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DESCRIPCION

Polipéptidos para el diagnéstico y el tratamiento de la leishmaniosis.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a compuestos y métodos para la deteccién de anticuerpos anti-Leishmania en
individuos que se sospecha que estdn infectados con el parésito protozoario del género Leishmania; especialmente,
el agente infeccioso es una cepa de la India y es similar o estd estrechamente relacionado con cepas de Leishmania
de la India. Ademas, la presente invencién proporciona un kit de diagndstico que consiste en el polipéptido mostrado
en SEQ ID NO: 6 para la deteccidon 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 utiles como vacuna y agente terapéutico para prevenir y tratar la leishmaniosis. La presente
invencién proporciona ademds un kit de diagndstico que consiste en un anticuerpo producido contra polipéptidos
mostrados en SEQ ID NO: 6 para la deteccién de antigenos de Leishmania.

Antecedentes de la invencion

La leishmaniosis, una enfermedad parasitaria transmitida por vectores, estd provocada por protozoos intramacro-
fagos obligados. Se caracteriza por su diversidad y complejidad. Se presenta por si misma con una amplia gama de
formas clinicas. Sin embargo, hay 4 formas clinicas principales. La leishmaniosis visceral (LV), también conocida
como kala azar, es la forma més grave de la enfermedad que, si no se trata, tiene una tasa de mortalidad de casi el
100%. La leishmaniosis cutdnea (LC) produce tlceras en la piel en las partes expuestas del cuerpo, tales como la
cara, los brazos y las piernas. El nimero de tlceras 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
mucocutdnea (LMC), o espundia. Puede conducir a una destruccion extensa y desfigurante de las membranas muco-
sas de las cavidades de la nariz, la boca y la garganta y puede implicar incluso al cartilago. La forma cutdnea puede
conducir a la forma diseminada, conocida como leishmaniosis cutdnea difusa (LCD). La leishmaniosis estd 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 paises de los cinco continentes, Africa, Asia, Europa, Nortea-
mérica y Suramérica, y un total de 350 millones de personas estin en riesgo de infeccion. Se estima que 12 millones
de personas en todo el mundo estdn afectadas por leishmaniosis; esta cifra incluye casos con enfermedad manifiesta
y aquéllos sin sintomas evidentes. De los 1,5-2 millones de nuevos casos que se estima que se producen anualmente,
s6lo 600000 se declaran oficialmente. De los 500000 nuevos casos de LV que se producen anualmente, el 90% son
en cinco paises en desarrollo: Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Suddn. Aproximadamente el 90% de todos los casos
de LMC se producen en Bolivia, Brasil y Pert y el 90% de todos los casos de LC se producen en Afganistdn, Brasil,
Iran, Perd, Arabia Saudi y Siria, con 1-1,5 millones de nuevos casos notificados anualmente en todo el mundo. La
distribucién geografica de la leishmaniosis esta limitada por la distribucién de la mosca de arena, su susceptibilidad a
climas frios, su tendencia a tomar sangre de seres humano o animales sélo y su capacidad para sustentar el desarrollo
interno de especies especificas de Leishmania [Desjeux P 2001].

Desde 1993, las regiones que son endémicas de Leishmania se han expandido significativamente, acompafiado por
un aumento brusco en el nimero de casos registrados de la enfermedad. La propagacion geografica se debe a factores
relacionados principalmente con el desarrollo. Estos incluyen la masiva migracién 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 irrigacién y pozos, asi como la deforestacion,
también contribuyen a la propagacién 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 e? al.,
1997].

La LV estd provocada principalmente por L. donovani en el subcontinente indio y en Africa, Leishmania infantum
en la region mediterrdnea y Leishmania chagasi en el nuevo mundo; de estas especies, Leishmania chagasi'y Leishma-
nia infantum estan estrechamente relacionadas. Aunque todas las especies anteriores provocan LV, son genéticamente
diferentes entre si. Los datos obtenidos por Cupolillo E et al., [1994] usando zimotaxonomia numérica mostraron que
L. chagasi, 1a 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 estan estrechamente relacionadas y pueden representar la misma especie. Ademas, el estudio de Bever-
ley S.M et al., [1987] basado en los patrones de fragmentos de restriccion de ADN nuclear revela que L. chagasi 'y
L. infantum son similares y estdn tan estrechamente relacionados entre si como dos individuos al azar de la misma
poblacion y que L. donovani es diferente de estas dos especies. En otro estudio usando andlisis de secuencia de ADN
repetitivo por Piarroux R et al., [1995] se observo 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 pardsitos caninos que raramente infectan a seres humanos y por tanto son diferentes.
Un reciente estudio por Mauricio LL et al., [1999] usando tres enfoques diferentes a diferentes niveles de resolucién
para explorar la informacién genética de especies de Leishmania revela una cantidad sustancial de diversidad dentro
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del complejo de L. donovani. Ademads, la RAPD habia agrupado las cepas de L. donovani segin el origen geografico,
especificamente la India y Kenia, mostrando una divergencia sustancial dentro del taxén.

La diversidad genética no sélo es comtn para L. donovani, incluso en L. major, que provoca leishmaniosis cutdnea,
cepas aisladas de la misma zona geografica muestran polimorfismos de tamafio del cromosoma menores en sus cario-
tipos moleculares mientras que cepas de diferentes zonas geograficas muestran diferencias mas significativas, lo que
sugiere que los genomas de especies de Leishmania son bastante pldsticos y que se producen transposiciones cromoso-
micas durante la evolucién de diversas especies [Samaras N et al., 1987]. Actualmente, estd en marcha un proyecto de
mapeo gendmico en L. major patrocinado por la OMS. Aunque se ha argumentado que el mapa genémico de una cepa
seria aplicable a otra, hay muy pocas pruebas que corroboren esta afirmacién. De hecho, se sabe que diferencias en el
nimero de copias de genes y la organizacién difieren entre L. donovani, L. chagasi, L. major y otras especies. Ademads,
es dificil conciliar las grandes diferencias en los sintomas clinicos 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 diagndstico, vacuna o terapéutico de regiones geograficas diferentes. La asignacién de la es-
pecie de pardsito basdndose s6lo en la ubicacion geografica o el sitio de infeccidn no es satisfactoria. Por consiguiente,
la clasificacién y el diagndstico correctos del aislado de Leishmania patégena es esencial para determinar el prondstico
clinico y un enfoque terapéutico especifico de especie [Marfurt J., et al., 2003]. Un posible gen de este tipo estudiado
ampliamente a través de diferentes especies de regiones geogréficas diferentes es Gp63, una proteasa de zinc anclada
a glicolipidos de 63 kDa de tamafio [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
notificacién menor de la real de kala-azar (KA) y leishmaniosis dérmica post kala-azar en mujeres y nifios de 0-9
afios de edad. Las epidemias recientes en 1992 de LV mataron a mas de 100.000 personas en la India y Sudan. La
fumigacién con DDT ayud6 al control de KA en la India, sin embargo, hay informes de que el vector Phlebotomus
argentipes desarroll6 resistencia. Ademas, la linfoadenopatia, una caracteristica 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 Sudén; la enfermedad se
desarrolla de meses a afios después de que el paciente se recupere de KA. Las lesiones cutdneas caracterizan la
enfermedad y manifiestan una gran variabilidad, oscilando desde maculas hipopigmentadas hasta pdpulas eritematosas
y desde nédulos hasta placas. Como en la lepra, el amplio espectro clinico de LDPK refleja la respuesta inmunitaria
del individuo frente al organismo Leishmania. Las lesiones pueden ser numerosas y persistir durante décadas. Los
pardsitos aislados de las lesiones son idénticos a los que provocan la enfermedad visceral original.

Los hallazgos clinicos y epidemioldgicos en leishmaniosis no son patognémicos y estos pueden imitar varios
estados endémicos tales como malaria, tuberculosis, sifilis e infecciones fingicas. Por tanto, se requiere un diagndstico
de laboratorio para confirmar la sospecha clinica. Las herramientas de diagnéstico usadas para cada sindrome de
Leishmania, a saber, forma visceral, cutdnea y mucocutdnea, varian, pero el método de referencia en cada caso sigue
siendo la manifestacion y el aislamiento del parasito del tejido apropiado [Singh S e al., 2003].

Los sintomas y signos clinicos no son suficientes para diferenciar la LV de otros estados similares tales como
malaria, sindrome de esplenomegalia tropical, esquistosomiasis o cirrosis con hipertensién portal, tripanosomiasis
africana, tuberculosis miliar, brucelosis, fiebre tifoidea, endocarditis bacteriana, histoplasmosis, malnutricién, linfoma
y leucemia. Por tanto, se requieren otros métodos de diagnéstico [Herwaldt BL, 1999; Davidson RN, 1998]. Entre
estos, la técnica mds especifica y convencional es el aislamiento o la manifestacion parasitolégica del agente causante.
La médula obtenida a partir de puncién de la cresta iliaca o esternal es un método mucho mds seguro pero doloroso.
Los aspirados se extienden sobre un portaobjetos de vidrio y se tifien con tinciéon de Romanowsky para manifestar
las formas de amastigote del pardsito. Sin embargo, en cultivo puede dar resultados positivos en hasta el 80% de los
casos. La puncién de ganglios linfaticos da resultados positivos en el 60% de los casos. Se extrae liquido de cualquier
ganglio linfatico agrandado y se somete tanto a examen directo como a cultivo para proporcionar la mejor posibilidad
de diagndstico [Williams, J. E, 1995; Manson-Bahr PEC, 1987]. El aislamiento primario de L. donovani se hace
sobre medio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) sdlido que tiene el 20-30% de sangre de conejo o medio de insectos de
Schneider liquido 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 manifestacién de los parésitos en el bazo y el
higado es uno de los métodos mds precisos disponibles para determinar las infecciones por Leishmania. El noventa por
ciento de los casos activos muestran pardsitos en aspirados esplénicos y hepéticos. Debe usarse la aguja mas pequefia
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 microscépico
directo y el resto debe cultivarse. El material de biopsia hepética es menos probable que manifieste pardsitos en el
examen directo o en el cultivo; sin embargo, el examen histolégico mostrard amastigotes en células de Kupffer en el
sistema portal.

Se han publicado informes ocasionales de hallazgos de pardsitos 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
leucocitica y se usan para preparar frotis y cultivos inoculados. Los amastigotes pueden encontrarse en y alrededor de
células de macréfagos. El volumen usado en la inoculacién 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 microscdpicos convencionales son invasivos y dolorosos conllevando riesgo de infecciones iatro-
génicas y hemorragias mortales. Aunque la manifestacién de la forma de amastigote del pardsito en los tejidos estd
usdndose desde su descubrimiento como enfermedad parasitaria en 1903, es menos sensible y no pude detectar infec-
ciones subclinicas y ocultas. La forma subclinica y latente de la infeccién se ha convertido en un problema importante
en los dltimos afios, dado que estas pueden estallar debido a una inmunosupresion tal como una infeccién por VIH y
la infeccién puede transmitirse a través de trasplantes de 6rganos. El diagndstico seroldgico se basa en la presencia de
una respuesta humoral especifica como en casos de leishmaniosis visceral o una respuesta inmunitaria mediada por
células en casos de leishmaniosis cutdnea y mucocutdnea, provocada por el sistema inmunitario contra el patégeno
causante. Hay gamas de métodos seroldgicos disponibles para el diagndstico de LV que varian en precision y especifi-
cidad. Estos incluian pruebas especificas y no especificas. Con la investigacion en curso estan haciéndose disponibles
continuamente mejores métodos mas nuevos.

La prueba de gel de formol es la prueba serolégica mds 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 formaldehido al
30%. Se muestra una reaccién 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 infeccién y se vuelve negativa 6 meses tras la
cura. La prueba no es especifica puesto que se basa en la deteccién de niveles elevados de inmunoglobulinas IgG y
IgM que también estan 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 seroldgicas especificas y todas tienen especificidad y sensibilidad variables para el diagnéstico
de la enfermedad. Algunas de estas pruebas incluyen hemaglutinacién indirecta (IHA), inmunoelectroforesis en con-
tracorriente (CCIEP), inmunodifusién (ID) etc., aunque todas estas pruebas son engorrosas y carecen de sensibilidad
y especificidad y por tanto no se usan cominmente. Se describen a continuacién algunas mas cominmente usadas.

