar el ADNc producto

de la RT-PCR, se generard un ARNm formado exclusivamente por exones.

El término "oligonucleétido” hace referencia a la secuencia de bases de nucleétidos unidos por

enlaces fosfodiéster, habitualmente no mayores de 50 nucleétidos.

Las "condiciones de amplificacion" o "condiciones de extensidén" se refieren indistintamente a
condiciones bajo las cuales una polimerasa puede anadir nucleétidos al extremo 3' de un
polinucleétido. Dichas condiciones de amplificacién o extensién son muy conocidas en la
técnica (Sambrook y Russell, 2001. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Edicién, Cold
Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, 1987-
2007, John Wiley & Sons.)

Por “virus” en esta memoria, se entienden todos los agentes infecciosos microscopicos

acelulares que solo pueden multiplicarse dentro de las células de otros organismos.

El VHE es un virus ssRNA, de cadena positiva, especie Orthohepevirus A, del género

Orthohepevirus, Familia Hepeviridae.

KIT O DISPOSITIVO DE LA INVENCION Y USOS

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo de diagnéstico, de ahora en
adelante kit o dispositivo de diagnostico de la invencion, que comprende un juego de

cebadores nucleotidicos de la invencién y/o una sonda de la invencion.

El kit de la invencion puede incluir controles positivos y/o negativos. El kit ademas puede
contener, sin ningun tipo de limitacién, tampones, soluciones de extraccion de proteinas,

agentes para prevenir la contaminacion, inhibidores de la degradacion de las proteinas, etc.

Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en
marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit comprende ademas las instrucciones para llevar

a cabo los métodos de la invencion.
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USOS MEDICOS DE LA INVENCION

Ofro aspecto de la invencion se refiere a un cebador de secuencia SEQ ID NO. 1 para su uso

como medicamento

Ofro aspecto de la invencion se refiere a un cebador de secuencia SEQ ID NO. 2 para su uso

como medicamento

Ofro aspecto de la invencion se refiere a una sonda nucleotidica de secuencia SEQ ID NO: 3

para su uso como medicamento.

Otro aspecto de la invencion se refiere al kit o dispositivo de diagndstico de la invencidn para

su uso el diagnéstico de la infeccion por VHE en un individuo.

El término "medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier
sustancia usada para prevencién, diagnéstico, alivio, tratamiento o curacion de enfermedades
en el hombre y los animales. En concreto se refiere a los cebadores y sondas de la invencion

empleados para el diagnéstico de la infeccién por VHE en un individuo.

SEQ ID NO. 1 es el primer forward, de ahora en adelante primer cebador de la invencion, de
secuencia:
5-RGTRGTTTCTGGGGTGAC-3’

SEQ ID NO: 2. es el primer reverse, de ahora en adelante segundo cebador de la invencion,de
secuencia:
5-AKGGRTTGGTTGGRTGA-3"

Ofro aspecto de la invencion se refiere a un cebador de secuencia SEQ ID NO. 1

SEQ ID NO. 1 es el primer forward, de ahora en adelante primer cebador de la invencion, de
secuencia:

5-RGTRGTTTCTGGGGTGAC-3’

Ofro aspecto de la invencion se refiere a un cebador de secuencia SEQ ID NO. 2

SEQ ID NO: 2. es el primer reverse, de ahora en adelante segundo cebador de la invencion,de

secuencia;
5-AKGGRTTGGTTGGRTGA-3"
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MEDIOS AUTOMATIZADOS DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible por un
ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador

lleve a cabo los pasos del método de la invencién.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, el medio de almacenamiento
legible comprende al menos una secuencia comprendida en cualquiera de las sondas de la

invencion.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion que comprende oligonucledtidos o
microarreglos de canal unico disefados a partir de al menos una secuencia conocida o un

ARNmM comprendida cualquiera de las sondas de la invencién.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una sefal transmisible que comprende instrucciones
de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos del método de la

invencion.

Asi, por ejemplo, las secuencias de oligonucleétidos pueden ser construidas en la superficie un
chip mediante el elongamiento secuencial de una cadena en crecimiento con un sélo nucleétido
utilizando fotolitografia. Asi, los oligonucleétidos son anclados por el extremo 3' mediante un
método de activacidon selectiva de nucleotidos, protegidos por un reactivo fotolabil, mediante la
incidencia selectiva de luz a través de una fotomascara. La fotomascara puede ser fisica o
virtual.

