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DESCRIPCIÓN

Polipéptidos para el diagnóstico y el tratamiento de la leishmaniosis.

Campo técnico

La presente invención se refiere a compuestos y métodos para la detección de anticuerpos anti-Leishmania en
individuos que se sospecha que están infectados con el parásito protozoario del género Leishmania; especialmente,
el agente infeccioso es una cepa de la India y es similar o está estrechamente relacionado con cepas de Leishmania
de la India. Además, la presente invención proporciona un kit de diagnóstico que consiste en el polipéptido mostrado
en SEQ ID NO: 6 para la detección de anticuerpos anti-Leishmania en individuos en los que se producen respuestas
inmunitarias contra especies de cepas de la India y similares o estrechamente relacionadas con cepas de Leishmania
de la India, y también son útiles como vacuna y agente terapéutico para prevenir y tratar la leishmaniosis. La presente
invención proporciona además un kit de diagnóstico que consiste en un anticuerpo producido contra polipéptidos
mostrados en SEQ ID NO: 6 para la detección de antígenos de Leishmania.

Antecedentes de la invención

La leishmaniosis, una enfermedad parasitaria transmitida por vectores, está provocada por protozoos intramacró-
fagos obligados. Se caracteriza por su diversidad y complejidad. Se presenta por sí misma con una amplia gama de
formas clínicas. Sin embargo, hay 4 formas clínicas principales. La leishmaniosis visceral (LV), también conocida
como kala azar, es la forma más grave de la enfermedad que, si no se trata, tiene una tasa de mortalidad de casi el
100%. La leishmaniosis cutánea (LC) produce úlceras en la piel en las partes expuestas del cuerpo, tales como la
cara, los brazos y las piernas. El número de úlceras puede variar desde 1 hasta tantas como 200 en algunos casos,
provocando discapacidad grave y dejando al paciente cicatrices permanentes. La tercera forma es la leishmaniosis
mucocutánea (LMC), o espundia. Puede conducir a una destrucción extensa y desfigurante de las membranas muco-
sas de las cavidades de la nariz, la boca y la garganta y puede implicar incluso al cartílago. La forma cutánea puede
conducir a la forma diseminada, conocida como leishmaniosis cutánea difusa (LCD). La leishmaniosis está provocada
por un total de aproximadamente 21 especies, que se transmiten por aproximadamente 30 especies de moscas de arena
phlebotomine [Herwaldt BL., 1999].

Actualmente, la leishmaniosis es endémica en 88 países de los cinco continentes, África, Asia, Europa, Nortea-
mérica y Suramérica, y un total de 350 millones de personas están en riesgo de infección. Se estima que 12 millones
de personas en todo el mundo están afectadas por leishmaniosis; esta cifra incluye casos con enfermedad manifiesta
y aquéllos sin síntomas evidentes. De los 1,5-2 millones de nuevos casos que se estima que se producen anualmente,
sólo 600000 se declaran oficialmente. De los 500000 nuevos casos de LV que se producen anualmente, el 90% son
en cinco países en desarrollo: Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudán. Aproximadamente el 90% de todos los casos
de LMC se producen en Bolivia, Brasil y Perú y el 90% de todos los casos de LC se producen en Afganistán, Brasil,
Irán, Perú, Arabia Saudí y Siria, con 1-1,5 millones de nuevos casos notificados anualmente en todo el mundo. La
distribución geográfica de la leishmaniosis está limitada por la distribución de la mosca de arena, su susceptibilidad a
climas fríos, su tendencia a tomar sangre de seres humano o animales sólo y su capacidad para sustentar el desarrollo
interno de especies específicas de Leishmania [Desjeux P 2001].

Desde 1993, las regiones que son endémicas de Leishmania se han expandido significativamente, acompañado por
un aumento brusco en el número de casos registrados de la enfermedad. La propagación geográfica se debe a factores
relacionados principalmente con el desarrollo. Estos incluyen la masiva migración del medio rural al urbano y los pro-
yectos agroindustriales que llevan a residentes urbanos no inmunes a zonas rurales endémicas. Proyectos con impacto
medioambiental causados por el hombre, como presas, sistemas de irrigación y pozos, así como la deforestación,
también contribuyen a la propagación de la leishmaniosis. El SIDA y otros estados inmunosupresores aumentan el
riesgo de que personas infectadas con Leishmania desarrollen enfermedad visceral [Desjeux P 2001, Paredes R et al.,
1997].

La LV está provocada principalmente por L. donovani en el subcontinente indio y en África, Leishmania infantum
en la región mediterránea y Leishmania chagasi en el nuevo mundo; de estas especies, Leishmania chagasi y Leishma-
nia infantum están estrechamente relacionadas. Aunque todas las especies anteriores provocan LV, son genéticamente
diferentes entre sí. Los datos obtenidos por Cupolillo E et al., [1994] usando zimotaxonomía numérica mostraron que
L. chagasi, la especie visceral del nuevo mundo, es similar a L. infantum del viejo mundo. El zimodemo, el serodemo
y las comparaciones cuantitativas de de los patrones de fragmentos de ADN nuclear indican todos que L. chagasi y
L. infantum están estrechamente relacionadas y pueden representar la misma especie. Además, el estudio de Bever-
ley S.M et al., [1987] basado en los patrones de fragmentos de restricción de ADN nuclear revela que L. chagasi y
L. infantum son similares y están tan estrechamente relacionados entre sí como dos individuos al azar de la misma
población y que L. donovani es diferente de estas dos especies. En otro estudio usando análisis de secuencia de ADN
repetitivo por Piarroux R et al., [1995] se observó que, entre las Leishmania que provocan LV, L. donovani se aislaba
de focos en los que los seres humanos son el principal reservorio y se agrupaba en una rama independiente y en cam-
bio, L. infantum y L. chagasi son parásitos caninos que raramente infectan a seres humanos y por tanto son diferentes.
Un reciente estudio por Mauricio I.L et al., [1999] usando tres enfoques diferentes a diferentes niveles de resolución
para explorar la información genética de especies de Leishmania revela una cantidad sustancial de diversidad dentro

2



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 046 T3

del complejo de L. donovani. Además, la RAPD había agrupado las cepas de L. donovani según el origen geográfico,
específicamente la India y Kenia, mostrando una divergencia sustancial dentro del taxón.

La diversidad genética no sólo es común para L. donovani, incluso en L. major, que provoca leishmaniosis cutánea,
cepas aisladas de la misma zona geográfica muestran polimorfismos de tamaño del cromosoma menores en sus cario-
tipos moleculares mientras que cepas de diferentes zonas geográficas muestran diferencias más significativas, lo que
sugiere que los genomas de especies de Leishmania son bastante plásticos y que se producen transposiciones cromosó-
micas durante la evolución de diversas especies [Samaras N et al., 1987]. Actualmente, está en marcha un proyecto de
mapeo genómico en L. major patrocinado por la OMS. Aunque se ha argumentado que el mapa genómico de una cepa
sería aplicable a otra, hay muy pocas pruebas que corroboren esta afirmación. De hecho, se sabe que diferencias en el
número de copias de genes y la organización difieren entre L. donovani, L. chagasi, L. major y otras especies. Además,
es difícil conciliar las grandes diferencias en los síntomas clínicos provocados por diferentes especies con idéntico ge-
notipo [Ghosh S.S., et al., 1998]. Por estos motivos, es necesario caracterizar genes importantes, que tienen potencial
para ser un candidato de diagnóstico, vacuna o terapéutico de regiones geográficas diferentes. La asignación de la es-
pecie de parásito basándose sólo en la ubicación geográfica o el sitio de infección no es satisfactoria. Por consiguiente,
la clasificación y el diagnóstico correctos del aislado de Leishmania patógena es esencial para determinar el pronóstico
clínico y un enfoque terapéutico específico de especie [Marfurt J., et al., 2003]. Un posible gen de este tipo estudiado
ampliamente a través de diferentes especies de regiones geográficas diferentes es Gp63, una proteasa de zinc anclada
a glicolípidos de 63 kDa de tamaño [Webb J.R., et al., 1991; Steinkraus HB et al., 1993; Roberts S C et al., 1993].

En la India, la LV es un grave problema en Bihar, Bengala occidental y Uttar Pradesh oriental, donde hay una
notificación menor de la real de kala-azar (KA) y leishmaniosis dérmica post kala-azar en mujeres y niños de 0-9
años de edad. Las epidemias recientes en 1992 de LV mataron a más de 100.000 personas en la India y Sudán. La
fumigación con DDT ayudó al control de KA en la India, sin embargo, hay informes de que el vector Phlebotomus
argentipes desarrolló resistencia. Además, la linfoadenopatía, una característica que se presenta principalmente en la
India eleva la posibilidad de un nuevo vector o una variante de la enfermedad [Bora D., 1999].

La leishmaniosis dérmica poskala-azar (LDPK) es una secuela de KA en la India y Sudán; la enfermedad se
desarrolla de meses a años después de que el paciente se recupere de KA. Las lesiones cutáneas caracterizan la
enfermedad y manifiestan una gran variabilidad, oscilando desde máculas hipopigmentadas hasta pápulas eritematosas
y desde nódulos hasta placas. Como en la lepra, el amplio espectro clínico de LDPK refleja la respuesta inmunitaria
del individuo frente al organismo Leishmania. Las lesiones pueden ser numerosas y persistir durante décadas. Los
parásitos aislados de las lesiones son idénticos a los que provocan la enfermedad visceral original.

Los hallazgos clínicos y epidemiológicos en leishmaniosis no son patognómicos y estos pueden imitar varios
estados endémicos tales como malaria, tuberculosis, sífilis e infecciones fúngicas. Por tanto, se requiere un diagnóstico
de laboratorio para confirmar la sospecha clínica. Las herramientas de diagnóstico usadas para cada síndrome de
Leishmania, a saber, forma visceral, cutánea y mucocutánea, varían, pero el método de referencia en cada caso sigue
siendo la manifestación y el aislamiento del parásito del tejido apropiado [Singh S et al., 2003].

Los síntomas y signos clínicos no son suficientes para diferenciar la LV de otros estados similares tales como
malaria, síndrome de esplenomegalia tropical, esquistosomiasis o cirrosis con hipertensión portal, tripanosomiasis
africana, tuberculosis miliar, brucelosis, fiebre tifoidea, endocarditis bacteriana, histoplasmosis, malnutrición, linfoma
y leucemia. Por tanto, se requieren otros métodos de diagnóstico [Herwaldt BL, 1999; Davidson RN, 1998]. Entre
estos, la técnica más específica y convencional es el aislamiento o la manifestación parasitológica del agente causante.
La médula obtenida a partir de punción de la cresta iliaca o esternal es un método mucho más seguro pero doloroso.
Los aspirados se extienden sobre un portaobjetos de vidrio y se tiñen con tinción de Romanowsky para manifestar
las formas de amastigote del parásito. Sin embargo, en cultivo puede dar resultados positivos en hasta el 80% de los
casos. La punción de ganglios linfáticos da resultados positivos en el 60% de los casos. Se extrae líquido de cualquier
ganglio linfático agrandado y se somete tanto a examen directo como a cultivo para proporcionar la mejor posibilidad
de diagnóstico [Williams, J. E, 1995; Manson-Bahr PEC, 1987]. El aislamiento primario de L. donovani se hace
sobre medio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) sólido que tiene el 20-30% de sangre de conejo o medio de insectos de
Schneider líquido complementado con suero de ternero fetal al 10% v/v (FCS). Pueden usarse también otros medios
de crecimiento adecuados particularmente para mantener los subcultivos de los promastigotes usando FCS u otros
complementos incluyendo orina humana [Singh S et al., 2000]. La manifestación de los parásitos en el bazo y el
hígado es uno de los métodos más precisos disponibles para determinar las infecciones por Leishmania. El noventa por
ciento de los casos activos muestran parásitos en aspirados esplénicos y hepáticos. Debe usarse la aguja más pequeña
posible, preferiblemente de calibre 21 (0,8 mm) para minimizar el riesgo de complicaciones tales como hemorragia del
bazo [Williams, J. E, 1995]. Parte del aspirado esplénico puede usarse para preparar frotis para examen microscópico
directo y el resto debe cultivarse. El material de biopsia hepática es menos probable que manifieste parásitos en el
examen directo o en el cultivo; sin embargo, el examen histológico mostrará amastigotes en células de Kupffer en el
sistema portal.

Se han publicado informes ocasionales de hallazgos de parásitos de Leishmania en sangre de pacientes con Kala-
azar de Kenia y la India. Se centrifuga sangre en anticoagulante a 2000 g durante 10 min. y se retira células de la capa
leucocítica y se usan para preparar frotis y cultivos inoculados. Los amastigotes pueden encontrarse en y alrededor de
células de macrófagos. El volumen usado en la inoculación del cultivo es importante, 1-3 gotas en medio NNN o de
Schneider han proporcionado resultados satisfactorios [Manson-Bahr PEC, 1987].
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Los métodos microscópicos convencionales son invasivos y dolorosos conllevando riesgo de infecciones iatro-
génicas y hemorragias mortales. Aunque la manifestación de la forma de amastigote del parásito en los tejidos está
usándose desde su descubrimiento como enfermedad parasitaria en 1903, es menos sensible y no pude detectar infec-
ciones subclínicas y ocultas. La forma subclínica y latente de la infección se ha convertido en un problema importante
en los últimos años, dado que estas pueden estallar debido a una inmunosupresión tal como una infección por VIH y
la infección puede transmitirse a través de trasplantes de órganos. El diagnóstico serológico se basa en la presencia de
una respuesta humoral específica como en casos de leishmaniosis visceral o una respuesta inmunitaria mediada por
células en casos de leishmaniosis cutánea y mucocutánea, provocada por el sistema inmunitario contra el patógeno
causante. Hay gamas de métodos serológicos disponibles para el diagnóstico de LV que varían en precisión y especifi-
cidad. Estos incluían pruebas específicas y no específicas. Con la investigación en curso están haciéndose disponibles
continuamente mejores métodos más nuevos.