1. Prueba cutdnea de leishmanina (LST): La hipersensibilidad retrasada es una caracteristica importante de las
formas cutdneas de leishmaniosis humana y puede medirse mediante la prueba de leishmanina, también conocida como
la reaccion de Montenegro. La leishmanina es una suspension inactivada promastigotes completos (0,5-1 x 107/ml) o
alterados (250 pg de proteina/ml) en solucién salina de fenol libre de pirégenos. 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 cutdnea de leishmanina se usa como indicador de la prevalencia de leishmaniosis cutdnea
y mucocutdnea 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 habra respuesta inmunitaria mediada por células
o serd insignificante. Sin embargo, el antigeno leishmanina no estd disponible comercialmente y no se ha llevado a
cabo ningtin estudio de campo en la India.

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

3. Prueba de aglutinacion: La DAT es una prueba sumamente especifica y sensible. Es barata y sencilla de realizar,
lo que la hace ideal tanto para el uso de campo como en el laboratorio. El antigeno 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 permanecié como la prueba de diagndstico de primera linea en paises pobres en recursos.
El método usa promastigotes completos, tefiidos o bien como una suspensién 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 incubacién 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
parasitoldgica de la enfermedad, dado que la prueba puede seguir siendo positiva durante varios afios tras la cura.
Recientemente, Schoone et al [2001] han desarrollado una prueba de aglutinacién-seleccion rapida para la deteccién
rdpida (<3 h) de anticuerpos anti-Leishmania en muestras de suero y en sangre recogida sobre papel de filtro. La
FAST utiliza sélo una dilucién de suero, conduciendo a resultados cualitativos. La FAST ofrece las ventajas de la
DAT basadas en el antigeno liofilizado con respecto a la estabilidad del antigeno, la reproducibilidad, especificidad y
sensibilidad.

4. Inmunotransferencia: Se ha intentado el serodiagnéstico usando inmunotransferencia y se ha notificado que
es superior y especifico de fase. Los diversos antigenos expresados durante el transcurso de la infeccién también
pueden documentarse. También tiene una ventaja afiadida de documentacién permanente. Sin embargo, la técnica no
es agradable para el usuario y estd limitada s6lo a laboratorios de investigacion [Herwaldt BL., 1999; Singh S, 1999;
Schallig HD et al., 2001].

5. Deteccion de antigenos: La deteccidn de antigenos 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 inmunolégicamente determinantes antigénicos importantes o inhibir competitiva-
mente la unién de antigeno libre. La prueba de deteccién de antigenos, en principio, proporcionaria mejores medios
de diagnéstico de leishmaniosis. Dado que se espera que los niveles de antigenos se correlacionen ampliamente con la
carga de pardsitos, la deteccion de antigenos puede ser una alternativa ideal a la deteccion de anticuerpos en pacien-
tes inmunocomprometidos, en los que la respuesta de anticuerpos es muy escasa. Aunque se han publicado algunos
informes, no estd disponible actualmente ningitin sistema de deteccién de antigenos satisfactorio [Senaldi G et al.,
2001; Attar ZJ et al., 2001]. Recientemente, se ha desarrollado una prueba de aglutinacion de latex (KATEX) para la
deteccion de antigenos 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
geografico 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 deteccion de casos asintomaticos de LV y la monitorizacion de la
terapia estd todavia por confirmarse.

6. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA): El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
es una herramienta valiosa en el serodiagndstico de la leishmaniosis. La prueba es util para aplicaciones de campo o
de andlisis de laboratorio. El ELISA puede realizarse facilmente y es adaptable para su uso con antigeno definido o
purificado. Los antigenos usados en el disefio de pruebas de inmunodiagndstico para la leishmaniosis se han derivado
tradicionalmente de promastigotes que se han cultivado in vitro o de proteinas recombinantes, la alteracién del antige-
no usado para el ELISA y la DAT a partir del promastigote completo o antigenos solubles frente a antigenos peptidicos
y de Leishmania de potencial recombinante y mds especificos han mejorado el diagnéstico de LV [Senaldi G et al.,
2001]. El inmunodiagndstico se ve influido en gran medida por el antigeno usado. Se han notificado recientemente va-
rias moléculas de antigeno [Martin SK et al., 1998; Rajasekariah GH et al., 2001]. Los antigenos excretores, secretores
y metabdlicos (Ld-ESM), liberados por promastigotes de L. donovani en un medio libre de proteina se usaron para el
serodiagnéstico de LV mediante ELISA. Se ha encontrado que los Ld-ESM son especificos 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
evaluacién de miiltiples sitios prospectiva y retrospectiva adicional para validar estos hallazgos [Schoone GJ et al.,
2001]. Ultimamente, se ha desarrollado una variedad de antigenos recombinantes, recientemente se ha identificado
un gen relacionado con el gen B de L. major que codifica para una proteina hidréfila expresada en la superficie tanto
de promastigotes como de amastigotes de L. major caracterizada por un motivo de repeticién de aminodcidos de 5,5
copias de una secuencia de 14 aminodcidos y se ha mostrado que se expresa en L. donovani. La proteina codifica-
da por el homoélogo del gen B de L. donovani contiene hasta 22 copias de un elemento repetitivo en el que 9 de 14
residuos estdn completamente conservados entre las dos especies. Se desarrollé un ELISA que usaba la secuencia
peptidica repetitiva de GBP de L. donovani y GBP de L. donovani recombinante como ligando de fase sélida. Sin
embargo, las limitaciones de este antigeno son que puede usarse para el serodiagnéstico de leishmaniosis visceral s6lo
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 proteina recombinante rORFF de origen de L. infantum para el diagndstico
de LV en la India. La proteina ORFF estd codificada en el locus LD1 del cromosoma 35 de L. infantum, un ELISA
con este antigeno demostrd ser sensible con tan sé6lo 5 ng de rORFF cuando se realizé con diferentes grupos de
pacientes como con LV confirmada, sospechosos de LV, controles normales endémicos tratados de manera intermitente
y controles normales no endémicos. Ademads, se sometié el mismo grupo de pacientes a DAT usando promastigote
completo y ELISA usando antigenos solubles totales. Se encontré que el ELISA usando rORFF era mds sensible que
los otros. Aunque este antigeno es sumamente sensible (del 95 al 100%) y especifico (>90%) para LV, se encontrd
también que era positivo en el 40% de los casos de LC confirmada debida a L. major o L. tropica. Ademds, la prueba
necesita evaluarse por otros y su utilidad para el diagndstico de campo estd todavia por estudiarse. En un estudio
reciente realizado en LV mediterrdnea en la que L. infantum es el agente causante, se han comparado diez antigenos
de Leishmania recombinantes y purificados usando un método de ELISA por Maalej et al., [2003]. De estos antigenos
recombinantes, rgp63, un antigeno de superficie principal de Leishmania que no esta presente en Trypanosoma cruzi
u otros cinetoplastidos y rGBP tenian un buen rendimiento pero no eran muy sensibles ni especificos para conseguir
un diagnéstico fiable. Se sugiere que el uso de proteinas recombinantes de L. infantum en lugar de L. major habia
producido un mejor resultado.

Un antigeno recombinante desarrollado por Burns e al., [1993] que pertenece a la familia cinesina de proteinas
motoras, K39 recombinante (rK39), se ha demostrado que es especifico para anticuerpos que surgen durante la LV
provocada por miembros del complejo de L. donovani, que incluye Leishmania chagasi y L. infantum. Este antigeno,
que es un miembro de la familia cinesina, codifica para una proteina con un epitopo repetitivo, que consiste en 39
residuos de aminodcido (K39), es sumamente sensible y predictiva de enfermedad aguda. Se han demostrado titu-
los de anticuerpos anti-rK39 altos en pacientes con LV pero no se demuestran anticuerpos anti-rK39 detectables en
leishmaniosis cutdnea o mucocutdnea. Los titulos de anticuerpo frente a este antigeno se correlacionan directamente
con la enfermedad activa y tienen un tremendo potencial como medio de monitorizacién de la quimioterapia y en la
prediccion de la recaida clinica [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 nimeros 5.411.865 y 5.719.263 y documento WO 94/16331].
Ademis, 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 antigeno estd ahora comercialmente disponible en forma de tiras
de papel de nitrocelulosa impregnadas con antigeno adaptadas para su uso en condiciones de campo. Se ha encontrado
que la prueba con tira de rK39 es titil para el diagnéstico de campo de kala-azar en la India [Sundar S et al., 1998 y
Sundar S et al., 2002]; sin embargo, el mismo tenia una sensibilidad notablemente menor en Sudan [Zijlstra EE et al.,

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 046 T3

2001] y el sur de Europa. Es importante enfatizar en este caso que aunque se ha mostrado que el gen de antigeno rela-
cionado con cinesina estd 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 asi como en Suddn, y en ambas zonas geograficas 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 (s6lo hasta el 67%) en Sudén e incluso en el sur de Europa (sélo hasta el 71,4%)
[Jelinek T ez al., 1999] elevan la duda vélida sobre la idoneidad universal de este antigeno. Una explicacion 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 podria ser posible que el propio gen
antigénico varie notablemente de cepa a cepa y también en diferentes regiones geograficas o que exista una variante
de este antigeno y evada la dilucidacién inmunitaria como resultado de que la enfermedad permanece sin detectar en
pocos casos cuando se usa la rK39 existente de L. chagasi para el diagnéstico. Ademds, de los 500.000 nuevos casos
de LV, que se producen anualmente en todo el mundo, mas del 90% se notifican en la India, Bangladesh, sur de Sudin
y noreste de Brasil [Sundar S et al., 2002].

La India alberga la mayoria de los casos de LV en el mundo, y el antigeno relacionado con cinesina no se caracterizd
aun 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 caracterizacién
de este gen explicard también las razones de la escasa sensibilidad de la prueba con tiras de rK39 en ciertas regiones
geogréficas. 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 region geografica de la India.
Una cepa, MHOM/IN/DDS, 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 clinico reciente de una paciente con Kala-azar de 10 afos
de edad de Muzaffarpur, Bihar, India. Esto explica claramente que es la variacién al nivel genético la que puede
haber producido una sensibilidad reducida en ciertas regiones geogréficas. Si no se hubiese caracterizado este gen de
cinesina de aislados de la India, esta informacién de variacion al nivel genético nunca la habia conocido la comunidad
cientifica. Esto es evidente a partir de los resultados del ELISA, puesto que los titulos medios para el antigeno de
MHOM/IN/DD8 son considerablemente inferiores que para el d¢ MHOM/IN/KE16/1998 y 1K 39 de L. chagasi.

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

La patente estadounidense nimero 5.411.865 concedida a Reed el 2 de mayo de 1995 ensefia sobre el método de
deteccién de anticuerpos anti-pardsitos de Leishmania. El compuesto daba a conocer un método para detectar anti-
cuerpos anti-parasitos de Leishmania frente a un antigeno 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 antigeno recombi-
nante de regién de repeticion k39 que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3, y detectar
la presencia de anticuerpos anti-pardsitos de Leishmania en la muestra que se unen al antigeno recombinante de regién
de repeticion k39.

La patente estadounidense nimero 5.719.263 concedida a Reed el 17 de febrero 1998 ensefia sobre el antigeno de
230 kD presente en especies de Leishmania. El compuesto dado a conocer es un antigeno de 230 kD aislado que esta
presente en Leishmania chagasi'y Leishmania donovani, y polipéptidos aislados que comprenden uno o una pluralidad
de antigenos de repeticién k39. También se dan a conocer ADN que codifican para el antigeno de 230 kD y el antigeno
de repeticién k39, y composiciones de vacuna que comprenden los antigenos.