La sintesis in situ sobre un soporte sélido (por ejemplo, vidrio), podria hacerse mediante
tecnologia chorro de tinta (ink-jet), o que requiere sondas mas largas. Los soportes podrian
ser, pero sin limitarse, filtros o membranas de NC o nylon (cargadas), silicio, o Portas de vidrio
para microscopios cubiertos con aminosilanos, polilisina, aldehidos o epoxy. La sonda es cada
una de las muestras del chip. El target es la muestra a analizar: RNA mensajero, RNA total, un
fragmento de PCR, etc.

Una secuencia de acido nucleico o polinucleétido puede comprender las cinco bases que
aparecen biolégicamente (adenina, guanina, timina, citosina y uracilo) y/o bases distintas de las
cinco que aparecen biologicamente. Estas bases pueden servir para distintos propésitos, por
ejemplo, para estabilizar o desestabilizar la hibridacién; para estimular o inhibir la degradacion
de la sonda; o como puntos de union para restos detectables o restos de apantallamiento. Por

ejemplo, un polinucledtido de la invencién puede contener uno o mas restos de base
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modificados, no estandar, derivatizados, incluyendo, pero sin limitarse a, Né-metil-adenina, N°-

terc-butil-bencil-adenina, imidazol, imidazoles sustituidos, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-
clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil) uracilo,
5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo,beta-D-
galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina,1- metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-
metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-
manosilqueosina, 5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético, wybutoxosina, pesudouracilo, queosina, 2-
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo (es decir,
timina), éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo,
(acp3)w, 2,6-diaminopurina, y 5-propinil pirimidina. Otros ejemplos de restos de bases
modificados, no estandar, o derivatizados pueden encontrarse en las Patentes de EEUU Nos.
6.001.611; 5.955.589; 5.844.106; 5.789.562; 5.750.343; 5.728.525; y 5.679.785. Ademas, una
secuencia de acido nucleico o polinucleétido puede comprender uno 0 mas restos de azucares
modificados incluyendo, pero sin limitarse a, arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa, y una

hexosa.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un programa de ordenador almacenado en el medio
legible por un ordenador de la invencion, que comprende cddigo de software adaptado para

llevar a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencién.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcidn y en parte de la practica de la invencién. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean

limitativos de la presente invencion.
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EJEMPLOS DE LA INVENCION

Desarrollo de los cebadores y la sonda

Esta etapa consiste en la identificacidén de la secuencia de los primers pangenotipicos mediante
técnicas in silico. Se ha seleccionado la regidn ORF3 como diana para el desarrollo de estos
primers, puesto que ésta ha sido identificada como la zona ideal para el desarrollo de técnicas

de diagnéstico molecular por su bajo perfil de mutaciones entre genotipos/subtipos virales.

En la Tabla 1 se muestran las secuencias de las cepas viricas estandar del virus de la hepatitis
E con capacidad infectiva a humanos y animales. En rojo se resalta la zona de unién de los
primers convencionales utilizados hoy en dia en la cuantificacién del virus y en naranja la zona
de unién de la sonda. Resaltado en amarillo se destaca las mutaciones de las diferentes cepas
viricas comparandola con el genotipo 3a, estandar de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (GenBank accession number: AB630970). De esta forma se identifica una secuencia
especifica de primers con la inclusién de bases degeneradas. Dichas secuencias de primers y

sonda pangenotipicos serian:

Primer forward: 5-RGTRGTTTCTGGGGTGAC-3’
Primer reverse: 5-AKGGRTTGGTTGGRTGA-3’
Sonda marcada: 5-FAM-TGAYTCYCARCCCTTCGC-TAMRA-3’

Posteriormente, mediante BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool), se ha comprobado la
especificidad de la regién amplificada por estas secuencias para el virus de la Hepatitis E, sin

obtener ninguna secuencia homodloga o con un nivel de similitud superior al 70%.