La prueba de gel de formol es la prueba serológica más antigua y tiene la ventaja de ser barata y sencilla de
realizar. Se mezcla suero obtenido a partir de aproximadamente 5 ml de sangre con una gota de formaldehído al
30%. Se muestra una reacción positiva si la mezcla solidifica y forma un precipitado opaco blanco en el plazo de 20
minutos. No puede detectarse una prueba positiva hasta 3 meses tras la infección y se vuelve negativa 6 meses tras la
cura. La prueba no es específica puesto que se basa en la detección de niveles elevados de inmunoglobulinas IgG y
IgM que también están elevados en otras infecciones tales como tripanosomiasis africana, malaria y esquistosomiasis
etc., [WHO expert committee report, 1991]. Han estado en uso varias otras pruebas basadas en este principio en el
pasado pero se usan muy raramente en la actualidad [Singh S, 1999].

Hay varias pruebas serológicas específicas y todas tienen especificidad y sensibilidad variables para el diagnóstico
de la enfermedad. Algunas de estas pruebas incluyen hemaglutinación indirecta (IHA), inmunoelectroforesis en con-
tracorriente (CCIEP), inmunodifusión (ID) etc., aunque todas estas pruebas son engorrosas y carecen de sensibilidad
y especificidad y por tanto no se usan comúnmente. Se describen a continuación algunas más comúnmente usadas.

1. Prueba cutánea de leishmanina (LST): La hipersensibilidad retrasada es una característica importante de las
formas cutáneas de leishmaniosis humana y puede medirse mediante la prueba de leishmanina, también conocida como
la reacción de Montenegro. La leishmanina es una suspensión inactivada promastigotes completos (0,5-1 x 107/ml) o
alterados (250 µg de proteína/ml) en solución salina de fenol libre de pirógenos. No se producen reacciones cruzadas
con la enfermedad de Chagas, aunque se encuentran algunas reacciones cruzadas con casos de tuberculosis glandular y
lepra lepromatosa. La prueba cutánea de leishmanina se usa como indicador de la prevalencia de leishmaniosis cutánea
y mucocutánea en poblaciones humanas y animales y del éxito de cura de la leishmaniosis visceral [Singh S, 1999,
Sassi A, et al., 1999]. Durante la enfermedad de kala-azar activa, no habrá respuesta inmunitaria mediada por células
o será insignificante. Sin embargo, el antígeno leishmanina no está disponible comercialmente y no se ha llevado a
cabo ningún estudio de campo en la India.

2. Prueba de anticuerpos fluorescentes indirecta (IFAT): La prueba de anticuerpos fluorescentes indirecta es una
de las pruebas más sensibles disponible. La prueba se basa en la detección de anticuerpos, que se manifiestan en las
fases muy tempranas de la infección y permanecen indetectables de seis a nueve meses tras la cura. Si los anticuerpos
persisten en bajos títulos es una buena indicación de una probable recaída. Títulos por encima de 1/20 son significativos
y por encima de 1/128 son diagnósticos [Williams, J. E, 1995]. Hay una posibilidad de una reacción cruzada con sueros
tripanosomiales, sin embargo, esto puede superarse usando amastigotes de Leishmania como antígeno en lugar de los
promastigotes [Gari-Toussaint M, et al., 1994].

3. Prueba de aglutinación: La DAT es una prueba sumamente específica y sensible. Es barata y sencilla de realizar,
lo que la hace ideal tanto para el uso de campo como en el laboratorio. El antígeno se prepara a partir de promastigotes
de L. donovani y la prueba puede llevarse a cabo en plasma, suero, manchas de sangre y sangre completa. Durante
mucho tiempo, la DAT permaneció como la prueba de diagnóstico de primera línea en países pobres en recursos.
El método usa promastigotes completos, teñidos o bien como una suspensión o en una forma liofilizada. La forma
liofilizada es termoestable y facilita el uso de la DAT en el campo. Sin embargo, la principal desventaja de la DAT
es el tiempo de incubación relativamente largo de 18 h y la necesidad de diluciones en serie de la sangre o el suero
[Schallig HD et al., 2001]. Otra desventaja principal de la DAT es que no tiene valor predictivo para evaluar la cura
parasitológica de la enfermedad, dado que la prueba puede seguir siendo positiva durante varios años tras la cura.
Recientemente, Schoone et al [2001] han desarrollado una prueba de aglutinación-selección rápida para la detección
rápida (<3 h) de anticuerpos anti-Leishmania en muestras de suero y en sangre recogida sobre papel de filtro. La
FAST utiliza sólo una dilución de suero, conduciendo a resultados cualitativos. La FAST ofrece las ventajas de la
DAT basadas en el antígeno liofilizado con respecto a la estabilidad del antígeno, la reproducibilidad, especificidad y
sensibilidad.

4. Inmunotransferencia: Se ha intentado el serodiagnóstico usando inmunotransferencia y se ha notificado que
es superior y específico de fase. Los diversos antígenos expresados durante el transcurso de la infección también
pueden documentarse. También tiene una ventaja añadida de documentación permanente. Sin embargo, la técnica no
es agradable para el usuario y está limitada sólo a laboratorios de investigación [Herwaldt BL., 1999; Singh S, 1999;
Schallig HD et al., 2001].

5. Detección de antígenos: La detección de antígenos en el suero del paciente es complicada por la presencia de un
alto nivel de los anticuerpos, complejos inmunitarios circulantes, amiloide sérico, factor reumatoide y autoanticuerpos,
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todos los cuales pueden enmascarar inmunológicamente determinantes antigénicos importantes o inhibir competitiva-
mente la unión de antígeno libre. La prueba de detección de antígenos, en principio, proporcionaría mejores medios
de diagnóstico de leishmaniosis. Dado que se espera que los niveles de antígenos se correlacionen ampliamente con la
carga de parásitos, la detección de antígenos puede ser una alternativa ideal a la detección de anticuerpos en pacien-
tes inmunocomprometidos, en los que la respuesta de anticuerpos es muy escasa. Aunque se han publicado algunos
informes, no está disponible actualmente ningún sistema de detección de antígenos satisfactorio [Senaldi G et al.,
2001; Attar ZJ et al., 2001]. Recientemente, se ha desarrollado una prueba de aglutinación de látex (KATEX) para la
detección de antígenos de Leishmania en la orina de pacientes con LV. Los resultados obtenidos con KATEX usando
muestras recogidas de diferentes focos de LV indican que las pruebas funcionan bien independientemente del origen
geográfico de las muestras. La prueba tuvo un 100% de especificidad y una sensibilidad de entre el 68-100% [Attar ZJ
et al., 2001]. Si la prueba tiene aplicaciones para la detección de casos asintomáticos de LV y la monitorización de la
terapia está todavía por confirmarse.

6. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA): El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
es una herramienta valiosa en el serodiagnóstico de la leishmaniosis. La prueba es útil para aplicaciones de campo o
de análisis de laboratorio. El ELISA puede realizarse fácilmente y es adaptable para su uso con antígeno definido o
purificado. Los antígenos usados en el diseño de pruebas de inmunodiagnóstico para la leishmaniosis se han derivado
tradicionalmente de promastigotes que se han cultivado in vitro o de proteínas recombinantes, la alteración del antíge-
no usado para el ELISA y la DAT a partir del promastigote completo o antígenos solubles frente a antígenos peptídicos
y de Leishmania de potencial recombinante y más específicos han mejorado el diagnóstico de LV [Senaldi G et al.,
2001]. El inmunodiagnóstico se ve influido en gran medida por el antígeno usado. Se han notificado recientemente va-
rias moléculas de antígeno [Martin SK et al., 1998; Rajasekariah GH et al., 2001]. Los antígenos excretores, secretores
y metabólicos (Ld-ESM), liberados por promastigotes de L. donovani en un medio libre de proteína se usaron para el
serodiagnóstico de LV mediante ELISA. Se ha encontrado que los Ld-ESM son específicos y sensibles al 100%, el
valor predictivo positivo era del 99,99% y el valor predictivo negativo era del 95,45%. Sin embargo, se requiere una
evaluación de múltiples sitios prospectiva y retrospectiva adicional para validar estos hallazgos [Schoone GJ et al.,
2001]. Últimamente, se ha desarrollado una variedad de antígenos recombinantes, recientemente se ha identificado
un gen relacionado con el gen B de L. major que codifica para una proteína hidrófila expresada en la superficie tanto
de promastigotes como de amastigotes de L. major caracterizada por un motivo de repetición de aminoácidos de 5,5
copias de una secuencia de 14 aminoácidos y se ha mostrado que se expresa en L. donovani. La proteína codifica-
da por el homólogo del gen B de L. donovani contiene hasta 22 copias de un elemento repetitivo en el que 9 de 14
residuos están completamente conservados entre las dos especies. Se desarrolló un ELISA que usaba la secuencia
peptídica repetitiva de GBP de L. donovani y GBP de L. donovani recombinante como ligando de fase sólida. Sin
embargo, las limitaciones de este antígeno son que puede usarse para el serodiagnóstico de leishmaniosis visceral sólo
en zonas endémicas para L. donovani pero no para zonas que son coendémicas para otras especies de Leishmania y la
especificidad y sensibilidad no son muy altas [Jensen AT et al. 1999].

Raj et al., [1999] han desarrollado otra proteína recombinante rORFF de origen de L. infantum para el diagnóstico
de LV en la India. La proteína ORFF está codificada en el locus LD1 del cromosoma 35 de L. infantum, un ELISA
con este antígeno demostró ser sensible con tan sólo 5 ng de rORFF cuando se realizó con diferentes grupos de
pacientes como con LV confirmada, sospechosos de LV, controles normales endémicos tratados de manera intermitente
y controles normales no endémicos. Además, se sometió el mismo grupo de pacientes a DAT usando promastigote
completo y ELISA usando antígenos solubles totales. Se encontró que el ELISA usando rORFF era más sensible que
los otros. Aunque este antígeno es sumamente sensible (del 95 al 100%) y específico (>90%) para LV, se encontró
también que era positivo en el 40% de los casos de LC confirmada debida a L. major o L. tropica. Además, la prueba
necesita evaluarse por otros y su utilidad para el diagnóstico de campo está todavía por estudiarse. En un estudio
reciente realizado en LV mediterránea en la que L. infantum es el agente causante, se han comparado diez antígenos
de Leishmania recombinantes y purificados usando un método de ELISA por Maalej et al., [2003]. De estos antígenos
recombinantes, rgp63, un antígeno de superficie principal de Leishmania que no está presente en Trypanosoma cruzi
u otros cinetoplástidos y rGBP tenían un buen rendimiento pero no eran muy sensibles ni específicos para conseguir
un diagnóstico fiable. Se sugiere que el uso de proteínas recombinantes de L. infantum en lugar de L. major había
producido un mejor resultado.

Un antígeno recombinante desarrollado por Burns et al., [1993] que pertenece a la familia cinesina de proteínas
motoras, K39 recombinante (rK39), se ha demostrado que es específico para anticuerpos que surgen durante la LV
provocada por miembros del complejo de L. donovani, que incluye Leishmania chagasi y L. infantum. Este antígeno,
que es un miembro de la familia cinesina, codifica para una proteína con un epítopo repetitivo, que consiste en 39
residuos de aminoácido (K39), es sumamente sensible y predictiva de enfermedad aguda. Se han demostrado títu-
los de anticuerpos anti-rK39 altos en pacientes con LV pero no se demuestran anticuerpos anti-rK39 detectables en
leishmaniosis cutánea o mucocutánea. Los títulos de anticuerpo frente a este antígeno se correlacionan directamente
con la enfermedad activa y tienen un tremendo potencial como medio de monitorización de la quimioterapia y en la
predicción de la recaída clínica [Burns JM Jr et al., 1993; Singh S et al., 1995; Badaro R et al., 1996; Singh S et al.,
2002; Maalej IA et al., 2003; patentes estadounidenses números 5.411.865 y 5.719.263 y documento WO 94/16331].
Además, el ELISA de rK39, tiene un alto valor predictivo para detectar LV en personas inmunocomprometidas, como
pacientes con SIDA [Houghton RL et al., 1998]. Este antígeno está ahora comercialmente disponible en forma de tiras
de papel de nitrocelulosa impregnadas con antígeno adaptadas para su uso en condiciones de campo. Se ha encontrado
que la prueba con tira de rK39 es útil para el diagnóstico de campo de kala-azar en la India [Sundar S et al., 1998 y
Sundar S et al., 2002]; sin embargo, el mismo tenía una sensibilidad notablemente menor en Sudán [Zijlstra EE et al.,
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2001] y el sur de Europa. Es importante enfatizar en este caso que aunque se ha mostrado que el gen de antígeno rela-
cionado con cinesina está conservado en todas las especies viscerales, aunque el mismo no parece ser el caso, porque
L. donovani es el agente causante de kala-azar en la India así como en Sudán, y en ambas zonas geográficas provocan
LDPK como secuela a LV. Pero las observaciones de Zijlstra et al., [2001] y Zijlstra et al., [2003] de que las pruebas
con tiras de rK39 son menos sensibles (sólo hasta el 67%) en Sudán e incluso en el sur de Europa (sólo hasta el 71,4%)
[Jelinek T et al., 1999] elevan la duda válida sobre la idoneidad universal de este antígeno. Una explicación ofrecida
a menudo para esta sensibilidad variable es que la respuesta de anticuerpos provocada por diferentes grupos étnicos
puede diferir notablemente [Sundar S et al., 2002]. Alternativamente, también podría ser posible que el propio gen
antigénico varíe notablemente de cepa a cepa y también en diferentes regiones geográficas o que exista una variante
de este antígeno y evada la dilucidación inmunitaria como resultado de que la enfermedad permanece sin detectar en
pocos casos cuando se usa la rK39 existente de L. chagasi para el diagnóstico. Además, de los 500.000 nuevos casos
de LV, que se producen anualmente en todo el mundo, más del 90% se notifican en la India, Bangladesh, sur de Sudán
y noreste de Brasil [Sundar S et al., 2002].