Se notifica que el antigeno de 230 kDa y el polipéptido aislado que comprende las repeticiones k39 dados a
conocer anteriormente no son sensibles en ciertas zonas geogréficas en las que LV es sumamente endémica y estd
provocada por L. donovani. Sin embargo, debe indicarse que las repeticiones k39 se han caracterizado sélo a partir de
L. chagasi y no a partir de L. donovani. La carga principal en la leishmaniosis en todo el mundo estd 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 regiéon inmunodominante de repeticion k39 a partir de aislados de la India
de Leishmania donovani, que contribuye significativamente a la carga en LV global.

La presente invencion del solicitante da a conocer un antigeno de repeticion de 29 kDa y 26 kDa, que estd presente
en especies de Leishmania. Los compuestos dados a conocer son antigenos de 29 kD y 26 kD aislados, que se caracte-
rizan a partir de aislados de la India de Leishmania donovani. Los antigenos notificados son completamente diferentes
del antigeno de 230 kDa de Leishmania chagasi. El antigeno varia significativamente, mas del 60% en su secuencia
de aminodcidos pronosticada con respecto a la del antigeno de repeticién K39 de L. chagasi. También se da a conocer
ADN que codifica para el antigeno de 29 kD y 26 kD y composiciones terapéuticas y de vacuna que comprenden los
antigenos.

La patente estadounidense nimero 5.912.166 concedida a Reed, et al., el 15 de junio de 1999 ensefia sobre com-
puestos y métodos para el diagnéstico de la infeccién por leishmaniosis. Los compuestos proporcionados incluyen
polipéptidos que contienen al menos un epitopo del antigeno ribosémico acido LcPO de Leishmania chagasi, o una
variante del mismo. Tales compuestos son utiles en una variedad de inmunoensayos para la deteccion de la infeccién
por Leishmania y para identificar individuos con infecciones asintomaticas que es probable que evolucionen en leish-
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maniosis visceral aguda. Los compuestos polipeptidicos son ademads ttiles en vacunas y composiciones farmacéuticas
para prevenir la leishmaniosis.

Sin embargo, la presente invencién del solicitante no se ocupa del antigeno ribosémico 4cido LcPO.

La patente estadounidense nimero 6.638.517 concedida a Reed, et al., el 28 de octubre de 2003, antigenos de
Leishmania para su uso en la terapia y el diagndstico de leishmaniosis ensefia 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 inmundgena de uno o mas antigenos de Leishmania, o una variante de los
mismos. La patente también da a conocer vacunas y composiciones farmacéuticas que comprenden tales polipéptidos,
o polinucledtidos que codifican para tales polipéptidos, y también se proporcionan y pueden usarse, por ejemplo, para
la prevencién y la terapia de leishmaniosis, asi como la para deteccién de infeccion por Leishmania.

Los compuestos proporcionados en la patente anterior utilizan una secuencia de origen de L. major y un constructo
de fusién de miiltiples antigenos de Leishmania. Estos compuestos son en ningtin modo similares al antigeno del
solicitante.

El gen de antigeno 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 antigeno rK39, una proteina recombinante
con repeticiones en tindem de 39 aminodcidos. Se notifica que este antigeno de una especie visceral del nuevo mundo,
L. chagasi, no es sensible en algunas regiones sumamente endémicas para LV, Sudan y sur de Europa como lo es
en algunas otras zonas geograficas, India, Bangladesh, Nepal etc., [Sundar et al., 2002]. La India soporta la mayoria
de la poblacién con LV en la carga de leishmaniosis global. Por eso, es muy importante tener herramientas precisas
y bien caracterizadas para el diagndstico y otras medidas de control. Los solicitantes han caracterizado el antigeno
relacionado con cinesina en el nivel de secuencia para estudiar si la secuencia en similar a la de L. chagasi, que esta
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 Sudén. Este estudio también arrojara luz sobre los motivos de la respuesta variada
entre los grupos étnicos que albergan esta enfermedad frente al antigeno rK39 de Burns et al., [1993]. En la presente
invencién se encontré que la secuencia del antigeno 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 invencién también proporciona un método para la
deteccion de anticuerpos anti-Leishmania usando los antigenos derivados de los aislados de la India de L. donovani.

El estudio era importante para analizar la respuesta al antigeno 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 antigeno de Leishmania de diferente manera.

Objetos de la invencion

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

Otro objeto de esta invencion es identificar y realizar un andlisis comparativo de secuencias tanto al nivel del dcido
nucleico como de aminodcidos del aislado de la India con la de la regién inmunodominante de cinesina de L. chagasi.

Todavia otro objeto es identificar las variaciones en la region de repeticién inmunodominante de 39 aminodcidos
del gen de cinesina aislado de la cepa de la India en comparacién con la de otras secuencias notificadas.

Todavia otro objeto es producir un polipéptido que contiene una o mds regiones de repeticién de 39 aminoécidos a
partir de la cepa de la India.

Todavia otro objeto es producir un polipéptido recombinante que contiene una o mds regiones de repeticién de 39
aminodcidos a partir de la cepa de la India.

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

Otro objeto de esta invencién 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.

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

Todavia otro objeto de esta invencién es proporcionar un método para la deteccién de antigenos de Leishmania
usando el anticuerpo mencionado anteriormente.

Todavia otro objeto de esta invencion es proporcionar un kit de diagndstico que consiste en anticuerpo producido
contra polipéptidos mostrados en SEQ ID NO: 6 para la deteccién de antigenos de Leishmania.
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Sumario de la invencion

Por consiguiente, la presente invencién 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 invencion también proporciona un método de ELISA para
detectar la infeccion anterior provocada por el pardsito protozoario del género Leishmania. La invencién proporciona
ademads un kit de diagndstico para detectar leishmaniosis (LV y LDPK) en muestras de sangre. La presente invencién
proporciona ademds un kit de diagndstico que consiste en anticuerpo producido contra polipéptidos mostrados en SEQ
ID NO: 6 para detectar antigenos de Leishmania.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1:

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

Figura 2:

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

Figura 3:

Las buisquedas de BLAST de una secuencia de proteina prevista de la cepa de L. donovani MHOM/IN/DDS (SEQ
ID NO: 5) usando la division 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/DDS (SEQ ID NO: 5), objeto:
secuencias patentadas de la patente estadounidense nimero; 5411865, 5719263, 5912166.

La figura 3A-C muestra la homologia 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 homologia entre SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 3 de la patente estadounidense 5912166.
Figura 4:

Alineacién mdltiple de secuencias Clustal W de la regién de repeticion inmunodominante al nivel de los nucle6-
tidos para las secuencias SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 con la de la regién de repeticiéon inmunodominante de L.
chagasi. LCIMM: region de repeticion inmunodominante para la especie L. chagasi (nimero de registro de Gen Bank
L07879);

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

Figura 5:

Alineacién multiple de secuencias Clustal W la region de repeticion inmunodominante al nivel de los aminodcidos
para las secuencias SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 con la de la regién de repeticiéon inmunodominante de L. chagasi.
LCIMM: region de repeticion inmunodominante para la especie L. chagasi, (nimero de registro de Gen Bank L.O7879).
La secuencia DDIMM (SEQ ID NO: 5) es la regién de repeticién inmunodominante para la especie L. donovani de
la cepa de la India MHOM/IN/DDS, y KEIMM (SEQ ID NO: 6) es la regién de repeticién inmunodominante para la
cepa de la India MHOM/IN/KE16/1998. [---: Representa huecos, las secuencias idénticas estdn sombreadas en negro
y las secuencias similares estdn sombreadas en gris].

Figura 6:

Alineacién multiple de secuencias Clustal W de la regién de repeticién inmunodominante al nivel de los amino4-
cidos para la SEQ ID NO: 5 (DDIMM) con la de la regién de repeticiéon inmunodominante de L. chagasi. LCIMM
representa la regién de repeticiéon inmunodominante para la especie L. chagasi (nimero de registro de Gen Bank
L07879). [---: Representa huecos, las secuencias idénticas estdn sombreadas en negro y las secuencias similares estan
sombreadas en gris].
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Figura 7:

Alineacién multiple de secuencias Clustal W de la regién de repeticién inmunodominante al nivel de los aminoa-
cidos para la SEQ ID NO: 5 (DDIMM) y SEQ ID NO: 6 (KEIMM). [---: Representa huecos, las secuencias idénticas
estan sombreadas en negro y las secuencias similares estdn sombreadas en gris].

Figura 8:

Unidad de repeticion de 39 aminodcidos inmunodominante con variacién dentro de la repeticion para la cepa
MHOM/IN/DDS de aislado de la India de L. donovani, mostrada en SEQ ID NO: 5. Se presenta la primera unidad de
repeticion de 39 aminodcidos y se indica la degeneracion de diversas posiciones de aminodcido entre repeticiones.

Figura 9:

Unidad de repeticién de 39 aminoicidos inmunodominante con variacion dentro de la repeticién 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 repeticién de 39 aminoécidos y se indica la degeneracion de diversas posiciones de aminodcido entre
repeticiones.

Figura 10:

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

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

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

Figura 12:

a) La proteinas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tifieron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular pretefiido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteina purificada a partir d¢ MHOM/IN/DDS (~29 kDa), carril 3: proteina
purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (~26 kDa).

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

Figura 13:

a) La proteinas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tifieron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular pretefiido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteina purificada a partir d¢ MHOM/IN/DDS8 (~29 kDa), carril 3: proteina
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 proteina
purificada. Carril 1: marcador de peso molecular pretefiido (MBI Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteina puri-
ficada a partir de MHOM/IN/DDS8 (~29 kDa), carril 3: proteina purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998
(~261 kDa).
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Figura 14:

a) La proteinas recombinantes con cola de 6X-His purificadas en Ni-NTA agarosa se resolvieron en SDS-PAGE
al 12% y se tifieron con azul brillante de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular pretefiido (MBI
Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteina purificada a partir d¢ MHOM/IN/DDS8 (~29 kDa), carril 3: proteina
purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (~26 kDa).

b) Inmunotransferencia de tipo Western s6lo con anticuerpo secundario control para la proteina purificada. Carril
1: marcador de peso molecular preteiiido (MBI Fermentas, EE.UU.), carril 2: proteina purificada a partir de
MHOM/IN/DDS (~291 kDa), carril 3: proteina purificada a partir de MHOM/IN/KE16/1998 (~26 kDa).

Figura 15:

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

1) Muestras control sanas endémicas de individuos clinica y serolégicamente 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 grafica muestra el valor del titulo para diferentes grupos de sueros en el ELISA con polipéptido purificado (SEQ
ID NO: 6) de origen de MHOM/IN/DDS. Se muestra el valor de DO medio con la desviacién estdndar y también se

representa en la grafica. Los diferentes grupos incluidos son los siguientes:

1) Muestras control sanas endémicas de individuos clinica y serolégicamente 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 descripcion de las secuencias en la lista de secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucleétidos del gen de antigeno 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 nucleétidos del gen de antigeno 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 nucledtidos que codifica para el polipéptido de repeticién de 39 aminodcidos
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 nucledtidos que codifica para el polipéptido de repeticién de 39 aminodcidos
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 aminodcidos de un antigeno de la regidn de repeticién de 39 aminodcidos a partir
de un aislado de la cepa de L. donovani MHOM/IN/DDS

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminodcidos de un antigeno de la regién de repeticién de 39 aminoécidos a partir
de un aislado de la cepa de L. donovani MHOM/IN/KE16/1998

SEQ ID NO: 7 es el oligonucleétido sintético LKF 93

SEQ ID NO: 8 es el oligonucledétido sintético LKR1803

SEQ ID NO: 9 es el oligonucledtido sintético LKF 1527

SEQ ID NO: 10 es el oligonucleétido sintético LKF 2564

SEQ ID NO: 11 es el oligonucleétido sintético LKR 3266
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un antigeno recombinante desarrollado a partir de aislados de la India de L.
donovani, que es una variante del antigeno relacionado con la cinesina recombinante existente (rK39) para diagnosticar
LV en la India y otras zonas geogréficas en las que L. donovani es el agente causante. Este antigeno recombinante
de origen de la India varia en hasta un 60% en la secuencia de aminodcidos prevista en el epitopo de repeticién
inmunodominante con respecto a la del rK39. Recientemente se ha clonado el gen del antigeno 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 antigeno rK39, una proteina recombinante con repeticiones en tdindem de 39 aminoécidos. Se notifica
que este antigeno 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, Sudén y el sur de Europa [Zijlstra, E. E., 2001; Jelinek T., 1999],
como lo es en algunas otras zonas geogréficas, India, Bangladesh, Nepal, etc. La India soporta la mayoria de la
poblacion con LV en la carga de leishmaniosis global. De ese modo, es muy importante tener herramientas precisas
y bien caracterizadas para el diagndstico y otras medidas de control en la India. Los solicitantes han caracterizado el
antigeno relacionado con la cinesina a partir de dos cepas, concretamente, a) MHOM/IN/DDS, 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 afios 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 Sudan. Ademds resulta muy importante saber si
los diversos grupos étnicos responden de manera diferente al antigeno rK39 o si es la divergencia de secuencia en la
regién inmunodominante lo que provoca la diferencia de sensibilidad. En esta invencién se encontré que la secuencia
del antigeno/polipéptido de cinesina difiere significativamente de la de L. chagasi publicada de la que se derivé el
rK39.