Desarrollo de la técnica en laboratorio.
Este apartado consiste en la realizacién de pruebas en el laboratorio de cara al desarrollo de la

técnica propuesta.
Optimizacién de condiciones de termociclado
Se realizd un gradiente de temperatura de 7 puntos, comprendidos entre 51°C y 61°C durante

40 ciclos de amplificacion. Este proceso se llevd a cabo mediante qRT-PCR en un
termociclador CFX Connect (Biorad; California, EEUU). Se utilizé el kit de QIAGEN OneStep
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RT-PCR (Qiagen; Hilden, Alemania) junto con los primers y sonda propuestos. Este kit

presenta las siguientes especificaciones técnicas:
e Mix con dos retrotranscriptasas distintas (SensiScript y OmniScript), con un rango de
actuacion entre 1 pg y 2 ug; por lo tanto, muestra muy alta sensibilidad.
e Polimerasa Hot-Start que produce amplificaciones extremadamente especificas.
e Buffer de PCR dual-cation que favorece la mayor especificidad en un amplio rango de
temperaturas de annealing, a la vez que impide la inhibicién de la PCR por las

retrotranscriptasas y que inactiva las RNasas. Permite la amplificacion de RNA desde 1

pg a2 ug.

Para la realizacion de esta prueba se utilizé como muestra problema la cadena estandar de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), suministrada por Paul-Ehrlich-Institut (code 6329/10),
y correspondiente al genotipo 3a con una concentracion de 250.000 Ul/mL. La temperatura

optima de alineamiento obtenida con este experimento fue de 57.1°C (Figura 1)
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Una vez obtenida la temperatura optima de annealing, las condiciones éptimas de
termociclado se recogen en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de termociclado

30 minutos 15 minutos 10 segundos 30 segundos | 20
a 50°C a 95°C a 95°C a57°C segundos
a 60°C

Concentracion éptima de primers y sonda marcada

Los primers y sonda, suministrado por la casa comercial Integrated DNA Thecnology
(IDT) y purificados mediante técnica desalting, se reconstituyeron a una concentracion

de 20uM y la sonda marcada a 15uM.

Se establecieron tres concentraciones distintas de primers dentro de los limites
aconsejados por el fabricante (0,5-1 uM). De esta forma, comprobamos el rendimiento
de los primers a las concentraciones de 0,25 uM, 0,5 uM, y 1 uM, mediante replicas.
Los resultados obtenidos mostraron un mejor rendimiento con la concentracién de 1
uM (Figura 2). Las pruebas fueron realizadas con una dilucién 1/10 de la cadena
estandar de la OMS.

Posteriormente fueron probadas concentraciones superiores (1,5 uM y 1,75 uM) pero

el rendimiento fue subéptimo comparado con 1 uM (Figura 3).

Asi mismo se determind la concentracion Optima para la sonda, siendo la

concentracién é6ptima 0,45 uM (Figura 4).

Determinacion del template 6ptimo y limite de deteccién para la reaccioén.

Con el objetivo de obtener el menor limite de deteccion posible y de esta forma la
posibilidad de detectar muestras con baja carga viral, se determin6 el volumen de
template. Para ello se realizaron determinaciones con un volumen creciente de
template, en este caso, 5, 10, 15, 20 y 25 uL de la cadena estandar de la OMS
partiendo de una dilucién 1/512, correspondiente a 976,5 Ul/mL. En la tabla 3 se

detallan las replicas positivas para cada uno de los templates utilizados.
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976,5 16/16 16/16 16/16 16/16 16/16

61 9/16 13/16 15/16 16/16 16/16

15,25 3/16 3/16 5/16 9/16 11/16

3,81 0/16 0/16 0/16 0/16 1/16

Tabla 3. Replicas para cada uno de los femplates utilizados en distintas

concentraciones de la cadena estandar de la OMS.

El limite de deteccion de la técnica para cada uno de los femplates utilizados es el

siguiente (Tabla 4).

5uL 439,34 (285,34-1.225,13)

15uL 64,9 (53,1-88,53)

Tabla 4. Limite de deteccion para cada cantidad de template empleada.