La India alberga la mayoría de los casos de LV en el mundo, y el antígeno relacionado con cinesina no se caracterizó
aún a partir de aislados de la India de Leishmania donovani. También es evidente que L. chagasi tiene un reservorio
animal mientras que L. donovani no. Es posible que el gen difiera significativamente de L. chagasi y la caracterización
de este gen explicará también las razones de la escasa sensibilidad de la prueba con tiras de rK39 en ciertas regiones
geográficas. En un intento por resolver este problema, se ha clonado y caracterizado el gen de cinesina de diferentes
cepas aisladas de dos individuos infectados por L. donovani que pertenecen a la misma región geográfica de la India.
Una cepa, MHOM/IN/DD8, era la cepa de referencia de la OMS bien caracterizada para la India aislada en 1980 y
la segunda cepa, MHOM/IN//KE16/1998, es un aislado clínico reciente de una paciente con Kala-azar de 10 años
de edad de Muzaffarpur, Bihar, India. Esto explica claramente que es la variación al nivel genético la que puede
haber producido una sensibilidad reducida en ciertas regiones geográficas. Si no se hubiese caracterizado este gen de
cinesina de aislados de la India, esta información de variación al nivel genético nunca la había conocido la comunidad
científica. Esto es evidente a partir de los resultados del ELISA, puesto que los títulos medios para el antígeno de
MHOM/IN/DD8 son considerablemente inferiores que para el de MHOM/IN/KE16/1998 y rK 39 de L. chagasi.

Los solicitantes realizaron una extensa investigación en la base de datos de patentes estadounidenses con diferentes
palabras clave para estudiar el trabajo previo realizado sobre el antígeno de repetición inmunodominante K39 y el
antígeno de 230 kD. Se tratan a continuación algunas patentes estadounidenses concedidas a Reed sobre el tema
implicado y la singularidad del antígeno del solicitante.

La patente estadounidense número 5.411.865 concedida a Reed el 2 de mayo de 1995 enseña sobre el método de
detección de anticuerpos anti-parásitos de Leishmania. El compuesto daba a conocer un método para detectar anti-
cuerpos anti-parásitos de Leishmania frente a un antígeno de 230 kDa presente en Leishmania chagasi y Leishmania
donovani que comprende obtener una muestra de un individuo, poner en contacto la muestra con un antígeno recombi-
nante de región de repetición k39 que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 3, y detectar
la presencia de anticuerpos anti-parásitos de Leishmania en la muestra que se unen al antígeno recombinante de región
de repetición k39.

La patente estadounidense número 5.719.263 concedida a Reed el 17 de febrero 1998 enseña sobre el antígeno de
230 kD presente en especies de Leishmania. El compuesto dado a conocer es un antígeno de 230 kD aislado que está
presente en Leishmania chagasi y Leishmania donovani, y polipéptidos aislados que comprenden uno o una pluralidad
de antígenos de repetición k39. También se dan a conocer ADN que codifican para el antígeno de 230 kD y el antígeno
de repetición k39, y composiciones de vacuna que comprenden los antígenos.

Se notifica que el antígeno de 230 kDa y el polipéptido aislado que comprende las repeticiones k39 dados a
conocer anteriormente no son sensibles en ciertas zonas geográficas en las que LV es sumamente endémica y está
provocada por L. donovani. Sin embargo, debe indicarse que las repeticiones k39 se han caracterizado sólo a partir de
L. chagasi y no a partir de L. donovani. La carga principal en la leishmaniosis en todo el mundo está provocada por L.
donovani. También es evidente a partir de los informes que las dos especies son genéticamente diferentes. Por tanto,
los solicitantes clonaron y caracterizaron la región inmunodominante de repetición k39 a partir de aislados de la India
de Leishmania donovani, que contribuye significativamente a la carga en LV global.

La presente invención del solicitante da a conocer un antígeno de repetición de 29 kDa y 26 kDa, que está presente
en especies de Leishmania. Los compuestos dados a conocer son antígenos de 29 kD y 26 kD aislados, que se caracte-
rizan a partir de aislados de la India de Leishmania donovani. Los antígenos notificados son completamente diferentes
del antígeno de 230 kDa de Leishmania chagasi. El antígeno varía significativamente, más del 60% en su secuencia
de aminoácidos pronosticada con respecto a la del antígeno de repetición K39 de L. chagasi. También se da a conocer
ADN que codifica para el antígeno de 29 kD y 26 kD y composiciones terapéuticas y de vacuna que comprenden los
antígenos.

La patente estadounidense número 5.912.166 concedida a Reed, et al., el 15 de junio de 1999 enseña sobre com-
puestos y métodos para el diagnóstico de la infección por leishmaniosis. Los compuestos proporcionados incluyen
polipéptidos que contienen al menos un epítopo del antígeno ribosómico ácido LcP0 de Leishmania chagasi, o una
variante del mismo. Tales compuestos son útiles en una variedad de inmunoensayos para la detección de la infección
por Leishmania y para identificar individuos con infecciones asintomáticas que es probable que evolucionen en leish-
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maniosis visceral aguda. Los compuestos polipeptídicos son además útiles en vacunas y composiciones farmacéuticas
para prevenir la leishmaniosis.

Sin embargo, la presente invención del solicitante no se ocupa del antígeno ribosómico ácido LcPO.

La patente estadounidense número 6.638.517 concedida a Reed, et al., el 28 de octubre de 2003, antígenos de
Leishmania para su uso en la terapia y el diagnóstico de leishmaniosis enseña composiciones y métodos para prevenir,
tratar y detectar leishmaniosis y estimular respuestas inmunitarias en pacientes. Los compuestos proporcionados in-
cluyen polipéptidos que contienen una parte inmunógena de uno o más antígenos de Leishmania, o una variante de los
mismos. La patente también da a conocer vacunas y composiciones farmacéuticas que comprenden tales polipéptidos,
o polinucleótidos que codifican para tales polipéptidos, y también se proporcionan y pueden usarse, por ejemplo, para
la prevención y la terapia de leishmaniosis, así como la para detección de infección por Leishmania.

Los compuestos proporcionados en la patente anterior utilizan una secuencia de origen de L. major y un constructo
de fusión de múltiples antígenos de Leishmania. Estos compuestos son en ningún modo similares al antígeno del
solicitante.

El gen de antígeno relacionado con cinesina se ha clonado y caracterizado a partir de L. chagasi, una especie vis-
ceral sudamericana por Burns et al., [1993], esto condujo al desarrollo del antígeno rK39, una proteína recombinante
con repeticiones en tándem de 39 aminoácidos. Se notifica que este antígeno de una especie visceral del nuevo mundo,
L. chagasi, no es sensible en algunas regiones sumamente endémicas para LV, Sudán y sur de Europa como lo es
en algunas otras zonas geográficas, India, Bangladesh, Nepal etc., [Sundar et al., 2002]. La India soporta la mayoría
de la población con LV en la carga de leishmaniosis global. Por eso, es muy importante tener herramientas precisas
y bien caracterizadas para el diagnóstico y otras medidas de control. Los solicitantes han caracterizado el antígeno
relacionado con cinesina en el nivel de secuencia para estudiar si la secuencia en similar a la de L. chagasi, que está
bien caracterizada y para descartar la posibilidad de que algunos casos de LV y LDPK permanezcan sin detectar en la
India tales como los notificados en Sudán. Este estudio también arrojará luz sobre los motivos de la respuesta variada
entre los grupos étnicos que albergan esta enfermedad frente al antígeno rK39 de Burns et al., [1993]. En la presente
invención se encontró que la secuencia del antígeno cinesina difiere significativamente de la de los informes publica-
dos de L. chagasi de los que se deriva el rK39 de Burns et al. Esta invención también proporciona un método para la
detección de anticuerpos anti-Leishmania usando los antígenos derivados de los aislados de la India de L. donovani.

El estudio era importante para analizar la respuesta al antígeno en los diversos grupos étnicos de la India. Es posible
que los niveles de anticuerpo en las personas enfermas de la India puedan deberse a o bien que la cepas son diferentes
o bien a que es posible que los diversos grupos étnicos respondan al antígeno de Leishmania de diferente manera.

Objetos de la invención

El principal objeto de esta invención es aislar, caracterizar y usar la región inmunodominante del gen de antígeno
relacionado con cinesina a partir de aislado de la India de la cepa de Leishmania donovani MHOM/IN/KE16/1998.

Otro objeto de esta invención es identificar y realizar un análisis comparativo de secuencias tanto al nivel del ácido
nucleico como de aminoácidos del aislado de la India con la de la región inmunodominante de cinesina de L. chagasi.

Todavía otro objeto es identificar las variaciones en la región de repetición inmunodominante de 39 aminoácidos
del gen de cinesina aislado de la cepa de la India en comparación con la de otras secuencias notificadas.

Todavía otro objeto es producir un polipéptido que contiene una o más regiones de repetición de 39 aminoácidos a
partir de la cepa de la India.

Todavía otro objeto es producir un polipéptido recombinante que contiene una o más regiones de repetición de 39
aminoácidos a partir de la cepa de la India.

Otro objeto de esta invención es proporcionar un método de detección de anticuerpos anti-Leishmania a partir de
los pacientes infectados por Leishmania usando el polipéptido mencionado anteriormente.

Otro objeto de esta invención es proporcionar un kit que contiene el polipéptido del aislado de la India de Leish-
mania donovani para detectar anticuerpos anti-Leishmania en pacientes con LV y LDPK.

Todavía otro objeto de esta invención es producir anticuerpo producido contra el polipéptido tal como se muestra
en SEQ ID NO: 6.

Todavía otro objeto de esta invención es proporcionar un método para la detección de antígenos de Leishmania
usando el anticuerpo mencionado anteriormente.

Todavía otro objeto de esta invención es proporcionar un kit de diagnóstico que consiste en anticuerpo producido
contra polipéptidos mostrados en SEQ ID NO: 6 para la detección de antígenos de Leishmania.
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Sumario de la invención

Por consiguiente, la presente invención proporciona polipéptidos identificados como SEQ ID NO: 6, aislados de
una cepa de la India de Leishmania donovani para el fin de detectar anticuerpos anti-Leishmania a partir de muestras
infectadas recogidas de animales o seres humanos. La invención también proporciona un método de ELISA para
detectar la infección anterior provocada por el parásito protozoario del género Leishmania. La invención proporciona
además un kit de diagnóstico para detectar leishmaniosis (LV y LDPK) en muestras de sangre. La presente invención
proporciona además un kit de diagnóstico que consiste en anticuerpo producido contra polipéptidos mostrados en SEQ
ID NO: 6 para detectar antígenos de Leishmania.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1:

Clonación del producto de PCR de 563 pb en el vector pGEMTE (Promega) a partir de la cepa MHOM/IN/DD8.
Carril 1: marcador de 1 kb de peso molecular (MBI Fermentas), carril 2: plásmido digerido con Eco R1 con inserto de
563 pb liberado, carril 3: pGEMTE no digerido con inserto, carril 4: plásmido digerido con Eco R1 con inserto de 563
pb liberado, carril 5: pGEMTE no digerido con inserto.

Figura 2:

Clonación del producto de PCR de 466 pb en el vector pGEMTE vector (Promega) a partir de la cepa MHOM/IN/
KE16/1998. Carril 1: marcador de 1 kb de peso molecular (MBI Fermentas), carril 2: plásmido digerido con Eco R1
con inserto de 466 pb liberado, carril 3: pGEMTE no digerido con inserto, carril 4: plásmido digerido con Eco R1 con
inserto de 466 pb liberado, carril 5: pGEMTE no digerido con inserto.

Figura 3:

Las búsquedas de BLAST de una secuencia de proteína prevista de la cepa de L. donovani MHOM/IN/DD8 (SEQ
ID NO: 5) usando la división de patentes de la base de datos GenBank. Figura 3A a 3F, resultados de BLAST en la
base de datos de patentes. Consulta: polipéptido de la cepa de L. donovani MHOM/IN/DD8 (SEQ ID NO: 5), objeto:
secuencias patentadas de la patente estadounidense número; 5411865, 5719263, 5912166.

La figura 3A-C muestra la homología entre SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 1 de la patente estadounidense 5411865
que es la misma que la SEQ ID NO: 2 de la patente estadounidense 5719263.

La figura 3D-F muestra la homología entre SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 3 de la patente estadounidense 5912166.

Figura 4:

Alineación múltiple de secuencias Clustal W de la región de repetición inmunodominante al nivel de los nucleó-
tidos para las secuencias SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 con la de la región de repetición inmunodominante de L.
chagasi. LCIMM: región de repetición inmunodominante para la especie L. chagasi (número de registro de Gen Bank
L07879);

DDIMM (SEQ ID NO: 3) región de repetición inmunodominante para la especie L. donovani de la cepa de la
India MHOM/IN/DD8; KEIMM: (SEQ ID NO: 4) región de repetición inmunodominante para la cepa de la India
MHOM/IN/KE16/1998. [---: Representa huecos, las secuencias idénticas están sombreadas en negro].