En la presente invencién también se produjeron anticuerpos contra el antigeno/polipéptido de cinesina y se usaron
para la deteccién de antigenos de Leishmania.

Inicialmente se aislaron pardsitos como promastigotes en medio NNN a partir de muestras clinicas de pacientes
con kala-azar y posteriormente se adaptaron para crecer a 25°C en medio 199 que contenia FCS inactivado por calor al
10%. Para el mantenimiento de rutina, se introdujeron de manera aséptica muestras de indculo que contenia pardsitos
en tubos de cultivo con 4 ml de medio 199 complementado con FCS al 10%. Se colocaron los tubos en una incubadora
enfriada a 25°C y se monitorizé el crecimiento a intervalos regulares mediante microscopia. Para el cultivo en masa
del parésito, se introdujeron de manera aséptica muestras de indculo que contenia pardsitos en 200 ml de M199 que
contenia FCS al 10% en un matraz de cultivo tisular de 500 ml y se incubaron en una incubadora enfriada a 25°C
hasta la fase semilogaritmica (7-10 dias). Entonces se recogieron los pardsitos y se usaron para el aislamiento de ADN
nuclear.

Se recogieron los pardsitos en su fase semilogaritmica mediante centrifugacién a 5000 rpm en una centrifuga
refrigerada. Se aisl6 ADN nuclear de parésito siguiendo el protocolo convencional con modificaciones menores [Lu
H.G. et al., 1994]. Se lisaron aproximadamente 1-5 X 10° promastigotes en 10 volimenes de tampén de lisis (NaCl,
100 mM, Tris-HCI, 10 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM, proteinasa K/ml 100 ug, sarcosil al 1,5%) a 60°C durante 3
horas. Se sedimentaron las redes de ADN de cinetoplasto mediante centrifugacién a 27.000 X g durante 1 hora y se
resuspendieron en tampé6n TE (Tris-HCI (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 sedimentacién de los ADNk (ADN de cinetoplasto). Se incubaron
estos sobrenadantes durante la noche para una digestién adicional de proteinas a 65°C. Se someti6 el ADN nuclear
a varios ciclos de extracciones con fenol/cloroformo afiadiendo un volumen igual de mezcla de fenol/cloroformo,
mezclando concienzudamente seguido por sedimentacion mediante centrifugacién a 5000 rpm durante 15 minutos. Se
precipité el ADN nuclear afiadiendo 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M y 2 voltimenes de etanol al 100%, se
mezcld bien y se incubd a -20°C durante 1 hora. Se sediment6 la mezcla mediante centrifugacién a 5000 rpm durante
30 minutos a 4°C. Se lav6 el sedimento con etanol al 70%, se secé y se resuspendié en tampén TE. Se midieron la
concentracion y la pureza del ADN tomando la DO a 260/280 nm. Se almacené el ADN a -70°C hasta su uso.
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Se realiz6 la PCR para la amplificacién del antigeno 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 disefiaron basdndose en los datos de secuencia de GenBank para el gen de cinesina
(n.° 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 posicién 454 con un supuesto codén de iniciacion ATG y se extiende hasta la dltima base en
la posicién 3319. Este gen tiene una regién no de repeticién en 5° desde el codén de iniciacién en la posicién 2563 y
un dominio de repeticiéon inmunodominante conservado desde la base 2564 hasta el extremo en sentido 3’. El epitopo
repetitivo de 39 aminodcidos es parte del gen de cinesina en el extremo 3’ desde la posicion de base 2564 hasta 3319.
Este epitopo repetitivo tiene una repeticion en tdndem 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 disefio de cebadores. Se consideré el gen completo de 3,33 kb de L. chagasi y se intenté amplificar el marco de
lectura abierto (ORF) desde la posicién 454 hasta 3319 pb. Centrandose principalmente en las repeticiones en tindem
inmunodominantes de 117 pb de tamafio; sin embargo se intenté amplificar y caracterizar el ORF completo con el
mayor nimero de repeticiones posible. Se disefiaron tres cebadores directos y dos inversos para amplificar este gen
detallado tal como sigue; el cebador LKF93 (SEQ ID NO: 7) estd en sentido 5’ con respecto al codén de iniciacién
previsto en 455 pb y cubrié 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 posicidon 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 tdndem inmunodominantes en combinacién con el cebador inverso LKR3266 (SEQ ID NO: 11). El
primer cebador inverso es LKR 1803 (SEQ ID NO: 8), que incluye una regién 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) amplificé un fragmento de 1,71 kb desde la posicion en la base 93 en el extremo 5° del gen de
cinesina hasta la posiciéon 1803 pb en la posicién 3’. El segundo conjunto de cebadores de PCR LKF 1527 (SEQ ID
NO: 9) y LKR 3266 (SEQ ID NO: 11) amplificé un fragmento de 1,15 kb con una repeticién en tdndem de 117 pb.
Estos amplicones de PCR tenian nucleétidos 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) amplific6 la regién de repeticién en tindem inmunodominante 117. Este tercer conjunto de cebadores amplific6 un
fragmento de aproximadamente 470 pb de tamafio correspondiente a las cuatro repeticiones en tindem de 117 pb para
MHOM/IN/KE16/1998 y el producto de aproximadamente 590 pb de tamafio correspondiente a cinco repeticiones
en tindem inmunodominantes para la cepa MHOM/IN/DDS8. Todos los productos de PCR se purificaron tal como se
describe a continuacién y se clonaron en un vector de clonacién 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 evitd la contaminacién transferida por amplicones. Todas las reacciones de PCR se realizaron usando protocolos
convencionales (Sambrook et al., 1989) con un conjunto de controles negativos.

Tampén Tag 10X 5,00 pl
dNTP 10 mM 1,00 pl
Cebador directo (25 uM) 1,00 pl
Cebador inverso (25 uM) 1,00 pl
Taq ADN polimerasa (5 U/ul) (Promega, EE.UU.) 0,25 pl
ADN molde 2,00 ul
Agua estéril para enrasar el volumen a 50,00 pl

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

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

Se cloné el gen de cinesina tras la amplificaciéon mediante PCR en un vector de clonacién TA tal como sigue. Se
resolvié el ADN amplificado mediante PCR sobre gel de agarosa y se cortd la parte que contenia la banda de interés con
un bisturi estéril. Se eluy6 el ADN del gel usando el kit de elucién en gel (Qiagen, Alemania) siguiendo el protocolo
del fabricante. Se midi6 la concentracién del ADN eluido mediante absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro.

Se lig6 directamente el producto de PCR purificado en gel en un vector pPGEMT-Easy. En un tubo de microcentri-
fuga de 1,52 ml se afiadieron los siguientes componentes.
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PGEM-T Easy 1,00 pl
Tampén de ligamiento 10X 1,00 pl
ADN (200 ng) 5,00 pl
ADN ligasa T4 (2 U/ul) 1,00 pl
Agua para enrasar el volumen a 10,00 pl

Tras mezclar suavemente, se incubaron los tubos a 4°C durante la noche y se calentaron durante 10 minutos a 70°C.
Se almacenaron las muestras a -20°C hasta la transformacion.

Entonces se transform6 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 inoculé una unica colonia de E. coli en 5
ml de medio LB y se incubé a 37°C durante la noche con agitacién (200 rpm). Al dia siguiente se inoculd disolucién
madre reciente de 100 ml de medio LB con 1 ml del cultivo durante la noche y se incubd a 37°C con agitacién continua
hasta que la D.O. alcanz6 0,6 a 600 nm. Se enfrid el cultivo sobre hielo durante 30 minutos y se recogieron las células
mediante centrifugacion a 4000 g, 4°C durante 10 min. Se resuspendié el sedimento celular en un volumen de 1/10 de
CaCl, 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 CaCl, 50 mM enfriado con hielo (con un 20% V/V de glicerol
esterilizado en autoclave) y o bien se almacenaron a -70°C en alicuotas de 200 ul o bien se usaron inmediatamente
para la transformacion.

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

Para la seleccién, se aislé el plasmido mediante el método de ebullicion rdpida [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 ul de tampén STET (sacarosa
al 8% (w/v), Tris-HCI, (pH 8,0), 50 mM, EDTA Na,, (pH 8,0) 50 mM, Triton-X 100 al 5% (p/v)) seguido por lisis con
40 ul de lisozima. Se agit6 la mezcla con vortex y se incubd en un bafio de agua en ebullicién durante 90 segundos. Se
eliminaron los residuos bacterianos y el ADN cromosémico mediante centrifugacién a 12000 g durante 10 minutos.
Se mezclé el sobrenadante con 400 ul de isopropanol y 200 ul de acetato de amonio 7,5 M. Se sediment6 el ADN de
pldsmido mediante centrifugacion. Se resuspendi6 el sedimento seco en 100 ul de agua estéril, se mezcl6 con 50 ul
de acetato de amonio 7,5 M y se incubd en hielo durante 30 minutos. Se centrifugaron las muestras a 4°C durante 10
minutos y se precipitd ADN de plasmido con etanol. Se lavé dos veces el sedimento de ADN puro obtenido tras la
centrifugacion con etanol al 70% seco y disuelto en 50 ul de agua estéril.

Se realiz6 el andlisis de restriccion del plasmido recombinante usando sitios de enzima de restriccion apropiados
que flanquean al sitio de clonacién multiple de los vectores. Se fij6 la reaccidn tal como sigue:

ADN de plésmido 8,00 pul (2 pg)
Tampdén de reaccidn 10X 2,00 pl
ARNasa A (10 mg/ml) 5,00 pl
Enzima de restriccién 5 unidades
Agua estéril para enrasar el volumen a 20,00 upl

Se incubd la reaccion a 37°C 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 contenian el inserto segin se
detecté mediante la digestion de restriccion para la secuenciacion y se conservaron como disolucién madre en glicerol.

Toda la secuenciacion se realizé mediante el método de terminacién de cadena [Sanger et al., 1977] en un secuen-
ciador de ADN automatizado, ABI Prism version 7.0. Se analizaron las secuencias usando diversos software tales
como DNASIS, Lasergene: edit; Megalign etc. (DNA star Inc.), Clustal W (alineacién multiple 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 buscé la secuencia para determinar la homologia usando la opcién 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 present6 en la SEQ ID NO:
1 para la cepa MHOM/IN/DDS, se encontré que tenia 3016 pb de longitud con un marco de lectura abierto de 2670
pb. Se encontré 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 andlisis de secuencia revel6 que el tamafio del producto de PCR
que amplificaba la region inmunodominante era de 563 pb para la cepa MHOM/IN/DDS (figura 1) correspondiente
a 4,8 repeticiones en tindem de 117 pb correspondientes a 4,8 unidades de repeticiones de 39 aminoacidos y 466 pb
para la cepa MHOM/IN/KE16/1998 (figura 2) correspondientes a 4 repeticiones en tindem de 117 pb (4 unidades de
repeticiones de 39 aminoécidos).