Ante estos resultados y para optimizar la deteccién de muestras con una carga viral
muy baja se recomienda que el volumen de template utilizado sea de 25 uL. El limite
de deteccion con este volumen de template es de 21,86 Ul/mL, calculado mediante
analisis Probit

Determinacién limite minimo de cuantificacion de la técnica y disefio de una
curva patrén.

Posteriormente, se realizé una RT-PCR para establecer el limite de cuantificacién.

Ademas, se disefid una curva patrén con la cadena de la OMS anteriormente
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mencionada. Esta prueba consistié en una qRT-PCR de 18 puntos de dilucién con un

factor de dilucién de 1:2. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

1/4

1/16 31,250 32,01

1/64 7,812.5 33,30

1/1024

1/4096 122 39,01

1/16384 30.5 NA

Tabla 5. gRT-PCR realizada para el disefio de la curva patrén y la determinacion del

limite de cuantificaciéon de la técnica.

Sensibilidad en panel de cadenas virales estandar de la OMS

En este paso se verifico la sensibilidad de la técnica frente al panel de cadenas
estandar de la OMS suministrado por Paul-Ehrlich-Institut (codigo 8578/13). Este panel
contiene 11 muestras positivas para VHE que incluyen los siguientes genotipos y
subtipos virales: 1a (8567/13), 1a (8568/13s), 1e (8569/13), 3b (8570/13), 3c
(8571/13), 3e (8572/13), 3f (8573/13), 3ra (8574/13s), 4c (8575/13), 4g (8576/13), 2a

(8577/13s). La informacién adicional de este panel se especifica en la Tabla 6.
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8567/13 1a plasma 436 (165-1.148) 27 12.589

8569/13 1e plasma 1.778 (812-3.890) 251 65.565

8571/13 3c plasma 2.511 (1.862-3.388) 630 7.585

857713 2a fecal 263.026 (125.892- 1.862 1.258.92
S 549.540) 5

Tabla 6. Panel de cadenas estandar de la OMS.

En la Figura 4 puede observarse como la técnica fue capaz de detectar todos los

genotipos presentes en este panel de 11 genotipos.

Posteriormente se realizaron 10 replicas para cada uno de los genotipos de este panel
y de esta forma obtendriamos una media Cq. Con esta media y la curva patrén
disefiada en el apartado 2.4., obtendriamos la carga viral de cada uno de los genotipos

para esta técnica propuesta (Tabla 7).



10

15

20

25

WO 2020/094907 PCT/ES2019/070764
19

1a 37,22 520

3f 33,99 8.520

4c 33,32 15.200

2a (fecal) 29,17 1.523.960

Tabla 7. Valores de Cq y de carga viral obtenidos utilizando la técnica desarrollada en

el proyecto para diferentes genotipos virales suministrados por la OMS.

Ninguna de las cargas virales obtenidas por la técnica propuesta esta por debajo del
minimo obtenido por la OMS. Incluso algunos genotipos son detectados con una carga

viral superior al maximo obtenido por la OMS.

Capacidad de deteccién de la técnica de cadenas sintéticas viricas de genotipos
emergentes

Para comprobar la capacidad de deteccidn del procedimiento sobre genotipos virales
emergentes (genotipos 5, 6, 7 y 8) se realiz6 la sintesis de un fragmento consistente
con la region ORF3 de los mismos por parte de la empresa IDT. Las cadenas y

secuencias sintetizadas fueron:

Genotipo 5 (Genbank: AB573435): 339pb

5 atgccaccatgcgcecctagggctatttigetgetgetegtegtgetictgectatgttgecccgegecaccggecggecagt
cgtctggcecgecgtegegggceggegtageggeggtgecggtagtggattictggggtgaccgggttgactctcagecctic

gccecteccctatattcacccaaccaacccectttgecatccgataccatcgetgcaaccgggactggagcetegetetcggea

gtcagcccgtecacttggcetecgectggegegatcagacccagcegeccceccecgcetgectececgtcgtagatctacececa

accggggcttcgecgttga3d”

Genotipo 6 (Genbank: AB602441): 33bp
5 atgccaccatgcgtcctagggctgtattgetgetgttectcatgcttctgectatgetgececcgegecaccggecggtcage
cgtctgattacagattacagagcggceggtticcggaggtggtitctggggtgaccgggttgactctcageccticgecctecce
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ctatattcacccaaccaacccctitgcatccgatgtttccacticgattacagattacacccgecgcacggcaggeageccgt
ccactcggctcegectggegcgaccagtcccagegecccteegectetgecacgtecgtagacctaccecagetggggcett

cgcecgttgad”’