Figura 5:

Alineación múltiple de secuencias Clustal W la región de repetición inmunodominante al nivel de los aminoácidos
para las secuencias SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 con la de la región de repetición inmunodominante de L. chagasi.
LCIMM: región de repetición inmunodominante para la especie L. chagasi, (número de registro de Gen Bank L07879).
La secuencia DDIMM (SEQ ID NO: 5) es la región de repetición inmunodominante para la especie L. donovani de
la cepa de la India MHOM/IN/DD8, y KEIMM (SEQ ID NO: 6) es la región de repetición inmunodominante para la
cepa de la India MHOM/IN/KE16/1998. [---: Representa huecos, las secuencias idénticas están sombreadas en negro
y las secuencias similares están sombreadas en gris].

Figura 6:

Alineación múltiple de secuencias Clustal W de la región de repetición inmunodominante al nivel de los aminoá-
cidos para la SEQ ID NO: 5 (DDIMM) con la de la región de repetición inmunodominante de L. chagasi. LCIMM
representa la región de repetición inmunodominante para la especie L. chagasi (número de registro de Gen Bank
L07879). [---: Representa huecos, las secuencias idénticas están sombreadas en negro y las secuencias similares están
sombreadas en gris].
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Figura 7:

Alineación múltiple de secuencias Clustal W de la región de repetición inmunodominante al nivel de los aminoá-
cidos para la SEQ ID NO: 5 (DDIMM) y SEQ ID NO: 6 (KEIMM). [---: Representa huecos, las secuencias idénticas
están sombreadas en negro y las secuencias similares están sombreadas en gris].

Figura 8:

Unidad de repetición de 39 aminoácidos inmunodominante con variación dentro de la repetición para la cepa
MHOM/IN/DD8 de aislado de la India de L. donovani, mostrada en SEQ ID NO: 5. Se presenta la primera unidad de
repetición de 39 aminoácidos y se indica la degeneración de diversas posiciones de aminoácido entre repeticiones.

Figura 9:

Unidad de repetición de 39 aminoácidos inmunodominante con variación dentro de la repetición para la cepa
MHOM/IN/KE16/1998 de aislado de la India de L. donovani, mostrada en SEQ ID NO: 6. Se presenta la prime-
ra unidad de repetición de 39 aminoácidos y se indica la degeneración de diversas posiciones de aminoácido entre
repeticiones.

Figura 10:

a) La proteínas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tiñeron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular preteñido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína
purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

b) Inmunotransferencia de tipo Western con anticuerpo anti-penta-His conjugado con HRP para la proteína puri-
ficada. Carril 1: marcador de peso molecular preteñido (MBI Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada
a partir de MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26
kDa).

[La proteína purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 de ∼26 kDa de peso molecular previsto tiene una
movilidad aberrante en SDS-PAGE y migraba a un peso molecular superior ∼32 kDa].

Figura 11:

a) La proteínas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tiñeron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular preteñido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína
purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

b) Inmunotransferencia de tipo Western con sueros de pacientes con KA para la proteína purificada. Carril 1:
marcador de peso molecular preteñido (MBI Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de
MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

Figura 12:

a) La proteínas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tiñeron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular preteñido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína
purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

b) Inmunotransferencia de tipo Western de sueros de pacientes con LDPK para la proteína purificada. Carril
1: marcador de peso molecular preteñido (MBI Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de
MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

Figura 13:

a) La proteínas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tiñeron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular preteñido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína
purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

b) Inmunotransferencia de tipo Western con sueros de pacientes control sanos combinados (N=5) para la proteína
purificada. Carril 1: marcador de peso molecular preteñido (MBI Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína puri-
ficada a partir de MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998
(∼261 kDa).
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Figura 14:

a) La proteínas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tiñeron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular preteñido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de MHOM/IN/DD8 (∼29 kDa), carril 3: proteína
purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

b) Inmunotransferencia de tipo Western sólo con anticuerpo secundario control para la proteína purificada. Carril
1: marcador de peso molecular preteñido (MBI Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteína purificada a partir de
MHOM/IN/DD8 (∼291 kDa), carril 3: proteína purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (∼26 kDa).

Figura 15:

La gráfica muestra el valor del título para diferentes grupos de sueros en el ELISA con polipéptido purificado (SEQ
ID NO: 5) de origen de MHOM/IN/DD8. Se muestra el valor de DO medio con la desviación estándar y también se
representa en la gráfica. Los diferentes grupos incluidos son los siguientes:

1) Muestras control sanas endémicas de individuos clínica y serológicamente negativos (para rK39) de una zona
endémica en Bihar, India,

2) muestras de casos de LV y LDPK confirmados (casos de enfermedad) de una zona endémica en Bihar, India,

3) muestras de pacientes positivos para VHC,

4) muestras de pacientes positivos para VIH

5) muestras de pacientes positivos para TB,

6) muestras de pacientes positivos para HBs Ag,

7) se obtuvieron muestras control sanas no endémicas de individuos de una zona no endémica (Delhi) para LV.

Figura 16:

La gráfica muestra el valor del título para diferentes grupos de sueros en el ELISA con polipéptido purificado (SEQ
ID NO: 6) de origen de MHOM/IN/DD8. Se muestra el valor de DO medio con la desviación estándar y también se
representa en la gráfica. Los diferentes grupos incluidos son los siguientes:

1) Muestras control sanas endémicas de individuos clínica y serológicamente negativos (para rK39) de una zona
endémica en Bihar, India,

2) muestras de casos de LV y LDPK confirmados (casos de enfermedad) de una zona endémica en Bihar, India,

3) muestras de pacientes positivos para TB,

4) muestras de pacientes positivos para VHC

5) muestras de pacientes positivos para VIH,

6) muestras de pacientes positivos para HBs Ag,

7) se obtuvieron muestras control sanas no endémicas de individuos de una zona no endémica (Delhi) para LV.

Breve descripción de las secuencias en la lista de secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucleótidos del gen de antígeno relacionado con cinesina de longitud completa a
partir del aislado de la India de la cepa de L. donovani MHOM/IN/DDB.

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de nucleótidos del gen de antígeno relacionado con cinesina de longitud completa a
partir del aislado de la India de la cepa de L. donovani MHOM/IN/KE16/1998.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de nucleótidos que codifica para el polipéptido de repetición de 39 aminoácidos
inmunodominante a partir del aislado de la India de la cepa de L. donovani MHOM/IN/DD8

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de nucleótidos que codifica para el polipéptido de repetición de 39 aminoácidos
inmunodominante a partir del aislado de la India de la cepa de L. donovani MHOM/IN/KE16/1998.
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SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoácidos de un antígeno de la región de repetición de 39 aminoácidos a partir
de un aislado de la cepa de L. donovani MHOM/IN/DD8

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoácidos de un antígeno de la región de repetición de 39 aminoácidos a partir
de un aislado de la cepa de L. donovani MHOM/IN/KE16/1998

SEQ ID NO: 7 es el oligonucleótido sintético LKF 93

SEQ ID NO: 8 es el oligonucleótido sintético LKR1803

SEQ ID NO: 9 es el oligonucleótido sintético LKF 1527

SEQ ID NO: 10 es el oligonucleótido sintético LKF 2564

SEQ ID NO: 11 es el oligonucleótido sintético LKR 3266

Descripción detallada de la invención

La presente invención proporciona un antígeno recombinante desarrollado a partir de aislados de la India de L.
donovani, que es una variante del antígeno relacionado con la cinesina recombinante existente (rK39) para diagnosticar
LV en la India y otras zonas geográficas en las que L. donovani es el agente causante. Este antígeno recombinante
de origen de la India varía en hasta un 60% en la secuencia de aminoácidos prevista en el epítopo de repetición
inmunodominante con respecto a la del rK39. Recientemente se ha clonado el gen del antígeno relacionado con la
cinesina y se ha caracterizado a partir de L. chagasi, una especie visceral americana, por Burns et al.; esto condujo al
desarrollo del antígeno rK39, una proteína recombinante con repeticiones en tándem de 39 aminoácidos. Se notifica
que este antígeno anterior [Burns et al., 1993] a partir una especie visceral del nuevo mundo, L. chagasi, no es sensible
en algunas regiones sumamente endémicas para LV, Sudán y el sur de Europa [Zijlstra, E. E., 2001; Jelinek T., 1999],
como lo es en algunas otras zonas geográficas, India, Bangladesh, Nepal, etc. La India soporta la mayoría de la
población con LV en la carga de leishmaniosis global. De ese modo, es muy importante tener herramientas precisas
y bien caracterizadas para el diagnóstico y otras medidas de control en la India. Los solicitantes han caracterizado el
antígeno relacionado con la cinesina a partir de dos cepas, concretamente, a) MHOM/IN/DD8, una cepa de referencia
de la OMS originalmente obtenida a partir de pacientes con kala-azar de Bihar, India y b) MHOM/IN/KE16/1998,
obtenida a partir de una paciente de 10 años de edad con kala-azar de Musafarpur, Bihar, India, de L. donovani a nivel
de la secuencia para estudiar si la secuencia es similar a la de L. chagasi y para descartar la sospecha de que hay
algunos casos que pasan desapercibidos tanto en la India como en Sudán. Además resulta muy importante saber si
los diversos grupos étnicos responden de manera diferente al antígeno rK39 o si es la divergencia de secuencia en la
región inmunodominante lo que provoca la diferencia de sensibilidad. En esta invención se encontró que la secuencia
del antígeno/polipéptido de cinesina difiere significativamente de la de L. chagasi publicada de la que se derivó el
rK39.

En la presente invención también se produjeron anticuerpos contra el antígeno/polipéptido de cinesina y se usaron
para la detección de antígenos de Leishmania.

Inicialmente se aislaron parásitos como promastigotes en medio NNN a partir de muestras clínicas de pacientes
con kala-azar y posteriormente se adaptaron para crecer a 25ºC en medio 199 que contenía FCS inactivado por calor al
10%. Para el mantenimiento de rutina, se introdujeron de manera aséptica muestras de inóculo que contenía parásitos
en tubos de cultivo con 4 ml de medio 199 complementado con FCS al 10%. Se colocaron los tubos en una incubadora
enfriada a 25ºC y se monitorizó el crecimiento a intervalos regulares mediante microscopía. Para el cultivo en masa
del parásito, se introdujeron de manera aséptica muestras de inóculo que contenía parásitos en 200 ml de M199 que
contenía FCS al 10% en un matraz de cultivo tisular de 500 ml y se incubaron en una incubadora enfriada a 25ºC
hasta la fase semilogarítmica (7-10 días). Entonces se recogieron los parásitos y se usaron para el aislamiento de ADN
nuclear.

Se recogieron los parásitos en su fase semilogarítmica mediante centrifugación a 5000 rpm en una centrífuga
refrigerada. Se aisló ADN nuclear de parásito siguiendo el protocolo convencional con modificaciones menores [Lu
H.G. et al., 1994]. Se lisaron aproximadamente 1-5 X 109 promastigotes en 10 volúmenes de tampón de lisis (NaCl,
100 mM, Tris-HCl, 10 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM, proteinasa K/ml 100 µg, sarcosil al 1,5%) a 60ºC durante 3
horas. Se sedimentaron las redes de ADN de cinetoplasto mediante centrifugación a 27.000 X g durante 1 hora y se
resuspendieron en tampón TE (Tris-HCl (pH 8,0) 10 mM, EDTA (pH 8,0) 1 mM). Se aislaron los ADN nucleares a
partir de los sobrenadantes que quedaban tras la sedimentación de los ADNk (ADN de cinetoplasto). Se incubaron
estos sobrenadantes durante la noche para una digestión adicional de proteínas a 65ºC. Se sometió el ADN nuclear
a varios ciclos de extracciones con fenol/cloroformo añadiendo un volumen igual de mezcla de fenol/cloroformo,
mezclando concienzudamente seguido por sedimentación mediante centrifugación a 5000 rpm durante 15 minutos. Se
precipitó el ADN nuclear añadiendo 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M y 2 volúmenes de etanol al 100%, se
mezcló bien y se incubó a -20ºC durante 1 hora. Se sedimentó la mezcla mediante centrifugación a 5000 rpm durante
30 minutos a 4ºC. Se lavó el sedimento con etanol al 70%, se secó y se resuspendió en tampón TE. Se midieron la
concentración y la pureza del ADN tomando la DO a 260/280 nm. Se almacenó el ADN a -70ºC hasta su uso.
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Se realizó la PCR para la amplificación del antígeno relacionado con cinesina tal como sigue usando 50 ng del ADN
nuclear aislado y usando los siguientes cebadores en diversas combinaciones para amplificar las partes solapantes en el
gen de cinesina. Los cebadores se diseñaron basándose en los datos de secuencia de GenBank para el gen de cinesina
(n.º de registro L07879). La secuencia del gen de cinesina disponible a partir de L. chagasi tiene 3319 pb de longitud
y tiene un ORF desde la posición 454 con un supuesto codón de iniciación ATG y se extiende hasta la última base en
la posición 3319. Este gen tiene una región no de repetición en 5’ desde el codón de iniciación en la posición 2563 y
un dominio de repetición inmunodominante conservado desde la base 2564 hasta el extremo en sentido 3’. El epítopo
repetitivo de 39 aminoácidos es parte del gen de cinesina en el extremo 3’ desde la posición de base 2564 hasta 3319.
Este epítopo repetitivo tiene una repetición en tándem de 117 pb en 6,5 copias notificadas y se extiende hasta de 3 a 4
kb en el extremo 3’. Se consideraron los tramos cortos sumamente conservados de secuencias en diversas posiciones
para el diseño de cebadores. Se consideró el gen completo de 3,33 kb de L. chagasi y se intentó amplificar el marco de
lectura abierto (ORF) desde la posición 454 hasta 3319 pb. Centrándose principalmente en las repeticiones en tándem
inmunodominantes de 117 pb de tamaño; sin embargo se intentó amplificar y caracterizar el ORF completo con el
mayor número de repeticiones posible. Se diseñaron tres cebadores directos y dos inversos para amplificar este gen
detallado tal como sigue; el cebador LKF93 (SEQ ID NO: 7) está en sentido 5’ con respecto al codón de iniciación
previsto en 455 pb y cubrió 362 pb en sentido 5’ con respecto al inicio del ORF. El cebador LKF1527 (SEQ ID NO: 9)
es otro cebador directo, que comienza desde la posición en la base 1527 desde la base uno, es decir, cubre 1073 bases
desde el comienzo del ORF. El tercer cebador directo es LKF 2564 (SEQ ID NO: 10) que se pretende que amplifique
las repeticiones en tándem inmunodominantes en combinación con el cebador inverso LKR3266 (SEQ ID NO: 11). El
primer cebador inverso es LKR 1803 (SEQ ID NO: 8), que incluye una región solapante de 276 pb con la del segundo
conjunto de cebadores con otro cebador inverso LKR3266 (SEQ ID NO: 11). Las secuencias de cebadores se facilitan
en de SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 11. El primer conjunto de cebadores de PCR LKF 93 (SEQ ID NO:7) y LKR
1803 (SEQ ID NO:8) amplificó un fragmento de 1,71 kb desde la posición en la base 93 en el extremo 5’ del gen de
cinesina hasta la posición 1803 pb en la posición 3’. El segundo conjunto de cebadores de PCR LKF 1527 (SEQ ID
NO: 9) y LKR 3266 (SEQ ID NO: 11) amplificó un fragmento de 1,15 kb con una repetición en tándem de 117 pb.
Estos amplicones de PCR tenían nucleótidos solapantes de 276 pb en el extremo 5’ con los del primer producto de
PCR amplificado. El tercer conjunto de cebadores de PCR LKF 2564 (SEQ ID NO: 10) y LKR 3266 (SEQ ID NO:
11) amplificó la región de repetición en tándem inmunodominante 117. Este tercer conjunto de cebadores amplificó un
fragmento de aproximadamente 470 pb de tamaño correspondiente a las cuatro repeticiones en tándem de 117 pb para
MHOM/IN/KE16/1998 y el producto de aproximadamente 590 pb de tamaño correspondiente a cinco repeticiones
en tándem inmunodominantes para la cepa MHOM/IN/DD8. Todos los productos de PCR se purificaron tal como se
describe a continuación y se clonaron en un vector de clonación pGEMTE y se secuenciaron en un secuenciador de
ADN automatizado.