Ademds, el andlisis de secuencia muestra una variacion significativa tanto a nivel del ADN como en la secuencia
de aminodcidos prevista respecto a la de la secuencia de L. chagasi. La cepa MHOM/IN/DD8 muestra una enorme
variacion respecto a la de L. chagasi asi como respecto a la cepa MHOM/IN/KE16/1998. La busqueda en BLAST
de la secuencia de proteina prevista de la cepa MHOM/IN/DDS8 (SEQ ID NO: 5) usando la divisién de patentes y no
redundante de la base de datos GenBank sélo revela hasta un 38% de identidad con la de L. chagasi publicada y las
patentes estadounidenses nimeros i) US 5411865 y ii) US 5912166, respectivamente, figura 3.

La alineacién miiltiple de secuencias Clustal W de la regién de repeticién inmunodominante a nivel de los nucleé-
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 region de repeticion inmunodominante de L. chagasi se realizé y present6 en la figura 4. Las identidades se
muestran con sombreado oscuro. La alineacion miltiple de secuencias de la region de repeticiéon inmunodominante a
nivel de los aminodacidos entre L. donovani (SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6) y L. chagasi se presenta en la figura 5. La
alineacién multiple de secuencias de la region de repeticion inmunodominante a nivel de los aminoécidos para la cepa
de L. donovani MHOM/IN/DDS (SEQ ID NO: 5) con la de la regién de repeticién inmunodominante de L. chagasi
se presenta en la figura 6. Las alineaciones de secuencias de la region de repeticiéon inmunodominante a nivel de los
aminodcidos 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 aminoécidos con variacién
dentro de la repeticion 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 andlisis de secuencia revela que los
aminodcidos varian enormemente teniendo muchas sustituciones tanto conservadas como variables en muchas posi-
ciones en la secuencia de 39 aminodcidos notificada para L. chagasi. Al menos cinco aminodcidos 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 continuacioén.

Tras analizar las secuencias in silico se encontrd una variacion significativa en la secuencia de aminodcidos en la
regién inmunodominante de la cepa MHOMY/IN/DDS con la de L. chagasi. Entonces, para confirmar si la variacién
de secuencia provoca algiin efecto sobre el rendimiento del antigeno para detectar anticuerpos anti-Leishmania, se
expreso la regién inmunodominante a partir de los dos aislados de la India de Leishmania donovani en el vector de
expresion de E. coli pRSET (Invitrogen) como proteina con etiqueta de 6X-His. Se expresaron diversas combinaciones
de la repeticién inmunodominante como una, dos, tres, cuatro, 4,8 unidades y una repeticién con los 889 nucleétidos
en sentido 5’ con respecto al dominio inmunodominante. Se encontré que los péptidos recombinantes con cuatro y 4,8
unidades de repeticion tenian una especificidad y sensibilidad superiores. Por tanto, el trabajo se centré en polipéptidos
que contenian 4,0 y 4,8 unidades de repeticién de 39 aminoécidos.

Se digirié completamente el vector de expresion de E. coli pRSET C (Invitrogen, Paises Bajos) con las enzimas de
restriccion Pstl y Ncol a 37°C durante la noche. Se fracciond el pldsmido digerido en gel de agarosa para eliminar el
fragmento de relleno. Se cort la banda de pldsmido y se eluyé mediante el sistema de elucion en gel de Qiagen y se
almacen¢ a -20°C hasta su uso adicional.

Se liber6 el inserto a partir del plasmido pGEM-TE recombinante que portaba las repeticiones en tdndem in-
munodominantes (pGEM-TEasy/DD8/LKF2564 y pGEM-TEasy/KE16/LKF2564) digiriéndolo con Pstl y Ncol. Se
cortaron los insertos del gel, se eluyeron mediante el sistema de elucién en gel de Qiagen y se ligaron en marco en
el vector pRSET C digerido con Pstl y Ncol 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 aislé ADN de
plasmido y se digiri6 con Pstl y Ncol para comprobar adicionalmente para detectar el inserto. Se seleccionaron los
clones que liberaban el inserto para la induccién de proteinas.

TABLA 1
Posicidén MHOM/IN/DD8 MHOM/IN/KE16/1998 | L. chagasi
de (SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 6) (Reed USPTO:
aminoacido 5.411.865)
1 K, L, Ay S L L
2 E E E
3 Q, G, V, A Q Q
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38* T, R A A

39 A, I, Ey L T, A T, A

Entonces, se inoculd una Unica colonia de E. coli recombinante (BL 21) que contenia el inserto en 2 ml de SOB
que contenia ampicilina (50 ug/ml) y se incubé durante la noche a 37°C con agitacién (225 rpm). Al dia siguiente, se
inocularon 25 ml de SOB con el cultivo durante la noche y se dejé que crecieran a 37°C con agitacién hasta una DOgy
de 0,6. Se extrajo una alicuota de 1 ml de células, se centrifugd y se congeld a -20°C. Se afiadi6 al cultivo IPTG hasta
una concentracion final de 1 mM y se incub6 a 37°C con agitacion. Se realizé un perfil temporal de la expresion para
determinar el tiempo de induccién dptimo para una expresion maxima de la proteina tomando una alicuota de células
al,2,3,4y 5 horas tras la induccién con IPTG y se analizé mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia de tipo Wes-
tern. Ademds, para determinar la solubilidad de la proteina, se inoculd una tnica colonia de E. coli recombinante (BL
21) que contenia el inserto en 2 ml de SOB que contenia ampicilina (50 pg/ml) y se incubé durante la noche a 37°C con
agitacion (225 rpm). Al dfa siguiente, se inocularon 25 ml de SOB con el cultivo durante la noche y se dejé que crecie-
ran a 37°C con agitacién hasta una DOgy de 0,6. Se retiré una alicuota de 1 ml de células, se centrifugd y se congeld
a -20°C. Se afiadi6 al cultivo IPTG hasta una concentracién final de 1 mM y se incubé a 37°C con agitacién durante
4 horas adicionales. Se recogieron las células mediante centrifugacién a 4000xg durante 20 minutos y se resuspendid
el sedimento en tampdn de lisis para su purificacidon en condiciones nativas (Qiagen, Alemania) y se someti6 a lisis
mediante sonicacién, 6 x 10 s con pausas de 10 s a 200-300 W. Se centrifugd el lisado en una centrifuga refrigerada
durante 10 minutos a 10.000xg. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se resuspendio el sedimento en tampén
de lisis y se conservé en hielo. Se mezclaron por separado el sedimento y el sobrenadante con tampones de muestra
para SDS-PAGE 2 Xy se analizaron usando SDS-PAGE al 12% e inmunotransferencia de tipo Western. Los resultados
muestran que la proteina puede detectarse en la fraccion soluble y por tanto puede purificarse en condiciones nativas.

Se inocularon los clones que producian un maximo de proteina en 20 ml de SOB que contenia ampicilina 100
pg/ml y se hicieron crecer durante la noche a 37°C con agitacién vigorosa. Al dia siguiente, se inoculé 1 litro de
SOB con cultivo durante la noche no inducido 1:50 y se dej6 que creciera a 37°C con agitacién hasta que se alcanz6
una DOgy, de 0,6. Se tomd una alicuota de 5 ml de cultivo inmediatamente antes de la induccién. Se indujeron las
células anadiendo IPTG hasta una concentracion final de 1 mM y se continud la incubacién a 37°C durante 4 horas.
Se recogieron las células mediante centrifugacién a 4000xg durante 20 minutos y se almacenaron a -20°C hasta la
purificacion.

Se purificé la proteina 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 tampoén de lisis a 5 ml por gramo de peso en hiimedo. A esto se le afiadi6 lisozima a 1 mg/ml
y se incub6 durante 30 minutos en hielo y se sonicé en hielo usando seis rafagas de 10 s a 200-300 W con un periodo
de espera de 10 s entre cada rafaga. Se centrifugd el lisado a 10.000x g durante 30 minutos a 4°C para sedimentar el
residuo celular. Se conservé el sobrenadante. Se tomd una alicuota de 50 ul de sobrenadante y se almacené a -20°C
para el andlisis posterior. Se afiadié 1 ml de la suspensién de Ni-NTA al 50% a 4 ml de lisado aclarado y se mezcld
suavemente mediante agitacion (200 rpm en un agitador rotativo) a 4°C durante 60 minutos. Se cargd la mezcla de
lisado-Ni-NTA en una columna con la salida de fondo tapada. Se recogi6 la fraccién no retenida tras retirar la tapa
del fondo y se lavé la columna dos veces con 4 ml de tampoén de lavado y se recogieron las fracciones para su andlisis
por SDS-PAGE. Se eluyé la proteina 4 veces con 0,5 ml de tampén de elucién y se recogi6 el eluato en 4 tubos y se
analizé mediante SDS-PAGE. Se encontr6 que la expresion de la proteina tras la purificacion era de 4 mg/litro.

Para el andlisis de la proteina expresada, se usé una miniunidad de electroforesis en gel (Bangalore Genei, India).
Se llevé a cabo la SDS-PAGE segtin protocolos definidos [Laemmeli, 1970]. Se prepar6 un gel de resolucién al 10%
mezclando los siguientes componentes: 2,66 ml de agua, 1,562 ml de acrilamida al 30%, 1,250 ml de Tris-HCI 1,5
M, 50 pul de APS al 10%, TEMED al 10%. La parte superior del gel fue de ~400 ul de butanol saturado en agua y se
dejo que se polimerizara. Tras la polimerizacion, se eliminé el butanol mediante drenaje y se lavé con agua destilada.
Entonces, se vertieron cuidadosamente 2 ml de mezcla de gel concentrador (1,25 ml agua, 250 ul de acrilamida al
30%, 500 ul de Tris-HCI 0,5 M, 30 ul de APS al 10% y 5 ul de TEMED) evitando las burbujas de aire en la parte
superior del gel de resolucion. Se insertd el peine en la parte de gel concentrador y se dejé para su polimerizacion.
Tras la polimerizacion 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 llevé a cabo la electroforesis a una tensidon constante (60 V para el
gel concentrador y 100 V para el gel de resolucién). Se corrieron marcadores de proteinas moleculares patrén (MBI)
y control (proteina vector) junto con las muestras. Entonces se tifié el gel completado con tincién azul brillante de
Coomassie, se elimind la tincién y se visualizé frente a luz blanca.

La proteina purificada a partir de la cepa MHOM/IN/DDS8 migré a un tamafio de 29 kDa en correlacién con el
peso molecular previsto y el peso molecular previsto de la cepa MHOM/IN/KE16/1998 era de 26 kDa pero la proteina
purificada a partir de esta cepa tenfa una movilidad en PAGE aberrante y migraba a un peso molecular superior de
~32 kDa (figura 10a). Los antigenos notificados eran totalmente diferentes del antigeno de 230 kDa de Leishmania
chagasi. El antigeno varia significativamente, mds de un 60% en su secuencia de aminodcidos prevista con respecto al
antigeno de repeticiones K39 de L. chagasi. También se dan a conocer ADN que codifican para el antigeno de 29 kD
y de 26 kD y composiciones terapéuticas y de vacuna que comprenden los antigenos.
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Se usaron polipéptidos recombinantes purificados a partir de las cepas MHOM/IN/DDS y MHOM/IN/KE16/1998
para la inmunizacién en conejos. Se emulsionaron 100 microgramos de cada polipéptido con un volumen igual de
adyuvante completo de Freund (Sigma, EE.UU.). Se inyect6 la mezcla por via intradérmica en multiples sitios. Se
administraron tres dosis de refuerzo de la misma cantidad de antigeno emulsionado con adyuvante incompleto de
Freund a intervalos de 30 dias. Antes de la primera inmunizacién, se recogié suero preinmunitario y se sometié a
prueba en inmunotransferencias de tipo Western. Se recogié sangre de manera aséptica de los animales inmunizados
12 dias tras el tltimo refuerzo, se separaron los sueros y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Se resolvi6 la proteina expresada en E. coli en SDS-PAGE al 12% seguido por electrotransferencia a membrana de
nitrocelulosa [Towbin et al., 1976]. Se llevo a cabo la transferencia usando tampén 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 dej6 correr durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Tras la transferencia, se colocé la membrana en una disolucién de bloqueo que contenia BSA al 2,5% en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, 8,00 g de NaCl, 0,20 g de KCl, 1,44 g NaH,PO,, 0,24 g de KH,PO,,
pH 7,4). Se lavo tres veces la membrana bloqueada, con PBS que contenia Tween-20 al 0,02% (PBS-T). Se incubd
la membrana con suero de paciente con kala-azar (diluido 1:200 con PBS) durante 1 hora a 25°C. Ademas, se lavo
4 veces con PBS-T y se incubd en anticuerpos anti-IgG humana diluidos 1:4000, conjugados con fosfatasa alcalina
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS, se revelé la membrana mediante la adicién
de BCIP-NBT (Amresco, EE.UU.).