Genotipo 7 (Genbank: KJ496143): 342bp

5 atgggtacaccatgcgccctcgggctattttgetgttgetectettgettitgectatgetgeccgegecaccggecggtca
gtcgtetggecegtegecgtgggeggegcageggeggattceggeggtggtttctggggtgacagggttgattctcagecctt
cgcactcccctatattcatccaaccaacccaticgecgcetgatgtctccgecageatccaggtetgggactggecttegeca
atcggcccgaccactcggtaccgcettggcgtgaccaatcccagegeccccccgcticcactcgecgecgatetgeccca
tccggggcetgegecgcetga3d”

Genotipo 8 (Genbank: KX387867): 342bp

5 atgggtacatcatgtgcactcgggctgtattgttgctgttectetigetictgectatgetgeeccgegecaccggecggtcag
ccgtectggecgecgtegtgggeggegeageggeggattccggegatggattictggggatgaccgggttgattctcagecctic
gcactcccctataticatccaaccaacccectttgtcgcagacatcacctcticatccggggetgggtctegecctecgecage
catcccgaccactcggtaccgcettggecgegaccaatcccagegeccegcecgcetececactegtecgecgatetgeeeeecge
tggggcagcgecgttaa3”

Como control de sintesis se empleo la secuencia de la cadena de genotipo 1a
(8567/13) del panel de la OMS. Las secuencias se reconstituyeron a la concentracion
recomendada por el fabricante (10ng/uL). En la Figura 5 puede observarse como la

técnica fue capaz de detectar todos los genotipos sintéticos.
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REIVINDICACIONES

1.- Un juego de cebadores nucleotidicos de secuencia SEQ ID NO. 1y SEQ ID NO: 2.

2.- Una sonda nucleotidica de secuencia SEQ ID NO: 3.

3.- Un método in vitro de diagnéstico de la infeccién por VHE en un individuo que
comprende:

a) obtener un producto de amplificacion del virus a partir de una muestra biolégica
aislada de dicho individuo usando los cebadores segun la reivindicacién 1, y

b) cuantificar el producto de amplificacién obtenido en el paso (a) mediante una sonda

segun la reivindicacién 2.

4 .- El método de diagnostico segun la reivindicacion 3, donde la deteccién por VHE se

realiza mediante qRT-PCR.

5.- El método de diagnodstico segun cualquiera de las reivindicaciones 3-4, donde la/s

retrotranscriptasa/s tienen un rango de actuacién de al menos entre 1 pgy 2 ug.

6.- Un kit o dispositivo de diagnostico que comprende un juego de cebadores

nucleotidicos segun la reivindicacion 1 y/o una sonda segun la reivindicacion 2.

7.- El uso del kit o dispositivo de diagndstico segun la reivindicacion anterior para el

diagnéstico de la infeccion por VHE en un individuo.

8.- Un cebador de secuencia SEQ ID NO. 1 para su uso como medicamento.

9.- Un cebador de secuencia SEQ ID NO. 2 para su uso como medicamento.

10.- Una sonda nucleotidica de secuencia SEQ ID NO: 3 para su uso como

medicamento.

11.- El cebador segun cualquiera de las reivindicaciones 8-9, y/o la sonda segun la
reivindicacién 10, para su uso en el diagnéstico de la infeccién por VHE en un

individuo.
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filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or "X"
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"Q" document referring to an oral disclosure use, exhibition, or "Y"
other means.

"P"  document published prior to the international filing date but

later than the priority date claimed
g

later document published after the international filing date or
priority date and not in conflict with the application but cited
to understand the principle or theory underlying the
invention

document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone
document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other documents ,
such combination being obvious to a person skilled in the art
document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

17/01/2020

Date of mailing of the international search report

(22/01/2020)

Name and mailing address of the ISA/

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
Facsimile No.: 91 349 53 04

Authorized officer
M. Garcia Coca

Telephone No. 91 3493411
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DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category
*

Citation of documents, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim
No.