Usando puntas de pipeta libres de aerosol y manteniendo por separado los productos previos y posteriores a la PCR,
se evitó la contaminación transferida por amplicones. Todas las reacciones de PCR se realizaron usando protocolos
convencionales (Sambrook et al., 1989) con un conjunto de controles negativos.

Se mantuvieron los tubos en un termociclador (MJ Research, EE.UU.) y se incubaron a 95ºC durante 5 minutos
seguido por 35 ciclos de amplificación.

Se resolvieron los productos de PCR amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa. Se visualizó el gel en
un transiluminador ultravioleta (UVP) y se fotografiaron usando una cámara Polaroid.

Se clonó el gen de cinesina tras la amplificación mediante PCR en un vector de clonación TA tal como sigue. Se
resolvió el ADN amplificado mediante PCR sobre gel de agarosa y se cortó la parte que contenía la banda de interés con
un bisturí estéril. Se eluyó el ADN del gel usando el kit de elución en gel (Qiagen, Alemania) siguiendo el protocolo
del fabricante. Se midió la concentración del ADN eluido mediante absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro.

Se ligó directamente el producto de PCR purificado en gel en un vector pGEMT-Easy. En un tubo de microcentrí-
fuga de 1,52 ml se añadieron los siguientes componentes.
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Tras mezclar suavemente, se incubaron los tubos a 4ºC durante la noche y se calentaron durante 10 minutos a 70ºC.
Se almacenaron las muestras a -20ºC hasta la transformación.

Entonces se transformó la mezcla ligada mediante tratamiento de choque térmico. Se prepararon las células com-
petentes usando el método de cloruro de calcio [Sambrook et al., 1989]. Se inoculó una única colonia de E. coli en 5
ml de medio LB y se incubó a 37ºC durante la noche con agitación (200 rpm). Al día siguiente se inoculó disolución
madre reciente de 100 ml de medio LB con 1 ml del cultivo durante la noche y se incubó a 37ºC con agitación continua
hasta que la D.O. alcanzó 0,6 a 600 nm. Se enfrió el cultivo sobre hielo durante 30 minutos y se recogieron las células
mediante centrifugación a 4000 g, 4ºC durante 10 min. Se resuspendió el sedimento celular en un volumen de 1/10 de
CaCl2 50 mM estéril filtrado enfriado con hielo y se mantuvo en hielo durante 30 min. Se sedimentaron las células y
finalmente se resuspendieron en un volumen de 1/25 de CaCl2 50 mM enfriado con hielo (con un 20% V/V de glicerol
esterilizado en autoclave) y o bien se almacenaron a -70ºC en alícuotas de 200 µl o bien se usaron inmediatamente
para la transformación.

Se mezclaron suavemente aproximadamente 5 µl de mezcla de ligamiento con células competentes (200 µl) y se
incubaron en hielo durante 30 min. Tras la incubación se colocaron las células en un baño de agua fijado a 42ºC
durante 90 segundos (choque térmico) y se transfirieron inmediatamente a hielo. Se añadieron 800 µl de medio LB a
las células y se mantuvieron a 37ºC durante 90 minutos con agitación (150 rpm). Se sembraron en placa las células
con 16 µl de X-gal y 10 µl de IPTG 1 M sobre placas de agar LB que contenían 50 µg/ml de ampicilina. Se incubaron
las placas a 37ºC durante 12-16 horas. Se seleccionaron las colonias blancas y se comprobaron para detectar el inserto.

Para la selección, se aisló el plásmido mediante el método de ebullición rápida [Holmes y Quigley, 1981]. Se
recogieron las colonias con un mondadientes estéril y se inocularon en 5 ml de medio reciente. Se sedimentaron los
cultivos que se hicieron crecer durante la noche y se resuspendieron las células en 500 µl de tampón STET (sacarosa
al 8% (w/v), Tris-HCl, (pH 8,0), 50 mM, EDTA Na2, (pH 8,0) 50 mM, Triton-X 100 al 5% (p/v)) seguido por lisis con
40 µl de lisozima. Se agitó la mezcla con vórtex y se incubó en un baño de agua en ebullición durante 90 segundos. Se
eliminaron los residuos bacterianos y el ADN cromosómico mediante centrifugación a 12000 g durante 10 minutos.
Se mezcló el sobrenadante con 400 µl de isopropanol y 200 µl de acetato de amonio 7,5 M. Se sedimentó el ADN de
plásmido mediante centrifugación. Se resuspendió el sedimento seco en 100 µl de agua estéril, se mezcló con 50 µl
de acetato de amonio 7,5 M y se incubó en hielo durante 30 minutos. Se centrifugaron las muestras a 4ºC durante 10
minutos y se precipitó ADN de plásmido con etanol. Se lavó dos veces el sedimento de ADN puro obtenido tras la
centrifugación con etanol al 70% seco y disuelto en 50 µl de agua estéril.

Se realizó el análisis de restricción del plásmido recombinante usando sitios de enzima de restricción apropiados
que flanquean al sitio de clonación múltiple de los vectores. Se fijó la reacción tal como sigue:

Se incubó la reacción a 37ºC durante 6-8 horas y se analizaron los productos sobre gel de agarosa al 1,5% junto
con marcadores de peso molecular convencionales. Se usaron los clones positivos que contenían el inserto según se
detectó mediante la digestión de restricción para la secuenciación y se conservaron como disolución madre en glicerol.

Toda la secuenciación se realizó mediante el método de terminación de cadena [Sanger et al., 1977] en un secuen-
ciador de ADN automatizado, ABI Prism versión 7.0. Se analizaron las secuencias usando diversos software tales
como DNASIS, Lasergene: edit; Megalign etc. (DNA star Inc.), Clustal W (alineación múltiple de diversos archivos
de secuencias). Se alinearon todas las secuencias obtenidas para formar un tramo continuo usando Seqman II (paquete
Lasergene). Junto con esto, se buscó la secuencia para determinar la homología usando la opción BLAST [Altschul et
al., 1997] de diversos sitios web.
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La secuencia de cinesina de longitud completa obtenida tras ensamblar la secuencia se presentó en la SEQ ID NO:
1 para la cepa MHOM/IN/DD8, se encontró que tenía 3016 pb de longitud con un marco de lectura abierto de 2670
pb. Se encontró que la longitud de la secuencia para la cepa MHOM/IN/KE16/1998 era de 2937 pb con un marco de
lectura abierto largo de 2577 pb (SEQ ID NO: 2). El análisis de secuencia reveló que el tamaño del producto de PCR
que amplificaba la región inmunodominante era de 563 pb para la cepa MHOM/IN/DD8 (figura 1) correspondiente
a 4,8 repeticiones en tándem de 117 pb correspondientes a 4,8 unidades de repeticiones de 39 aminoácidos y 466 pb
para la cepa MHOM/IN/KE16/1998 (figura 2) correspondientes a 4 repeticiones en tándem de 117 pb (4 unidades de
repeticiones de 39 aminoácidos).

Además, el análisis de secuencia muestra una variación significativa tanto a nivel del ADN como en la secuencia
de aminoácidos prevista respecto a la de la secuencia de L. chagasi. La cepa MHOM/IN/DD8 muestra una enorme
variación respecto a la de L. chagasi así como respecto a la cepa MHOM/IN/KE16/1998. La búsqueda en BLAST
de la secuencia de proteína prevista de la cepa MHOM/IN/DD8 (SEQ ID NO: 5) usando la división de patentes y no
redundante de la base de datos GenBank sólo revela hasta un 38% de identidad con la de L. chagasi publicada y las
patentes estadounidenses números i) US 5411865 y ii) US 5912166, respectivamente, figura 3.

La alineación múltiple de secuencias Clustal W de la región de repetición inmunodominante a nivel de los nucleó-
tidos para las cepas de L. donovani MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4) con
la de la región de repetición inmunodominante de L. chagasi se realizó y presentó en la figura 4. Las identidades se
muestran con sombreado oscuro. La alineación múltiple de secuencias de la región de repetición inmunodominante a
nivel de los aminoácidos entre L. donovani (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6) y L. chagasi se presenta en la figura 5. La
alineación múltiple de secuencias de la región de repetición inmunodominante a nivel de los aminoácidos para la cepa
de L. donovani MHOM/IN/DD8 (SEQ ID NO: 5) con la de la región de repetición inmunodominante de L. chagasi
se presenta en la figura 6. Las alineaciones de secuencias de la región de repetición inmunodominante a nivel de los
aminoácidos para las dos cepas de L. donovani MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 5 y SEQ
ID NO: 6) se presentan en la figura 7. La unidad inmunodominante de repeticiones de 39 aminoácidos con variación
dentro de la repetición para los aislados de la India de L. donovani, cepas MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998
(SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6), se presentan en la figura 8 y la figura 9. El análisis de secuencia revela que los
aminoácidos varían enormemente teniendo muchas sustituciones tanto conservadas como variables en muchas posi-
ciones en la secuencia de 39 aminoácidos notificada para L. chagasi. Al menos cinco aminoácidos para L. donovani
son diferentes de los de L. chagasi en las posiciones 18, 27, 29, 32 y 38 indicadas por “*” en la tabla 1 a continuación.

Tras analizar las secuencias in silico se encontró una variación significativa en la secuencia de aminoácidos en la
región inmunodominante de la cepa MHOM/IN/DD8 con la de L. chagasi. Entonces, para confirmar si la variación
de secuencia provoca algún efecto sobre el rendimiento del antígeno para detectar anticuerpos anti-Leishmania, se
expresó la región inmunodominante a partir de los dos aislados de la India de Leishmania donovani en el vector de
expresión de E. coli pRSET (Invitrogen) como proteína con etiqueta de 6X-His. Se expresaron diversas combinaciones
de la repetición inmunodominante como una, dos, tres, cuatro, 4,8 unidades y una repetición con los 889 nucleótidos
en sentido 5’ con respecto al dominio inmunodominante. Se encontró que los péptidos recombinantes con cuatro y 4,8
unidades de repetición tenían una especificidad y sensibilidad superiores. Por tanto, el trabajo se centró en polipéptidos
que contenían 4,0 y 4,8 unidades de repetición de 39 aminoácidos.

Se digirió completamente el vector de expresión de E. coli pRSET C (Invitrogen, Países Bajos) con las enzimas de
restricción PstI y NcoI a 37ºC durante la noche. Se fraccionó el plásmido digerido en gel de agarosa para eliminar el
fragmento de relleno. Se cortó la banda de plásmido y se eluyó mediante el sistema de elución en gel de Qiagen y se
almacenó a -20ºC hasta su uso adicional.

Se liberó el inserto a partir del plásmido pGEM-TE recombinante que portaba las repeticiones en tándem in-
munodominantes (pGEM-TEasy/DD8/LKF2564 y pGEM-TEasy/KE16/LKF2564) digiriéndolo con PstI y NcoI. Se
cortaron los insertos del gel, se eluyeron mediante el sistema de elución en gel de Qiagen y se ligaron en marco en
el vector pRSET C digerido con PstI y NcoI y se transformaron en células competentes BL21 mediante el protocolo
convencional [Sambrook et al., 1989]. Se seleccionaron los clones sobre las placas de ampicilina y se aisló ADN de
plásmido y se digirió con PstI y NcoI para comprobar adicionalmente para detectar el inserto. Se seleccionaron los
clones que liberaban el inserto para la inducción de proteínas.