En primer lugar se corrieron los antigenos 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
proteinas purificadas, se llevé a cabo SDS-PAGE seguido por inmunotransferencia con sueros de pacientes con kala-
azar (figuras 11a y 11b) y se realiz6 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. Ademads, se realiz6 la inmunotransferencia sélo 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 andlisis de secuencia revelan que los productos recombinantes de L. donovani son especificos a pesar de tener un
epitopo diferente.

Tras la estimacién de la proteina mediante el método de BCA (Sigma) se tomo el antigeno purificado para su eva-
luacién mediante ELISA. Se normaliz6 inicialmente el ELISA para diferentes pardmetros con controles de reactivos y
suero apropiados. Se eligi6 el ELISA a 50 ng/pocillo y diluciones 1:100 de sueros como 6ptimos y se usaron las mis-
mas condiciones para el ELISA con dos antigenos de L. donovani, a saber MHOM/IN/DD8 y MHOM/IN/KE16/1998.
En cada placa se incluyeron un control positivo (parasitoldgica y serolégicamente positivo para rK39) y un control
negativo con sueros de una regién no endémica distinta con control de reactivo. Se recubrieron las placas tal como
sigue; se recubrieron placas de microtitulacion de poliestireno con 96 pocillos de fondo plano con antigeno siguiendo
el protocolo convencional con modificaciones menores [Singh S et al., 1995] afiadiendo 50 ng de antigeno de cinesina
purificado en 200 ul de tampdn bicarbonato 0,1 M, pH 9,2. Se cubrieron las placas y se incubaron durante la noche
a 4°C. Entonces se retir6 la disolucién de antigeno y se lavaron las placas 3 veces con PBST (PBS con Tween 20 al
0,05%). Entonces se bloquearon los pocillos con 200 1 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 4°C hasta su uso. Se incubaron las placas
sensibilizadas durante 2 horas con 50 ul 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 ul de anticuerpo de cabra anti-IgG humana conjuga-
do con fosfatasa alcalina a una dilucién de 10~ durante otras 2 horas, seguido por lavado 3 veces con PBST. Tras
la incubacién durante 30 minutos a 37°C con 50 ul de fosfato de p-nitrofenilo en tampén de dietilamina, se detuvo
la reaccién con 50 pl de NaOH 3 N. Se midi6 la densidad 6ptica de cada pocillo a 450 nm en un lector de placas
Tritrius. Los titulos de anticuerpos frente a la proteina recombinante de MHOM/IN/DDS (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 titulos de
anticuerpos con ambos antigenos a una concentracién de 50 ng/pocillo. Los datos muestran que estos dos antigenos
bien caracterizados de las cepas de la India serdn sumamente ttiles para el diagndstico de kala-azar en la India.

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

Deteccion de antigeno 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
inmunizacién en conejos. Se emulsionaron 100 microgramos de cada polipéptido con un volumen igual de adyuvante
completo de Freund (Sigma, EE.UU.). Se inyect6 la mezcla por via intradérmica en mdltiples sitios. Se administraron
tres dosis de refuerzo de la misma cantidad de antigeno emulsionado con adyuvante incompleto de Freund a intervalos
de 30 dias. Antes de la primera inmunizacidn, se recogid suero preinmunitario y se sometié a prueba en inmunotrans-
ferencias de tipo Western. Se recogié sangre de manera aséptica de los animales inmunizados 12 dias tras el dltimo
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refuerzo, se separaron los sueros y se purificé mediante afinidad el anticuerpo presente en los sueros y se almacené a
4°C hasta su uso.

Se recubrieron placas de microtitulacién de poliestireno con 96 pocillos diluyendo el anticuerpo almacenado a
4°C con tampon de recubrimiento (pH 9,2) [1,59 g de carbonato de sodio (Na,CO3), 2,93 g de bicarbonato de sodio
(NaHCO;), 0,20 g de azida de sodio (NaN;), disuelto en 900 ml de H,O, ajustdndose el pH hasta 9,6 con HCl y
enrasandose a 1 1] y se afiadieron 200 ul a cada pocillo de una placa de microtitulacién. Se incubaron las placas a
37°C durante 4 h y se lavaron con PBS-Tween, tres veces. Se secaron las placas dandole pequefios golpes de forma
invertida sobre papel delgado. Entonces se us6 el anticuerpo recubierto sobre el soporte sélido para la deteccion del
antigeno de Leishmania, este método se denomina ELISA de tipo sandwich o de doble anticuerpo, y se realizé tal
como sigue. A cada pocillo se le afiadieron alicuotas de 200 ul de la muestra de prueba y se incubaron durante 4
horas a 37°C, se lavaron las placas tres veces con PBST y después se incubaron con conjugado de anticuerpo y se
incubaron a 37°C durante 2 horas, se lavaron tres veces con PBST y se anadieron alicuotas de 200 ul de sustrato a
cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 60 min. Se midié la densidad 6ptica de cada pocillo a
405 nm en un lector de placas Tritrius®. E1 ELISA de tipo séndwich mide la cantidad de antigeno entre dos capas de
anticuerpos. El antigeno de Leishmania que va a medirse contiene al menos dos sitios antigénicos, que pueden unirse
al anticuerpo, ya que al menos dos anticuerpos actian en el sindwich. De modo que los ensayos de tipo sdndwich
estan limitados a la cuantificacién de antigenos multivalentes tales como proteinas o polisacdridos. El ELISA de tipo
sandwich para la cuantificacion de antigenos es especialmente valioso cuando la concentracién de antigenos es baja
y/o estan contenidos en altas concentraciones de proteina contaminante.

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

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la clonacién de la regién de repeticion inmunodominante de cinesina a partir de aislados de
la India de L. donovani. Se sigui una estrategia de clonaciéon 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 regién de repeticién en tdindem
117 inmunodominante. Este conjunto de cebadores amplificé un fragmento de aproximadamente 470 pb de tamafio,
correspondiente a las cuatro repeticiones en tindem de 117 pb de la cepa de L. donovani MHOM/IN/KE16/1998 y
correspondiendo el producto de aproximadamente 590 pb de tamafio a cinco repeticiones en tdindem de la cepa de
L. donovani MHOM/IN/DDS. Tras la amplificacién mediante PCR se cloné el gen de la cinesina en un vector de
clonacién TA tal como sigue. Se resolvieron los ADN amplificados mediante PCR sobre gel de agarosa y se cort6 la
parte que contenia la banda de interés con un bisturi estéril. Se eluy6 el ADN a partir del gel usando un kit de elucién
en gel (Qiagen, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante. Se midi6 la concentracién del ADN eluido mediante
absorbancia a 260 nm en un espectrofotémetro.

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

PGEM-T Easy (100 ng/pl) 1,00 pl
tampén de ligamiento 10X 1,00 pl
ADN (200 ng) 5,00 pl
ADN ligasa de T4 (2 U/ul) 1,00 pl
Agua para enrasar a 10,00 pl

Tras mezclar suavemente, se incubaron los tubos a 4°C durante la noche y se calentaron durante 10 minutos a 70°C.
Se almacenaron las muestras a -20°C hasta la transformacién. Entonces se transformé 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 inocul6 una tnica colonia de E. coli en 5 ml de medio LB y se incubé a 37°C durante la noche con
agitacion (200 rpm). Al dia siguiente se inocul6 una disolucién madre reciente de 100 ml de medio LB con 1 ml del
cultivo durante la noche y se incubd a 37°C con agitacién continua hasta que la D.O. alcanzé 0,6 a 600 nm. Se enfrié
bruscamente el cultivo en hielo durante 30 minutos y se recogieron las células mediante centrifugacién a 4000 g, 4°C
durante 10 min. Se resuspendi6 el sedimento celular en un volumen 1/10 de CaCl, 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 CaCl, 50 mM enfriado con hielo (con un 20% V/V de glicerol sometido a autoclave) y o bien se almacenaron
a -70°C en alicuotas de 200 ul o bien se usaron inmediatamente para su transformacion.

Se mezclaron suavemente 5 ul aproximadamente de mezcla de ligamiento con células competentes (200 ul) y se

incubaron en hielo durante 30 min. Tras la incubacién se colocaron las células en un bafio de agua fijado a 42°C
durante 90 segundos (choque térmico) e inmediatamente se transfirieron a hielo. Se afiadieron 800 ul de medio LB a
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las células y se mantuvieron a 37°C durante 90 minutos con agitacién (150 rpm). Se sembraron las células con 16 ul de
X-galy 10 ul de IPTG 1 M en placas de LB-agar que contenfan 50 ug/ml de ampicilina. Se incubaron las placas a 37°C
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 restriccion y secuenciacion. Toda la secuenciacion se
realiz6 mediante el método de terminacién de cadena [Sanger et al., 1977] en un secuenciador de ADN automatizado,
ABI Prism versién 7.0. Se analizaron las secuencias usando diversos software tales como DNASIS, Lasergene: edit;
Megalign etc. (DNA star Inc.), Clustal W (alineacién multiple 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 busco la secuencia para determinar la homologia usando la opcién BLAST [Altschul et al., 1997]
de diversos sitios web.

La secuencia de cinesina de longitud completa obtenida tras ensamblar la secuencia se presenté en SEQ ID NO:
1 para la cepa MHOM/IN/DDS, se encontrdé que tenia 3016 pb de longitud con un marco de lectura abierto de 2670
pb. Se encontrd 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 andlisis de secuencia revelé que el tamafio del producto de PCR
que amplificaba la regién inmunodominante era de 563 pb para la cepa MHOM/IN/DDS (figura 1) correspondiente a
4,8 repeticiones en tindem de 117 pb, y de 466 pb para la cepa MHOM/IN/KE16/1998 (figura 2) correspondiente a 4
repeticiones en tdindem de 117 pb.

Ademas, el andlisis de secuencia muestra una variacion significativa tanto a nivel del ADN como en la secuencia
de aminodcidos prevista a partir de la secuencia de L. chagasi notificada (GenBank, n.° de registro L07879). La cepa
MHOM/IN/DDS8 muestra una variacién significativa con respecto a la de L. chagasi asi como con respecto a la de la
cepa MHOM/IN/KE16/1998. La biusqueda en BLAST de la secuencia de proteina prevista de la cepa MHOM/IN/DD8
(SEQ ID NO: 5) usando la divisi6én de patentes y no redundante de la base de datos GenBank sélo revela una identidad
de hasta el 38% con la de L. chagasi publicada y las patentes estadounidenses n.”* i) US 5411865 y ii) US 5912166,
respectivamente, figura 3.