A

RIVERO A. et al . "Documento of consenso of GEHEP perteneciente a

la Sociedad Espailola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica (SEIMC) sobre el diagnéstico, manejo y prevencion de la infeccién
por el virus de la Hepatitis E" . February 2018,

Pages 1-76 [on line][retrieved on 16/01/2020].

g T tit -
RO DALILEN T DA

ment.

o

1-11

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ES2019/070764

Box No. 1 Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)

1. Withregard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search was

carried out on the basis of a sequence listing:

a. forming part of the international application as filed:
[:] in the form of an Annex C/ST .25 text file.

on paper or in the form of an image file.

b. furnished together with the international application under PCT Rule 13¢er 1(a) for the purposes of international search

only in the form of an Annex C/ST .25 text file.

c. EI furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:

|:| i the form of an Annex C/ST .25 text tile (Rule 13fer. 1(a)).

I:[ on paper or in the form of an image file (Rule 137er.1(b) and Administrative Instructions, Section 713).

2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that forming part of the application as
filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

-

3. Additional comments:

The sequences disclosed in the description shall be presented in the format defined in WIPO

standard ST.25 (Rule 5.2).

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/ES2019/070764

Box Neo. I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. lj Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. [:I Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

See supplemental sheet

L. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. [g] As all searchable claims could be searched without effort justifving additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which tees were paid, specifically claims Nos.:

4. EI No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest I:I The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

I:I No protest accompanied the payvment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)
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PCT/ES2019/070764

SUPPLEMENTAL SHEET: CONTINUATION OF BOX IlI

Owing to the manner in which the claims were drafted, the international application contains no
single general concept, and thereby contravenes PCT Rule 13.1.

The general concept according to claim 1 is a set of nucleotide primers with SEQ ID NO:1 and SEQ
ID NO:2, while the concept according to claim 2 is a nucleotide probe with sequence SEQ ID NO:3.
Therefore, there is no single gneral concept, since there is no technical relationship among these
claims involving one or more of the same or corresponding special technical features, and likewise
since no other features have been found that could be regarded as special features (PCT Rule 13.2),
there is a lack of unity of invention.

This lack of unity of invention would be resolved by making the present claims 1 and 2 dependent on
claim 3, given that both the set of primers and the probe are reqired in order to carry out the
diagnostic method claimed in claim 3. This was, therefore, taken into account in the establishment of
the present report and the report was established for all of the claims.

Formulare PCT/ASA/210 (feuille additionnelle) (janvier 2015)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2019/070764

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
CI1201/686 (2018.01)

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

C12Q

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, EMBASE/Elsevier, MEDLINE/NLM y Bases de Texto TXT

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

- . R Relevante para las
Categoria Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°

X RIVERO-JUAREZ A et al.. "Detection of hepatitis E virus RNA 1-11
in saliva for diagnosis of acute infection". Zoonoses and Public
Health AUG 2018. 31/07/2018,

Vol. 65, N° 5, Paginas 584-588,

ISSN 1863-1959(print) ISSN 1863-2378(electronic),

<DOI: doi:10.1111/zph.12472> ver apartado 2.3

X RISALDE MARIA A et al.. "Persistence of hepatitis E virus 1-11
in the liver of non-viremic naturally infected wild boar".
PLoS One NOV § 2017. 08/11/2017,

Vol. 12, N° 11, Paginas Article No.: e0186858,

ISSN 1932-6203(print) ISSN 1932-6203(electronic),
<DOI: doi:10.1371/Journal.pone.0186858>

ver apartado "Molecular Study"

En la continuacién del recuadro C se relacionan otros documentos [ Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias especiales de documentos citados: "T" documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
"A" documento que define el estado general de la técnica no presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
considerado como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir

la comprensién del principio o teorfa que constituye la base

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
de la invencién.

fecha de presentacién internacional o en fecha posterior.
"L"  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién X" documento particularmente relevante; la  invencién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la una actividad inventiva por referencia al documento
indicada). aisladamente considerado.
"0" documento que se refiere a una divulgacién oral, a una 'Y  documento particularmente relevante; la  invenci6n
utilizacién, a una exposicién o a cualquier otro medio. rei\./ir.ldicafia no puede considerarse que imp.lique una
"P"  documento publicado antes de la fecha de presentacién actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u

internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

reivindicada.
"&" documento que forma parte de la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.
17/01/2020 22 de enero de 2020 (22/01/2020)
Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado
biisqueda internacional M. Garcia Coca