TABLA 1
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Entonces, se inoculó una única colonia de E. coli recombinante (BL 21) que contenía el inserto en 2 ml de SOB
que contenía ampicilina (50 µg/ml) y se incubó durante la noche a 37ºC con agitación (225 rpm). Al día siguiente, se
inocularon 25 ml de SOB con el cultivo durante la noche y se dejó que crecieran a 37ºC con agitación hasta una DO600
de 0,6. Se extrajo una alícuota de 1 ml de células, se centrifugó y se congeló a -20ºC. Se añadió al cultivo IPTG hasta
una concentración final de 1 mM y se incubó a 37ºC con agitación. Se realizó un perfil temporal de la expresión para
determinar el tiempo de inducción óptimo para una expresión máxima de la proteína tomando una alícuota de células
a 1, 2, 3, 4 y 5 horas tras la inducción con IPTG y se analizó mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia de tipo Wes-
tern. Además, para determinar la solubilidad de la proteína, se inoculó una única colonia de E. coli recombinante (BL
21) que contenía el inserto en 2 ml de SOB que contenía ampicilina (50 µg/ml) y se incubó durante la noche a 37ºC con
agitación (225 rpm). Al día siguiente, se inocularon 25 ml de SOB con el cultivo durante la noche y se dejó que crecie-
ran a 37ºC con agitación hasta una DO600 de 0,6. Se retiró una alícuota de 1 ml de células, se centrifugó y se congeló
a -20ºC. Se añadió al cultivo IPTG hasta una concentración final de 1 mM y se incubó a 37ºC con agitación durante
4 horas adicionales. Se recogieron las células mediante centrifugación a 4000xg durante 20 minutos y se resuspendió
el sedimento en tampón de lisis para su purificación en condiciones nativas (Qiagen, Alemania) y se sometió a lisis
mediante sonicación, 6 x 10 s con pausas de 10 s a 200-300 W. Se centrifugó el lisado en una centrífuga refrigerada
durante 10 minutos a 10.000xg. Se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo y se resuspendió el sedimento en tampón
de lisis y se conservó en hielo. Se mezclaron por separado el sedimento y el sobrenadante con tampones de muestra
para SDS-PAGE 2 X y se analizaron usando SDS-PAGE al 12% e inmunotransferencia de tipo Western. Los resultados
muestran que la proteína puede detectarse en la fracción soluble y por tanto puede purificarse en condiciones nativas.

Se inocularon los clones que producían un máximo de proteína en 20 ml de SOB que contenía ampicilina 100
µg/ml y se hicieron crecer durante la noche a 37ºC con agitación vigorosa. Al día siguiente, se inoculó 1 litro de
SOB con cultivo durante la noche no inducido 1:50 y se dejó que creciera a 37ºC con agitación hasta que se alcanzó
una DO600 de 0,6. Se tomó una alícuota de 5 ml de cultivo inmediatamente antes de la inducción. Se indujeron las
células añadiendo IPTG hasta una concentración final de 1 mM y se continuó la incubación a 37ºC durante 4 horas.
Se recogieron las células mediante centrifugación a 4000xg durante 20 minutos y se almacenaron a -20ºC hasta la
purificación.

Se purificó la proteína recombinante usando una columna de Ni-NTA agarosa (Qiagen, Alemania) en condiciones
nativas siguiendo el protocolo del fabricante. Se descongelaron los sedimentos celulares durante 15 minutos en hielo
y se resuspendieron en tampón de lisis a 5 ml por gramo de peso en húmedo. A esto se le añadió lisozima a 1 mg/ml
y se incubó durante 30 minutos en hielo y se sonicó en hielo usando seis ráfagas de 10 s a 200-300 W con un periodo
de espera de 10 s entre cada ráfaga. Se centrifugó el lisado a 10.000x g durante 30 minutos a 4ºC para sedimentar el
residuo celular. Se conservó el sobrenadante. Se tomó una alícuota de 50 µl de sobrenadante y se almacenó a -20ºC
para el análisis posterior. Se añadió 1 ml de la suspensión de Ni-NTA al 50% a 4 ml de lisado aclarado y se mezcló
suavemente mediante agitación (200 rpm en un agitador rotativo) a 4ºC durante 60 minutos. Se cargó la mezcla de
lisado-Ni-NTA en una columna con la salida de fondo tapada. Se recogió la fracción no retenida tras retirar la tapa
del fondo y se lavó la columna dos veces con 4 ml de tampón de lavado y se recogieron las fracciones para su análisis
por SDS-PAGE. Se eluyó la proteína 4 veces con 0,5 ml de tampón de elución y se recogió el eluato en 4 tubos y se
analizó mediante SDS-PAGE. Se encontró que la expresión de la proteína tras la purificación era de 4 mg/litro.

Para el análisis de la proteína expresada, se usó una miniunidad de electroforesis en gel (Bangalore Genei, India).
Se llevó a cabo la SDS-PAGE según protocolos definidos [Laemmeli, 1970]. Se preparó un gel de resolución al 10%
mezclando los siguientes componentes: 2,66 ml de agua, 1,562 ml de acrilamida al 30%, 1,250 ml de Tris-HCl 1,5
M, 50 µl de APS al 10%, TEMED al 10%. La parte superior del gel fue de ∼400 µl de butanol saturado en agua y se
dejó que se polimerizara. Tras la polimerización, se eliminó el butanol mediante drenaje y se lavó con agua destilada.
Entonces, se vertieron cuidadosamente 2 ml de mezcla de gel concentrador (1,25 ml agua, 250 µl de acrilamida al
30%, 500 µl de Tris-HCl 0,5 M, 30 µl de APS al 10% y 5 µl de TEMED) evitando las burbujas de aire en la parte
superior del gel de resolución. Se insertó el peine en la parte de gel concentrador y se dejó para su polimerización.
Tras la polimerización se lavaron los pocillos con una cantidad en exceso de agua. Se aplicaron las muestras a los
pocillos definidos en el gel concentrador y se llevó a cabo la electroforesis a una tensión constante (60 V para el
gel concentrador y 100 V para el gel de resolución). Se corrieron marcadores de proteínas moleculares patrón (MBI)
y control (proteína vector) junto con las muestras. Entonces se tiñó el gel completado con tinción azul brillante de
Coomassie, se eliminó la tinción y se visualizó frente a luz blanca.

La proteína purificada a partir de la cepa MHOM/IN/DD8 migró a un tamaño de 29 kDa en correlación con el
peso molecular previsto y el peso molecular previsto de la cepa MHOM/IN/KE16/1998 era de 26 kDa pero la proteína
purificada a partir de esta cepa tenía una movilidad en PAGE aberrante y migraba a un peso molecular superior de
∼32 kDa (figura 10a). Los antígenos notificados eran totalmente diferentes del antígeno de 230 kDa de Leishmania
chagasi. El antígeno varía significativamente, más de un 60% en su secuencia de aminoácidos prevista con respecto al
antígeno de repeticiones K39 de L. chagasi. También se dan a conocer ADN que codifican para el antígeno de 29 kD
y de 26 kD y composiciones terapéuticas y de vacuna que comprenden los antígenos.
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Se usaron polipéptidos recombinantes purificados a partir de las cepas MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998
para la inmunización en conejos. Se emulsionaron 100 microgramos de cada polipéptido con un volumen igual de
adyuvante completo de Freund (Sigma, EE.UU.). Se inyectó la mezcla por vía intradérmica en múltiples sitios. Se
administraron tres dosis de refuerzo de la misma cantidad de antígeno emulsionado con adyuvante incompleto de
Freund a intervalos de 30 días. Antes de la primera inmunización, se recogió suero preinmunitario y se sometió a
prueba en inmunotransferencias de tipo Western. Se recogió sangre de manera aséptica de los animales inmunizados
12 días tras el último refuerzo, se separaron los sueros y se almacenaron a -70ºC hasta su uso.

Se resolvió la proteína expresada en E. coli en SDS-PAGE al 12% seguido por electrotransferencia a membrana de
nitrocelulosa [Towbin et al., 1976]. Se llevó a cabo la transferencia usando tampón de transferencia (3,08 g de base de
Tris, 14,66 g de glicina, 200 ml de metanol, agua hasta el volumen final de 1000 ml) en una unidad de transferencia
en semiseco de Bio-Rad. Para la transferencia, se aplicaron 15 V y se dejó correr durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Tras la transferencia, se colocó la membrana en una disolución de bloqueo que contenía BSA al 2,5% en
solución salina tamponada con fosfato (PBS, 8,00 g de NaCl, 0,20 g de KCl, 1,44 g NaH2PO4, 0,24 g de KH2PO4,
pH 7,4). Se lavó tres veces la membrana bloqueada, con PBS que contenía Tween-20 al 0,02% (PBS-T). Se incubó
la membrana con suero de paciente con kala-azar (diluido 1:200 con PBS) durante 1 hora a 25ºC. Además, se lavó
4 veces con PBS-T y se incubó en anticuerpos anti-IgG humana diluidos 1:4000, conjugados con fosfatasa alcalina
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS, se reveló la membrana mediante la adición
de BCIP-NBT (Amresco, EE.UU.).

En primer lugar se corrieron los antígenos purificados en SDS-PAGE y después se sometieron a inmunotrans-
ferencia con anticuerpo anti-penta-his conjugado con HRP (figura 10a y 10b). Para estudiar la antigenicidad de las
proteínas purificadas, se llevó a cabo SDS-PAGE seguido por inmunotransferencia con sueros de pacientes con kala-
azar (figuras 11a y 11b) y se realizó la inmunotransferencia con sueros de pacientes con LDPK (figuras 12a y 12b)
seguido por inmunotransferencia de tipo Western con sueros de individuos sanos combinados (n=5) como control y
se presentan en las figuras 13a y 13b. Además, se realizó la inmunotransferencia sólo con anticuerpo secundario anti-
ser humano marcado con AP tal como se muestran en las figuras 14a y 14b. Los resultados de la inmunotransferencia
y el análisis de secuencia revelan que los productos recombinantes de L. donovani son específicos a pesar de tener un
epítopo diferente.

Tras la estimación de la proteína mediante el método de BCA (Sigma) se tomó el antígeno purificado para su eva-
luación mediante ELISA. Se normalizó inicialmente el ELISA para diferentes parámetros con controles de reactivos y
suero apropiados. Se eligió el ELISA a 50 ng/pocillo y diluciones 1:100 de sueros como óptimos y se usaron las mis-
mas condiciones para el ELISA con dos antígenos de L. donovani, a saber MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998.
En cada placa se incluyeron un control positivo (parasitológica y serológicamente positivo para rK39) y un control
negativo con sueros de una región no endémica distinta con control de reactivo. Se recubrieron las placas tal como
sigue; se recubrieron placas de microtitulación de poliestireno con 96 pocillos de fondo plano con antígeno siguiendo
el protocolo convencional con modificaciones menores [Singh S et al., 1995] añadiendo 50 ng de antígeno de cinesina
purificado en 200 µl de tampón bicarbonato 0,1 M, pH 9,2. Se cubrieron las placas y se incubaron durante la noche
a 4ºC. Entonces se retiró la disolución de antígeno y se lavaron las placas 3 veces con PBST (PBS con Tween 20 al
0,05%). Entonces se bloquearon los pocillos con 200 µl de BSA al 1% durante 1 hora, se lavaron 3 veces con PBST.
Se secaron las placas a temperatura ambiente, se sellaron y se almacenaron a 4ºC hasta su uso. Se incubaron las placas
sensibilizadas durante 2 horas con 50 µl de suero de paciente diluido desde 1:100 hasta el punto final con PBST. Se
lavaron de nuevo los pocillos con PBST y se incubaron con 50 µl de anticuerpo de cabra anti-IgG humana conjuga-
do con fosfatasa alcalina a una dilución de 10−3 durante otras 2 horas, seguido por lavado 3 veces con PBST. Tras
la incubación durante 30 minutos a 37ºC con 50 µl de fosfato de p-nitrofenilo en tampón de dietilamina, se detuvo
la reacción con 50 µl de NaOH 3 N. Se midió la densidad óptica de cada pocillo a 450 nm en un lector de placas
Tritrius. Los títulos de anticuerpos frente a la proteína recombinante de MHOM/IN/DD8 (SEQ ID NO: 5) fueron
considerablemente inferiores a los de MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 6) para el mismo grupo de muestras. Los
estudios preliminares con 72 controles sanos endémicos y 80 no endémicos, 92 sueros positivos para tuberculosis, 32
positivos para VIH, 31 positivos para VHC y 27 positivos para HbsAg no mostraron reactividad cruzada. Sin embargo,
los casos previamente confirmados positivos para rK39 de 10 sueros de LV y 10 de LDPK mostraron altos títulos de
anticuerpos con ambos antígenos a una concentración de 50 ng/pocillo. Los datos muestran que estos dos antígenos
bien caracterizados de las cepas de la India serán sumamente útiles para el diagnóstico de kala-azar en la India.

La figura 15 representa el valor de título medio de diferentes muestras sometidas a ELISA usando antígeno purifi-
cado de origen de MHOM/IN/DD8 y la figura 16 muestra el valor de título medio de diferentes conjuntos de muestras
para el antígeno purificado de origen de MHOM/IN/KE16/1998.