Se realiz6 la alineacién multiple de secuencias Clustal W de la regién de repeticién inmunodominante a nivel
de los nucleétidos para las cepas de L. donovani MHOM/IN/DDS y MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 3 y SEQ
ID NO: 4) con la de la regién de repeticién inmunodominante de L. chagasi (GenBank, n.° de registro L07879) y
se presenta en la figura 4. Las identidades se muestran con sombreado oscuro. La alineacién miiltiple de secuencias
de la regién de repeticién inmunodominante a nivel de los aminodcidos entre L. donovani (SEQ ID NO: 5 y SEQ
ID NO: 6) y L. chagasi se presenta en la figura 5. La alineacién multiple de secuencias de la regioén de repeticion
inmunodominante a nivel de los aminodcidos para la cepa de L. donovani MHOM/IN/DDS8 (SEQ ID NO: 5) con la de
la regidn de repeticién inmunodominante de L. chagasi se presenta en la figura 6. Las alineaciones de secuencias de la
region de repeticién inmunodominante a nivel de los aminodcidos para las dos cepas de L. donovani MHOM/IN/DDS
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 aminoacidos con variacién dentro de la repeticion para los aislados de la India de L. donovani,
cepas MHOM/IN/DDS 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 andlisis de secuencia revela que los aminodcidos varfan significativamente teniendo muchas sustituciones.
Estas sustituciones se conservan o son variables en muchas posiciones en la regién de repeticién de 39 aminodcidos
notificada para L. chagasi. Al menos cinco aminodcidos 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 antigenos de L. donovani recombinan-
tes. Se liberd el inserto del plasmido pGEM-TE recombinante que portaba las repeticiones en tindem inmunodomi-
nantes (P GEMTEasy/DD8/LKF2564 y pGEM-TEasy/KE16/LKF2564) digiriéndolo con Pstl y Ncol. Se cortaron los
insertos del gel, se eluyeron mediante el sistema de elucidn en gel Qiagen y se ligaron en marco en el vector pRSET C
digerido con Pstl y Ncol 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 aisl6 ADN de plasmido y se digirié
con Pstl y Ncol para comprobar el inserto. Se seleccionaron los clones que liberaban el inserto para la expresion de
la proteina. Se inocularon los clones que producian un maximo de la proteina en 20 ml de medio SOB que contenia
ampicilina 100 ug/ml y se hicieron crecer durante la noche a 37°C con agitacién vigorosa. Al dia siguiente, se inocul6
1 litro de medio SOB con cultivo durante la noche no inducido 1:50 y se dejo crecer a 37°C con agitacion hasta que se
alcanzé una DOg de 0,6. Se tomd una alicuota de 5 ml de cultivo inmediatamente antes de la induccién. Se indujeron
las células afiadiendo IPTG hasta una concentracién final de 1 mM y se continud la incubacién a 37°C durante 4 horas.
Se recogieron las células mediante centrifugacién a 4000xg durante 20 minutos y se almacenaron a -20°C hasta la
purificacién. Se purificé el polipéptido recombinante usando una columna de Ni-NTA agarosa (Qiagen, Alemania) en
condiciones nativas siguiendo el protocolo del fabricante. La proteina purificada a partir de la cepa MHOM/IN/DDS
migré a un tamafo de 29 kDa (figura 10a, carril 2) que se correlaciona con el peso molecular previsto. En primer
lugar se corrieron los antigenos 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), sélo con anticuerpo secundario anti-ser humano
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marcado con AP (figura 14b). Los resultados de la inmunotransferencia y el andlisis de secuencia revelan que los
antigenos recombinantes de L. donovani son especificos a pesar de tener un epitopo diferente.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra la reactividad de sueros de pacientes para reconocer los antigenos de L. donovani. Se realiz6
la estimacién de proteinas mediante el método de BCA (Sigma, EE.UU.) y se usaron los antigenos purificados para
ELISA. El ELISA se normalizé inicialmente para diferentes parametros con controles de reactivos y suero apropiados.
Se eligieron el ELISA a 50 ng/pocillo y diluciones 1:100 de sueros como Optimos y se usaron las mismas condicio-
nes para el ELISA con dos polipéptidos recombinantes de L. donovani, a saber MHOM/IN/DDS8 (SEQ ID NO: 5) y
MHOM/IN/KE16/1998 (SEQ ID NO: 6). En cada placa se incluyeron un control positivo (parasitolégica y serolégica-
mente positivo para rK39) y un control negativo con sueros de una regiéon no endémica y otro con control de reactivos.
Se recubrieron las placas tal como sigue; se recubrieron placas de microtitulacién de poliestireno con 96 pocillos de
fondo plano con antigeno siguiendo el protocolo notificado por Singh S et al., con modificaciones menores, afiadiendo
50 ng de antigeno de cinesina purificado en 200 ul de tampdn bicarbonato 0,1 M, pH 9,2. Se cubrieron las placas y
se incubaron durante la noche a 4°C. Entonces se retird la disolucién de antigeno y se lavaron las placas 3 veces con
PBST (PBS con Tween 20 al 0,05%). Entonces se bloquearon los pocillos con 200 ul 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 4°C hasta su
uso. Se incubaron las placas sensibilizadas durante 2 horas con 50 ul 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 ul de anticuerpo de cabra
anti-IgG humana conjugado con fosfatasa alcalina a una dilucién de 10~ durante otras 2 horas, seguido por lavado 3
veces con PBST. Tras la incubacién durante 30 minutos a 37°C con 50 ul de fosfato de p-nitrofenilo en tampén de
dietilamina, se detuvo la reaccién con 50 ul de NaOH 3 N. Se midi6 la densidad 6ptica de cada pocillo a 450 nm en un
lector de placas Tritrius®. Los titulos de anticuerpos frente a la protefna recombinante de MHOM/IN/DDS (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 llevé 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 antigeno rK39 de L. chagasi
(Burns et al., 1993), antigeno de L. donovani de las cepas MHOM/IN/DDS (SEQ ID NO: 5) y MHOM/IN/KE16/1998
(SEQ ID NO: 6) muestra un alto titulo de anticuerpos para los tres antigenos a una concentracién de 50 ng/pocillo. Los
datos muestran que estos dos antigenos bien caracterizados a partir de las cepas de la India son sumamente especificos
y sensibles para el diagndstico de kala-azar en la India. En un estudio realizado con mds muestras se encontré que
se detectaba un nimero considerable de casos que no podian 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 mas especificos para el diagnéstico de LV y LDPK en la India y por
tanto pueden usarse ampliamente para el diagndstico de esta enfermedad.

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

Ejemplo 4

Este ejemplo ensefia la obtencién 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 deteccidn de anticuerpo frente a Leishmania tal como sigue;

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

2. Se inyect6 la mezcla por via intradérmica en multiples sitios.

3. Se administraron tres dosis de refuerzo de la misma cantidad de antigeno emulsionado con adyuvante incompleto
de Freund a intervalos de 30 dias. Antes de la primera inmunizacidn, se recogidé suero preinmunitario y se sometié a
prueba en inmunotransferencias de tipo Western.

4. Se recogi6 sangre de manera aséptica de los animales inmunizados 12 dias tras el dltimo refuerzo, se separaron
los sueros y se purific6 mediante afinidad el anticuerpo anti-anticuerpo presente en los sueros y se almacené a 4°C

hasta su uso.

5. En primer lugar se diluyé el anticuerpo con tampdn bicarbonato 0,1 M, pH 9,2 y después se afiadieron 200 ul a
cada pocillo de la placa de microtitulacion.

6. Se cubrid la placa recubierta con anticuerpo con parafina y se incub6 en la sala fria durante la noche en una caja
de humedad que contenia una toallita de papel himeda o a humedad y temperatura ambiente durante dos horas.
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7. Se vacia la placa y se bloquean los sitios no ocupados con 100 ul de tampén de bloqueo que contiene tampdn
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 vacia la placa y se lava tres veces con tamp6n de lavado (tampén fosfato 100 mM, NaCl 150 mM, BSA al
0,2% y Tween 20 al 0,05%).

9. En primer lugar se diluye la disolucién de antigeno con tampén de antigeno (tampdn fosfato 100 mM, NaCl 150
mM) y después se afiade a la placa en un volumen de 50 ul por pocillo. Se incuba la placa a temperatura ambiente
durante de 45 min. a una hora.

10. Se vacia de nuevo la placa y se lava tres veces con tampdn de lavado.

11. Se diluye de manera apropiada el anticuerpo frente al antigeno marcado con enzima, con tamp6n bicarbonato
0,1 M, pH 9,2 y después se afiaden 50 ul a cada pocillo y se incuba a temperatura ambiente durante 30 min.

12. Se vacia de nuevo la placa y se lava tres veces con tamp6n de lavado.

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

Ventajas

> La caracterizacion del antigeno relacionado con cinesina a nivel de la secuencia ha revelado las similitudes y
diferencias para el antigeno de cinesina entre dos especies, L. donovani 'y L. chagasi.

> Queda claro a partir de esta invencidn que la repeticién inmunodominante de antigeno relacionado con cinesina
aislado a partir de cepas de la India es diferente de las secuencias notificadas anteriormente de otras especies
de Leishmania.

> Este estudio reveld que las cepas de la India son bastante diferentes de las cepas y especies notificadas ante-
riormente de otras regiones geograficas.

> El estudio también revel6 que la variacion de la secuencia de aminoécidos entre las unidades de repeticién de
las cepas de la India es mds alta que la de las secuencias notificadas anteriormente.

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

> Esta invencién condujo al desarrollo de un método para la deteccién de anticuerpos anti-Leishmania basandose
en los antigenos recién hallado a partir de aislados de la India de L. donovani.

> Esta invencion condujo al kit de deteccion de leishmaniosis para la deteccién de LV debida a especies de L.
donovani de la India y otras especies similares que no se habrian 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 regién inmundgena de un
antigeno de Leishmania, conteniendo dicho polipéptido una o mas regiones de repeticién de 39 aminoacidos.

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 segun la reivindicacién 1.

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

a) proporcionar un portador o soporte sélido, unido con un polipéptido de SEQ ID NO: 6 segtin la reivindi-
cacion 1;

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

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

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

4. Método segtin la reivindicacion 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 segtn la reivindicacién 4, en el que la muestra se selecciona de un animal o un mamifero incluyendo
seres humanos.

6. Método segtin la reivindicacién 3, en el que dicho soporte sélido se selecciona de un grupo que consiste en
material de nitrocelulosa, nailon, particulas de latex, polipropileno y poliestireno.

7. Método segun la reivindicacién 3, en el que dicho portador es una particula de oro.

8. Método segun la reivindicacion 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 segtin la reivindicacion 3, en el que la proteina se selecciona de un grupo que consiste en proteina A y
protefna G.

10. Método segtn la reivindicacién 3, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rdbano, S-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

11. Método segtn la reivindicacién 3, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste en un resto
de radioisétopo, biotina, croméforo, fluoréforo y quimioluminiscente.

12. Método segtn la reivindicacion 3, en el que dicha etapa de deteccién de anticuerpos anti-Leishmania se selec-
ciona del grupo que consiste en deteccidn de fluorescencia, deteccién de quimioluminiscencia, deteccién de absorban-
cia de luz o deteccion de radioisétopos.

13. Kit de diagnéstico para detectar anticuerpos anti-Leishmania que comprende un polipéptido segun la reivin-
dicacién 1, un anticuerpo secundario anti-ser humano o una proteina, en el que dicho anticuerpo secundario anti-ser
humano o la proteina esta conjugado con una enzima o un marcador, y reactivos convencionales para detectar dichos
anticuerpos.

14. Kit segun la reivindicacién 13, en el que dicho polipéptido estd unido a un portador o soporte sélido.

15. Kit segun la reivindicacién 13, en el que el soporte sélido se selecciona del grupo que consiste en material de
nitrocelulosa, nailon, particulas de latex, polipropileno y poliestireno.

16. Kit segun la reivindicacién 13, en el que el portador es una particula de oro.

17. Kit segtn la reivindicacién 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 segtin la reivindicacién 13, en el que la proteina se selecciona de un grupo que consiste en proteina A y
protefna G.
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19. Kit segtn la reivindicacién 13, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste en un resto de
enzima, radiois6topo, biotina, croméforo, fluoréforo y quimioluminiscente.