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
N° de fax: 91 349 53 04 N° de teléfono 91 3493411

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2019/070764

C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes R.elftva.nte para laso
* reivindicaciones n
1-11
A RIVERO A. et al . "Documento de consenso de GEHEP perteneciente a la

Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologfa Clinica
(SEIMC) sobre el diagndstico, manejo y prevencién de la infeccion por el
virus de la Hepatitis E". Febrero 2018,

Péaginas 1-76 [en linea][recuperado el 16/01/2020].

Recuperado de Internet

<URL:

CaE N T end ‘i a
vdacd ornmoacdese i ia cehanide
MOGE ErapaSOSeS g/ genen/ Qo

di > todo el documento.
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Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud internacional n°
PCT/ES2019/070764

Recuadro I Secuencia(s) de nucleétidos y/o de aminoacidos (continuacién del punto 1.c de la primera hoja)

1. Con respecto a las listas de secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para la
invencién reivindicada, la biisqueda se ha llevado a cabo sobre la base de una lista de secuencias:

a. que forma parte de la solicitud internacional tal y como se presento:

[ en formato de archivo de texto segiin Anexo C/ST.25.

en formato papel o en formato de archivo de imagen.

b O presentada junto con la solicitud internacional de acuerdo a la Regla 13.zer.1a) del PCT exclusivamente a los fines de la
" biisqueda, en formato de archivo de texto segtin Anexo C/ST.25.

c. [ Presentada con posterioridad a la fecha de presentacién tinicamente a los fines de la blisqueda internacional:

[ en formato de archivo de texto segtin Anexo C/ST.25 (Regla 13ter.1a)).
O en formato papel o en formato de archivo de imagen (Regla 13fer.1b) e Instrucciones Administrativas, seccién 713).

2.4 Ademds, en caso de que se haya presentado mds de una versién o copia de una lista de secuencias se ha entregado la declaracién
requerida de que la informacién contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la que formaba parte de la
solicitud tal y como se presentd o no va mds alld de lo presentado inicialmente.

3. Comentarios adicionales:

Las secuencias que se describen en la memoria deben presentarse segin el formato definido en la
norma ST.25 de la OMPIL. (Regla 5.2)

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Enero 2015)
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Solicitud internacional n°

PCT/ES2019/070764

Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no estd obligada a proceder a la blisqueda, a saber:

2. O Las reivindicaciones n°*
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

3. O Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

Ver Recuadro Suplementario.

1. O Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. O pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n®:

Indicacion en cuanto a la protesta O se acompafi a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

O & pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Enero 2015)
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PCT/ES2019/070764

RECUADRO SUPLEMENTARIO: CONTINUACION DEL RECUADRO III

Debido a la forma de redactar las reivindicaciones, la solicitud internacional no presenta un concepto
general unico tal y como se exige en la Regla 13.1 PCT.

El concepto general que se desprende de la reivindicacion 1, es un juego de cebadores nucleotididos de
SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, mientras que el concepto que se desprende de la reivindicacién 2, es una
sonda nucleotidica de SEQ ID NO:3. Por lo tanto, no existe un concepto general Unico, ya que entre estas
reivindicaciones no existe una relacién técnica relativa a uno o varios elementos técnicos particulares
idénticos o correspondientes, y como tampoco se encuentran otras caracteristicas que puedan considerarse
como elementos particulares en el sentido de la Regla 13.2 PCT, existe falta de unidad de invencion.

Esta falta de unidad de invencién quedaria solventada haciendo depender las actuales reivindicaciones 1y

2 de la reivindicacién 3, puesto que para poder realizar el método de diagndstico revindicado en la
reivindicacién 3 son necesarios tanto el juego de cebadores como la sonda. Por lo tanto, a la hora de
realizar el presente informe se ha tenido esto en cuenta y se ha realizado el informe para todas las
reivindicaciones.

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Enero 2015)
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