Detección de antígeno de Leishmania usando anticuerpo

Se usaron polipéptidos recombinantes purificados de las cepas de SEQ ID NO: 5 y de SEQ ID NO: 6 para la
inmunización en conejos. Se emulsionaron 100 microgramos de cada polipéptido con un volumen igual de adyuvante
completo de Freund (Sigma, EE.UU.). Se inyectó la mezcla por vía intradérmica en múltiples sitios. Se administraron
tres dosis de refuerzo de la misma cantidad de antígeno emulsionado con adyuvante incompleto de Freund a intervalos
de 30 días. Antes de la primera inmunización, se recogió suero preinmunitario y se sometió a prueba en inmunotrans-
ferencias de tipo Western. Se recogió sangre de manera aséptica de los animales inmunizados 12 días tras el último
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refuerzo, se separaron los sueros y se purificó mediante afinidad el anticuerpo presente en los sueros y se almacenó a
4ºC hasta su uso.

Se recubrieron placas de microtitulación de poliestireno con 96 pocillos diluyendo el anticuerpo almacenado a
4ºC con tampón de recubrimiento (pH 9,2) [1,59 g de carbonato de sodio (Na2CO3), 2,93 g de bicarbonato de sodio
(NaHCO3), 0,20 g de azida de sodio (NaN3), disuelto en 900 ml de H2O, ajustándose el pH hasta 9,6 con HCl y
enrasándose a 1 l] y se añadieron 200 µl a cada pocillo de una placa de microtitulación. Se incubaron las placas a
37ºC durante 4 h y se lavaron con PBS-Tween, tres veces. Se secaron las placas dándole pequeños golpes de forma
invertida sobre papel delgado. Entonces se usó el anticuerpo recubierto sobre el soporte sólido para la detección del
antígeno de Leishmania, este método se denomina ELISA de tipo sándwich o de doble anticuerpo, y se realizó tal
como sigue. A cada pocillo se le añadieron alícuotas de 200 µl de la muestra de prueba y se incubaron durante 4
horas a 37ºC, se lavaron las placas tres veces con PBST y después se incubaron con conjugado de anticuerpo y se
incubaron a 37ºC durante 2 horas, se lavaron tres veces con PBST y se añadieron alícuotas de 200 µl de sustrato a
cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 60 min. Se midió la densidad óptica de cada pocillo a
405 nm en un lector de placas Tritrius®. El ELISA de tipo sándwich mide la cantidad de antígeno entre dos capas de
anticuerpos. El antígeno de Leishmania que va a medirse contiene al menos dos sitios antigénicos, que pueden unirse
al anticuerpo, ya que al menos dos anticuerpos actúan en el sándwich. De modo que los ensayos de tipo sándwich
están limitados a la cuantificación de antígenos multivalentes tales como proteínas o polisacáridos. El ELISA de tipo
sándwich para la cuantificación de antígenos es especialmente valioso cuando la concentración de antígenos es baja
y/o están contenidos en altas concentraciones de proteína contaminante.

Los siguientes ejemplos ilustran la invención, que no deben interpretarse como que limitan el alcance de la inven-
ción.

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la clonación de la región de repetición inmunodominante de cinesina a partir de aislados de
la India de L. donovani. Se siguió una estrategia de clonación de PCR usando un conjunto de cebadores LKF 2564 y
LKR 3266 (SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11, respectivamente) para amplificar la región de repetición en tándem
117 inmunodominante. Este conjunto de cebadores amplificó un fragmento de aproximadamente 470 pb de tamaño,
correspondiente a las cuatro repeticiones en tándem de 117 pb de la cepa de L. donovani MHOM/IN/KE16/1998 y
correspondiendo el producto de aproximadamente 590 pb de tamaño a cinco repeticiones en tándem de la cepa de
L. donovani MHOM/IN/DD8. Tras la amplificación mediante PCR se clonó el gen de la cinesina en un vector de
clonación TA tal como sigue. Se resolvieron los ADN amplificados mediante PCR sobre gel de agarosa y se cortó la
parte que contenía la banda de interés con un bisturí estéril. Se eluyó el ADN a partir del gel usando un kit de elución
en gel (Qiagen, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante. Se midió la concentración del ADN eluido mediante
absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro.

El producto de interés de PCR purificado en gel se ligó directamente en un vector pGEMT-Easy (Promega,
EE.UU.). En un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml se añadieron los siguientes componentes.

Tras mezclar suavemente, se incubaron los tubos a 4ºC durante la noche y se calentaron durante 10 minutos a 70ºC.
Se almacenaron las muestras a -20ºC hasta la transformación. Entonces se transformó la mezcla ligada mediante tra-
tamiento de choque térmico. Se prepararon las células competentes usando el método de cloruro de calcio [Sambrook
et al., 1989]. Se inoculó una única colonia de E. coli en 5 ml de medio LB y se incubó a 37ºC durante la noche con
agitación (200 rpm). Al día siguiente se inoculó una disolución madre reciente de 100 ml de medio LB con 1 ml del
cultivo durante la noche y se incubó a 37ºC con agitación continua hasta que la D.O. alcanzó 0,6 a 600 nm. Se enfrió
bruscamente el cultivo en hielo durante 30 minutos y se recogieron las células mediante centrifugación a 4000 g, 4ºC
durante 10 min. Se resuspendió el sedimento celular en un volumen 1/10 de CaCl2 50 mM estéril filtrado enfriado con
hielo y se mantuvo en hielo durante 30 min. Se sedimentaron las células y se resuspendieron finalmente en un volumen
1/25 de CaCl2 50 mM enfriado con hielo (con un 20% V/V de glicerol sometido a autoclave) y o bien se almacenaron
a -70ºC en alícuotas de 200 µl o bien se usaron inmediatamente para su transformación.

Se mezclaron suavemente 5 µl aproximadamente de mezcla de ligamiento con células competentes (200 µl) y se
incubaron en hielo durante 30 min. Tras la incubación se colocaron las células en un baño de agua fijado a 42ºC
durante 90 segundos (choque térmico) e inmediatamente se transfirieron a hielo. Se añadieron 800 µl de medio LB a
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las células y se mantuvieron a 37ºC durante 90 minutos con agitación (150 rpm). Se sembraron las células con 16 µl de
X-gal y 10 µl de IPTG 1 M en placas de LB-agar que contenían 50 µg/ml de ampicilina. Se incubaron las placas a 37ºC
durante 12-16 horas. Se seleccionaron las colonias blancas y se comprobaron para detectar el inserto. Se caracterizaron
adicionalmente los clones recombinantes mediante mapeo de restricción y secuenciación. Toda la secuenciación se
realizó mediante el método de terminación de cadena [Sanger et al., 1977] en un secuenciador de ADN automatizado,
ABI Prism versión 7.0. Se analizaron las secuencias usando diversos software tales como DNASIS, Lasergene: edit;
Megalign etc. (DNA star Inc.), Clustal W (alineación múltiple de diversos archivos de secuencias). Se alinearon todas
las secuencias obtenidas para formar un tramo continuo usando Seqman II (paquete Lasergene).

Junto con esto, se buscó la secuencia para determinar la homología usando la opción BLAST [Altschul et al., 1997]
de diversos sitios web.

La secuencia de cinesina de longitud completa obtenida tras ensamblar la secuencia se presentó en SEQ ID NO:
1 para la cepa MHOM/IN/DD8, se encontró que tenía 3016 pb de longitud con un marco de lectura abierto de 2670
pb. Se encontró que la longitud de la secuencia para la cepa MHOM/IN/KE16/1998 era de 2937 pb con un marco de
lectura abierto largo de 2577 pb (SEQ ID NO: 2). El análisis de secuencia reveló que el tamaño del producto de PCR
que amplificaba la región inmunodominante era de 563 pb para la cepa MHOM/IN/DD8 (figura 1) correspondiente a
4,8 repeticiones en tándem de 117 pb, y de 466 pb para la cepa MHOM/IN/KE16/1998 (figura 2) correspondiente a 4
repeticiones en tándem de 117 pb.

Además, el análisis de secuencia muestra una variación significativa tanto a nivel del ADN como en la secuencia
de aminoácidos prevista a partir de la secuencia de L. chagasi notificada (GenBank, n.º de registro L07879). La cepa
MHOM/IN/DD8 muestra una variación significativa con respecto a la de L. chagasi así como con respecto a la de la
cepa MHOM/IN/KE16/1998. La búsqueda en BLAST de la secuencia de proteína prevista de la cepa MHOM/IN/DD8
(SEQ ID NO: 5) usando la división de patentes y no redundante de la base de datos GenBank sólo revela una identidad
de hasta el 38% con la de L. chagasi publicada y las patentes estadounidenses n.ºs i) US 5411865 y ii) US 5912166,
respectivamente, figura 3.

Se realizó la alineación múltiple de secuencias Clustal W de la región de repetición inmunodominante a nivel
de los nucleótidos para las cepas de L. donovani MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 3 y SEQ
ID NO: 4) con la de la región de repetición inmunodominante de L. chagasi (GenBank, n.º de registro L07879) y
se presenta en la figura 4. Las identidades se muestran con sombreado oscuro. La alineación múltiple de secuencias
de la región de repetición inmunodominante a nivel de los aminoácidos entre L. donovani (SEQ ID NO: 5 y SEQ
ID NO: 6) y L. chagasi se presenta en la figura 5. La alineación múltiple de secuencias de la región de repetición
inmunodominante a nivel de los aminoácidos para la cepa de L. donovani MHOM/IN/DD8 (SEQ ID NO: 5) con la de
la región de repetición inmunodominante de L. chagasi se presenta en la figura 6. Las alineaciones de secuencias de la
región de repetición inmunodominante a nivel de los aminoácidos para las dos cepas de L. donovani MHOM/IN/DD8
y MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6) se presentan en la figura 7. La unidad inmunodominante
de repeticiones de 39 aminoácidos con variación dentro de la repetición para los aislados de la India de L. donovani,
cepas MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6), se presentan en la figura 8 y la
figura 9. El análisis de secuencia revela que los aminoácidos varían significativamente teniendo muchas sustituciones.
Estas sustituciones se conservan o son variables en muchas posiciones en la región de repetición de 39 aminoácidos
notificada para L. chagasi. Al menos cinco aminoácidos para L. donovani son diferentes a los de L. chagasi en las
posiciones 18, 27, 29, 32 y 38 indicadas por “*” en la tabla 1.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la reactividad de sueros de pacientes para reconocer los antígenos de L. donovani recombinan-
tes. Se liberó el inserto del plásmido pGEM-TE recombinante que portaba las repeticiones en tándem inmunodomi-
nantes (pGEMTEasy/DD8/LKF2564 y pGEM-TEasy/KE16/LKF2564) digiriéndolo con PstI y NcoI. Se cortaron los
insertos del gel, se eluyeron mediante el sistema de elución en gel Qiagen y se ligaron en marco en el vector pRSET C
digerido con PstI y NcoI y se transformaron en células competentes BL21 mediante el protocolo convencional [Sam-
brook et al., 1989]. Se seleccionaron los clones sobre las placas de ampicilina y se aisló ADN de plásmido y se digirió
con PstI y NcoI para comprobar el inserto. Se seleccionaron los clones que liberaban el inserto para la expresión de
la proteína. Se inocularon los clones que producían un máximo de la proteína en 20 ml de medio SOB que contenía
ampicilina 100 µg/ml y se hicieron crecer durante la noche a 37ºC con agitación vigorosa. Al día siguiente, se inoculó
1 litro de medio SOB con cultivo durante la noche no inducido 1:50 y se dejó crecer a 37ºC con agitación hasta que se
alcanzó una DO600 de 0,6. Se tomó una alícuota de 5 ml de cultivo inmediatamente antes de la inducción. Se indujeron
las células añadiendo IPTG hasta una concentración final de 1 mM y se continuó la incubación a 37ºC durante 4 horas.
Se recogieron las células mediante centrifugación a 4000xg durante 20 minutos y se almacenaron a -20ºC hasta la
purificación. Se purificó el polipéptido recombinante usando una columna de Ni-NTA agarosa (Qiagen, Alemania) en
condiciones nativas siguiendo el protocolo del fabricante. La proteína purificada a partir de la cepa MHOM/IN/DD8
migró a un tamaño de 29 kDa (figura 10a, carril 2) que se correlaciona con el peso molecular previsto. En primer
lugar se corrieron los antígenos purificados en SDS-PAGE (figuras 10a, 11a, 12a y 13a) y después se realizaron los
sometidos a inmunotransferencia con anticuerpo anti-penta-his conjugado con HRP (figura 10b), sueros de pacientes
con kala-azar (figura 11b), sueros de pacientes con LDPK (figura 12b) seguido por inmunotransferencia de tipo Wes-
tern con sueros de individuos sanos combinados (n=5) (figura 13b), sólo con anticuerpo secundario anti-ser humano
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marcado con AP (figura 14b). Los resultados de la inmunotransferencia y el análisis de secuencia revelan que los
antígenos recombinantes de L. donovani son específicos a pesar de tener un epítopo diferente.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra la reactividad de sueros de pacientes para reconocer los antígenos de L. donovani. Se realizó
la estimación de proteínas mediante el método de BCA (Sigma, EE.UU.) y se usaron los antígenos purificados para
ELISA. El ELISA se normalizó inicialmente para diferentes parámetros con controles de reactivos y suero apropiados.
Se eligieron el ELISA a 50 ng/pocillo y diluciones 1:100 de sueros como óptimos y se usaron las mismas condicio-
nes para el ELISA con dos polipéptidos recombinantes de L. donovani, a saber MHOM/IN/DD8 (SEQ ID NO: 5) y
MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 6). En cada placa se incluyeron un control positivo (parasitológica y serológica-
mente positivo para rK39) y un control negativo con sueros de una región no endémica y otro con control de reactivos.
Se recubrieron las placas tal como sigue; se recubrieron placas de microtitulación de poliestireno con 96 pocillos de
fondo plano con antígeno siguiendo el protocolo notificado por Singh S et al., con modificaciones menores, añadiendo
50 ng de antígeno de cinesina purificado en 200 µl de tampón bicarbonato 0,1 M, pH 9,2. Se cubrieron las placas y
se incubaron durante la noche a 4ºC. Entonces se retiró la disolución de antígeno y se lavaron las placas 3 veces con
PBST (PBS con Tween 20 al 0,05%). Entonces se bloquearon los pocillos con 200 µl de BSA al 1% durante 1 hora, se
lavaron 3 veces con PBST. Se secaron las placas a temperatura ambiente, se sellaron y se almacenaron a 4ºC hasta su
uso. Se incubaron las placas sensibilizadas durante 2 horas con 50 µl de suero de paciente diluido desde 1:100 hasta
el punto final con PBST. Se lavaron los pocillos tres veces con PBST y se incubaron con 50 µl de anticuerpo de cabra
anti-IgG humana conjugado con fosfatasa alcalina a una dilución de 10−3 durante otras 2 horas, seguido por lavado 3
veces con PBST. Tras la incubación durante 30 minutos a 37ºC con 50 µl de fosfato de p-nitrofenilo en tampón de
dietilamina, se detuvo la reacción con 50 µl de NaOH 3 N. Se midió la densidad óptica de cada pocillo a 450 nm en un
lector de placas Tritrius®. Los títulos de anticuerpos frente a la proteína recombinante de MHOM/IN/DD8 (SEQ ID
NO: 5) fueron considerablemente inferiores a los de MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 6) para el mismo grupo de
muestras. El estudio preliminar se llevó a cabo con sueros de 72 controles sanos endémicos y 80 no endémicos, 92 in-
dividuos sueros positivos para tuberculosis, 32 positivos para VIH, 31 positivos para VHC y 27 positivos para HbsAg.
Estos resultados de ELISA mostraron una especificidad del 100% sin reactividad cruzada. Sin embargo, el ELISA
llevado a cabo para sueros de pacientes con LV (N=10) y LDPK (N=10) confirmados con antígeno rK39 de L. chagasi
(Burns et al., 1993), antígeno de L. donovani de las cepas MHOM/IN/DD8 (SEQ ID NO: 5) y MHOM/IN/KE16/1998
(SEQ ID NO: 6) muestra un alto título de anticuerpos para los tres antígenos a una concentración de 50 ng/pocillo. Los
datos muestran que estos dos antígenos bien caracterizados a partir de las cepas de la India son sumamente específicos
y sensibles para el diagnóstico de kala-azar en la India. En un estudio realizado con más muestras se encontró que
se detectaba un número considerable de casos que no podían diagnosticarse mediante rK39 de L. chagasi mediante
estos dos polipéptidos recombinantes de L. donovani. Esto revela que los polipéptidos recombinantes recién aislados
a partir de cepas de la India de L. donovani son más específicos para el diagnóstico de LV y LDPK en la India y por
tanto pueden usarse ampliamente para el diagnóstico de esta enfermedad.

Sin embargo, en la figura 15 y la figura 16 sólo se presentan los datos pertenecientes a 10 muestras positivas y
otras muestras de control. La figura 15 representa el valor de título medio de diferentes muestras sometidas a ELISA
usando antígeno purificado de origen de MHOM/IN/DD8 y la figura 16 muestra el valor de título medio de un conjunto
diferente de muestras para el antígeno purificado de origen de MHOM/IN/KE16/1998.

Ejemplo 4

Este ejemplo enseña la obtención de anticuerpos frente a los polipéptidos SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 a partir
de un animal y su uso en la detección de anticuerpo frente a Leishmania tal como sigue;

1. Se usaron polipéptidos recombinantes purificados del grupo que contiene SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 para
la inmunización en conejos. Se emulsionaron 100 microgramos del polipéptido con un volumen igual de adyuvante
completo de Freund (Sigma, EE.UU.).

2. Se inyectó la mezcla por vía intradérmica en múltiples sitios.

3. Se administraron tres dosis de refuerzo de la misma cantidad de antígeno emulsionado con adyuvante incompleto
de Freund a intervalos de 30 días. Antes de la primera inmunización, se recogió suero preinmunitario y se sometió a
prueba en inmunotransferencias de tipo Western.

4. Se recogió sangre de manera aséptica de los animales inmunizados 12 días tras el último refuerzo, se separaron
los sueros y se purificó mediante afinidad el anticuerpo anti-anticuerpo presente en los sueros y se almacenó a 4ºC
hasta su uso.

5. En primer lugar se diluyó el anticuerpo con tampón bicarbonato 0,1 M, pH 9,2 y después se añadieron 200 µl a
cada pocillo de la placa de microtitulación.

6. Se cubrió la placa recubierta con anticuerpo con parafina y se incubó en la sala fría durante la noche en una caja
de humedad que contenía una toallita de papel húmeda o a humedad y temperatura ambiente durante dos horas.
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7. Se vacía la placa y se bloquean los sitios no ocupados con 100 µl de tampón de bloqueo que contiene tampón
fosfato 100 mM, pH 7,2, BSA al 1%, Tween-20 al 0,5% y timerosol al 0,02% durante 30 min. a temperatura ambiente.

8. Se vacía la placa y se lava tres veces con tampón de lavado (tampón fosfato 100 mM, NaCl 150 mM, BSA al
0,2% y Tween 20 al 0,05%).

9. En primer lugar se diluye la disolución de antígeno con tampón de antígeno (tampón fosfato 100 mM, NaCl 150
mM) y después se añade a la placa en un volumen de 50 µl por pocillo. Se incuba la placa a temperatura ambiente
durante de 45 min. a una hora.

10. Se vacía de nuevo la placa y se lava tres veces con tampón de lavado.

11. Se diluye de manera apropiada el anticuerpo frente al antígeno marcado con enzima, con tampón bicarbonato
0,1 M, pH 9,2 y después se añaden 50 µl a cada pocillo y se incuba a temperatura ambiente durante 30 min.

12. Se vacía de nuevo la placa y se lava tres veces con tampón de lavado.

13. Se añade el sistema de revelado con color y se miden las intensidades del color.

Ventajas

â La caracterización del antígeno relacionado con cinesina a nivel de la secuencia ha revelado las similitudes y
diferencias para el antígeno de cinesina entre dos especies, L. donovani y L. chagasi.

â Queda claro a partir de esta invención que la repetición inmunodominante de antígeno relacionado con cinesina
aislado a partir de cepas de la India es diferente de las secuencias notificadas anteriormente de otras especies
de Leishmania.

â Este estudio reveló que las cepas de la India son bastante diferentes de las cepas y especies notificadas ante-
riormente de otras regiones geográficas.

â El estudio también reveló que la variación de la secuencia de aminoácidos entre las unidades de repetición de
las cepas de la India es más alta que la de las secuencias notificadas anteriormente.

â Esta invención condujo al aislamiento de polipéptido, que tiene una secuencia diferente de la de la secuencia
de polipéptido notificada anteriormente.

â Esta invención condujo al desarrollo de un método para la detección de anticuerpos anti-Leishmania basándose
en los antígenos recién hallado a partir de aislados de la India de L. donovani.

â Esta invención condujo al kit de detección de leishmaniosis para la detección de LV debida a especies de L.
donovani de la India y otras especies similares que no se habrían detectado mediante el polipéptido K39.
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado tal como se menciona en SEQ ID NO: 6, que comprende una región inmunógena de un
antígeno de Leishmania, conteniendo dicho polipéptido una o más regiones de repetición de 39 aminoácidos.

2. Secuencia de ADN aislada tal como se menciona en SEQ ID NO: 4 que codifica para un polipéptido tal como
se menciona en SEQ ID NO: 6 según la reivindicación 1.

3. Método de detección de anticuerpos anti-Leishmania en una muestra, comprendiendo dicho método:

a) proporcionar un portador o soporte sólido, unido con un polipéptido de SEQ ID NO: 6 según la reivindi-
cación 1;

b) unir los anticuerpos anti-Leishmania de dicha muestra al polipéptido unido a un portador o al soporte
sólido;

c) añadir al contenido de la etapa (b) un anticuerpo secundario anti-ser humano o una proteína conjugado con
una enzima o un marcador; y

d) detectar los anticuerpos anti-Leishmania en dicha muestra.

4. Método según la reivindicación 3, en el que la muestra se selecciona de un grupo que consiste en sangre com-
pleta, suero, plasma y otro fluido corporal.

5. Método según la reivindicación 4, en el que la muestra se selecciona de un animal o un mamífero incluyendo
seres humanos.

6. Método según la reivindicación 3, en el que dicho soporte sólido se selecciona de un grupo que consiste en
material de nitrocelulosa, nailon, partículas de látex, polipropileno y poliestireno.

7. Método según la reivindicación 3, en el que dicho portador es una partícula de oro.

8. Método según la reivindicación 3, en el que el anticuerpo secundario anti-ser humano se selecciona de las clases
de anticuerpos de IgG, IgM, IgA, IgE y sus subclases.

9. Método según la reivindicación 3, en el que la proteína se selecciona de un grupo que consiste en proteína A y
proteína G.

10. Método según la reivindicación 3, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rábano, β-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

11. Método según la reivindicación 3, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste en un resto
de radioisótopo, biotina, cromóforo, fluoróforo y quimioluminiscente.

12. Método según la reivindicación 3, en el que dicha etapa de detección de anticuerpos anti-Leishmania se selec-
ciona del grupo que consiste en detección de fluorescencia, detección de quimioluminiscencia, detección de absorban-
cia de luz o detección de radioisótopos.

13. Kit de diagnóstico para detectar anticuerpos anti-Leishmania que comprende un polipéptido según la reivin-
dicación 1, un anticuerpo secundario anti-ser humano o una proteína, en el que dicho anticuerpo secundario anti-ser
humano o la proteína está conjugado con una enzima o un marcador, y reactivos convencionales para detectar dichos
anticuerpos.

14. Kit según la reivindicación 13, en el que dicho polipéptido está unido a un portador o soporte sólido.

15. Kit según la reivindicación 13, en el que el soporte sólido se selecciona del grupo que consiste en material de
nitrocelulosa, nailon, partículas de látex, polipropileno y poliestireno.

16. Kit según la reivindicación 13, en el que el portador es una partícula de oro.

17. Kit según la reivindicación 13, en el que el anticuerpo secundario anti-ser humano se selecciona de las clases
de anticuerpos de IgG, IgM, IgA, IgE y sus subclases.

18. Kit según la reivindicación 13, en el que la proteína se selecciona de un grupo que consiste en proteína A y
proteína G.
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19. Kit según la reivindicación 13, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste en un resto de
enzima, radioisótopo, biotina, cromóforo, fluoróforo y quimioluminiscente.

20. Kit según la reivindicación 13, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rábano, β-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

21. Método de obtención de anticuerpos frente al polipéptido de la reivindicación 1, comprendiendo dicho mé-
todo inyectar el polipéptido a animales, recoger los anticuerpos producidos contra el polipéptido y purificar dichos
anticuerpos.

22. Método según la reivindicación 21, en el que el animal se selecciona de un grupo que consiste en ratones,
conejo, caballo, cabra, oveja, cobaya, cerdo, bovinos, rata, pollo y hámsteres.

23. Método de detección de antígenos de Leishmania en una muestra usando los anticuerpos obtenidos según la
reivindicación 21, comprendiendo dicho método:

a) unir una parte del anticuerpo a un portador o soporte sólido;

b) añadir la muestra que contiene antígenos de Leishmania al anticuerpo unido al portador o soporte sólido;

c) añadir al contenido de la etapa (b) otra parte de anticuerpo que está conjugada con una enzima o un
marcador; y

d) detectar los antígenos de Leishmania en dicha muestra.

24. Método según la reivindicación 23, en el que la muestra se selecciona del grupo que consiste en sangre com-
pleta, médula ósea, aspirado esplénico, biopsia cutánea, biopsia de otros tejidos y frotis de secciones.

25. Método según la reivindicación 24, en el que la muestra se selecciona de un animal o un mamífero incluyendo
seres humanos.

26. Método según la reivindicación 23, en el que dicho soporte sólido se selecciona del grupo que consiste en
material de nitrocelulosa, nailon, partículas de látex, polipropileno, vidrio y poliestireno.

27. Método según la reivindicación 23, en el que dicho portador es una partícula de oro.

28. Método según la reivindicación 23, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en fosfatasa
alcalina, peroxidasa del rábano, β-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

29. Método según la reivindicación 23, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste en resto
de radioisótopo, biotina, cromóforo, fluoróforo y quimioluminiscente.

30. Método según la reivindicación 23, en el que dicha etapa de detección de antígenos de Leishmania se selecciona
del grupo que consiste en detección de fluorescencia, detección de quimioluminiscencia, detección de absorbancia de
luz o detección de radioisótopos.

31. Kit de diagnóstico para detectar antígenos de Leishmania que comprende anticuerpo frente a un polipéptido
según la reivindicación 1 unido a un portador o soporte sólido, anticuerpo conjugado con una enzima o un marcador y
reactivos convencionales para detectar antígenos de Leishmania.

32. Kit de diagnóstico según la reivindicación 31, en el que dicho soporte sólido se selecciona del grupo que
consiste en material de nitrocelulosa, nailon, partículas de látex, polipropileno, vidrio y poliestireno.

33. Kit de diagnóstico según la reivindicación 31, en el que dicho portador es una partícula de oro.

34. Kit de diagnóstico según la reivindicación 31, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en
fosfatasa alcalina, peroxidasa de rábano, β-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

35. Kit de diagnóstico según la reivindicación 31, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste
en un resto de radioisótopo, biotina, cromóforo, fluoróforo y quimioluminiscente.
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