20. Kit segtin la reivindicacién 13, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rdbano, S-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

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

22. Método segtin la reivindicacion 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 hamsteres.

23. Método de deteccion de antigenos de Leishmania en una muestra usando los anticuerpos obtenidos segtn la
reivindicacién 21, comprendiendo dicho método:

a) unir una parte del anticuerpo a un portador o soporte s6lido;
b) afiadir la muestra que contiene antigenos de Leishmania al anticuerpo unido al portador o soporte sélido;

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

d) detectar los antigenos de Leishmania en dicha muestra.

24. Método segtin la reivindicacién 23, en el que la muestra se selecciona del grupo que consiste en sangre com-
pleta, médula dsea, aspirado esplénico, biopsia cutdnea, biopsia de otros tejidos y frotis de secciones.

25. Método segtn la reivindicacién 24, en el que la muestra se selecciona de un animal o un mamifero incluyendo
seres humanos.

26. Método segtin la reivindicacion 23, en el que dicho soporte sdlido se selecciona del grupo que consiste en
material de nitrocelulosa, nailon, particulas de latex, polipropileno, vidrio y poliestireno.

27. Método segtin la reivindicacién 23, en el que dicho portador es una particula de oro.

28. Método segtn la reivindicacién 23, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en fosfatasa
alcalina, peroxidasa del rdbano, 8-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

29. Método segtn la reivindicacion 23, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste en resto
de radioisétopo, biotina, cromdéforo, fluoréforo y quimioluminiscente.

30. Método segtin la reivindicacion 23, en el que dicha etapa de deteccion de antigenos de Leishmania se selecciona
del grupo que consiste en deteccion de fluorescencia, deteccién de quimioluminiscencia, deteccion de absorbancia de
luz o deteccién de radiois6topos.

31. Kit de diagndstico para detectar antigenos de Leishmania que comprende anticuerpo frente a un polipéptido
segun la reivindicacién 1 unido a un portador o soporte sélido, anticuerpo conjugado con una enzima o un marcador y
reactivos convencionales para detectar antigenos de Leishmania.

32. Kit de diagndstico segiin la reivindicacién 31, en el que dicho soporte sélido se selecciona del grupo que
consiste en material de nitrocelulosa, nailon, particulas de latex, polipropileno, vidrio y poliestireno.

33. Kit de diagndstico segun la reivindicacién 31, en el que dicho portador es una particula de oro.

34. Kit de diagnéstico segun la reivindicacién 31, en el que la enzima se selecciona del grupo que consiste en
fosfatasa alcalina, peroxidasa de rdbano, 8-galactosidasa, ureasa, xantina oxidasa, glucosa oxidasa y penicilinasa.

35. Kit de diagnéstico segtn la reivindicacién 31, en el que dicho marcador se selecciona de un grupo que consiste
en un resto de radiois6topo, biotina, croméforo, fluoréforo y quimioluminiscente.
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Figura 3C
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Figura 3E
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Figura 4
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Flgura 7
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Figura 16
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cctgcttggy aagcggaaga agggcgegaa gggcggcatc gaggaggtgt acgtggacgt 960
gcgcgageac ccgagecgeg gegtgttect ggaggggcag cggetggtgg aggttgggag 1020
cctggacgat gttgtgegge tgatcgagge ¢ggcaacage gtgeggeaca cggcctcgac 1080
gaagatgaac gaccggagca gccgtagcca cgcgatcatc atgetgetge tgcpegagga 1140
gcggacgatg acgacgaagg gcggagagac gatccgtact gccggecaaga gcagecgecat 1200
gaaccttgtg gaccrtgegg ggtctgageg cgtggcgcag tcgcaggtygg agggacageca 1260
gttcaaggag gcgacgcaca tcaacctgtc gctgacgacg ctcggacgtg tgatcgacgt 1320
gctcgecggac atggcaacpa agggcgcgaa aacacagtac agcgttccge cgricecgega 1380
Cctcgaagcetg acgttcatcc tgaaggactc gettggeggg aactcgaaga cgttcatggt 1440
tgcgactgtg agceccgageg cgetgaacta cgaggagacg ctgagcacgc tgeggtacge 1500
gregecgegeg cgcgacattg tgaacgttgc gcaggtgaac gaggacccge gegegegteg 1560
gatccgegag ctggaggage agatggaéga'catgcggcag gcgatggetg geggtgacce 1620
cgcgtacgtg tctgagetga agaagaagct'tgcgctgctg gagtcggagg cgcagaagtg 1680
tgcggeggac ctgcaggege tagagecggga glgggagcac aaccaggtge aggagegget 1740
gctgcgegee acggaggegq agaagagcega gotggagtcg cgrgrggctg cgetocagga 1800
ggagatgacc gcgacgcgac agcaggcaga caagatgcag gcgcetaaace ttcggctgaa  1B60
ggaagagcag gcgcgcaagg agcgagagct actgaaagag atggcegaaga aggacgecege 1920
gctctcgaag gttcggcgyc gcaaggatgc cgagatcgca agcgagcgcy agaagttgga 1980
gtcgaccgtg gecgeagettg agcgtgaaca gegegagcge gaggtegetc tggacgcatt 2040
gcagacgcac cagagaaagc tgcaggaagc gctcgagagc tctgagcgga cagccgegga 2100
aagggaccag cttctocagc agecttacaga gettcagict gagegtgege agetatcaca 2160
ggttgtcagc gaccgcgage ggctgacceg cgacttgeag cgtattcagt ccgagtacgg 2220
ggaaacggag ctcgcgcgag acgeggeget gtgcgocgca caggagatgg aggcgegeta 2280
tcacgctget gtgtttcace tgcaaacgct cctggagetc gcaaccgagt gggaggatge 2340
gctccgegag cgtgcgettg cagagcgtga cgaagccget geagetgaac ttgatgecge 2400
agcttctact tctgaaaacg cacgggaaag cacttccaag ctgctaacca gegttgagca 2460
gcagcttcgt gaatcegagg cgegegotge ggagcetgaaa gocgagetgg aggecactge 2520
tgctgcgaag acgtcggtgyg agcaggagcg tgagaagacg aggacggctc tggaggggcy 2580
cgctgeggag ctggctcgea aactggaggc gactgctict gogaagaatt tggtagagea 2640
ggaccgcgag aggacgaggg ccaccttgga ggaacgactt cgtattgerg aggtgegege 2700
tgcggagctg gcaggagtge tggaggccac tgetgctgeg aagacggcgg tggagcagga 2760
gcotgagagg atgagguccyg ccttggagea gcagciccygc gaatccgagyg cgegegotge 2820
ggagctggct gcgcagetgg aagecgotge tgcggcgaag acgtcggtgg agcaggageg 2880
tgagaacacg agggccacct tggaggageg grtgeggete getgaggtcc gegetgegga 2940
gctggeageg cggctaaaga gcactgetge tgttaagrcc gegatggagec aggaccgega 3000
gaacacgagg gccacg 3016
<210>2
<211> 2937

<212> ADN
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<213> Leishmania donovani

<400> 2

cggecgegrcg
cgcgaccecc
ccgtetgecc
tttcgcgegy
ttgcccacce
agcgctcaac
atgcaccctt
cccctaaacg
caggcggecg
gagtcgatgg
tctgtggaga
acgatcgggt
tacgggcaga
agtggtgagg
agcgrggagg
aacgagcgceg
gaggtgtacg
ctggtggagg
cggcacaccg
ctgctgctge
ggcaagagca
caggtggagg
gggcgegtaa
gttgcgecgt
tcgaagacgt

gtgtctttga
cgaccttecc
gegtctetge
cgccatacat
cttteccctt
gcacacatac
ccactgtgeg
aacgtgaaaa
ccgtggtgac
ggactgcaag
cgccggacge
acccgctggt
cagggagcgg
gcaacggegt
cgcaggggca
tgtcggacct
tggacgtgeg
ttgggagect
cttcaacgaa
gcgaggageg
gccgcatgaa
ggcagcagtt
tcgacgtget
tccgegacte

tcatgatcge

ES 2 345 046 T3

ttgcacagct
ctceteegec
ttaccaagcg
tgcatgcacg
ctacacgeet
tgtgyccagt
gcgtgaggeg
caatgcccceg
ggtcaaggtc
gcgggtageg
gtgcggcgeg
gcagcacgceg
gaagatgtac
gacgccgegg
ctcgeggtog
gcttgggaag
cgagcacceg
ggacgatgtt
gatgaacgac
gacgatgacg
ccttgtggac
caaggaggceg
cgcggacatg
gaagctgacg
gactgtgagc

caccgeeteg
cccaaagaca
cgccacgeac
tcactacgec
aactacacac
attactgcac
gagcgggtga
gaagggacga
ctgggaggca
caggactttc
acccccgega
ttcgacgggt
acgatgatgg
atctgeetgg
atcgtggage
<ggaagaagg
ageegeggeg
gtgcggcetga
cggagcagec
acgaagagcg
crtgegagat
acgcacatca
gcgacgaaag
ttcatcctga

ccgagegege

ccatatttte
agccagacat
cccttoeteg
tgtacacctt
acacacatat
caacgtctge
aggtgtcggt
aagtgaccgt
gcaacaacag
agttcgacca
cgcaggcaga
tcaactcgtg
gcgeggacgt
agatctrtge
tggggtacgt
gtgtgaaggg
tgttcctgga
tcgagatcgg
ggagccacge
gggagacgat
ctaagcgegt
acctgreget
gtgcgaagge
aggactcget

tgaactacga

gtcgtggcca
accgaccatg
gccectgaate
acacctecte
atatatataa
ctcrtccagg
gegegtgcege
tgeggcgaaa
cggegeegec
cgtgtictgg
cgtgttccgg
crtgtrtagcg
gagcgegett
gcggaaggeg
ggaggtgtac
€ggcggcgag
ggggcagegg
caacggcgtg
gatcatcatg

ccgtactgee
ggcgeagteg
gacgacgetc
gcagtacagc
tggcgggaac
ggagacgctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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agcacgetgce
gaccegegeg
atggctggeg
tcggaggege
caggtgcagg
gcggetgego
ctgaacctgce
gcgaagaagg
éagcgcgaga
gtggcrcrgg
gagcggacag
cgtacgcagce
attcagtacg
gagatggagg
accgagtgyg
gccgaacttg
ctaaccagcce
aagttagagg
gccacgttag
ctggagtcca
gcgttggagc
gaggccactg
ctagagcagc
tccactgetg

<210>3
<211> 563
<212> ADN

ggtacgcgtc
cacggcggat
gcgaccecge
agaagcgtge
agcggctpct
tgcaggagga
goctgaagga
acgcegeget
agctggagtc
acgcattgea
ccgcggaaag
tatcacaggt
agtacgggga
cgcgctacea
aggacgcact
atgccgeage
ttgagcagca
cgactgctgc
agcagcagct
ctgctgetge
agcggetteg
ctgctgegaa
agcttcgega
ctgcgaagtce

<213> Leishmania donovani

<400> 3

tegtggecet cgtgtictcg cggtectget ccatcgegga cttaacagea geagtgetct
ttagccgege tgccagetec gcagcgogga cctcagcgag ccgcaaccge tectccaagg
tggccctegt grttcteacge tcctgetcca ccgacgtctt cgecgeagea geggetteca
gctgegeage cagetccgea gegegegect cggattegeg gagetgetge tecaaggegg

ES 2 345 046 T3

gcgegegege
ccgegagetg
gracgtgtcg
ggcggacctg
gcgcgegacy
gatgaccgcg
agagcaggcg
crcgaaggtt
gaccgtggcg
gacgcaccag
ggaccagcty
tgtgaccgac
aaccgagcetc
cgctgetgtg
tcgegagegt
ctctactrcc
gcttegtgac
tgcgaagtcg
tecgegaatcc
gaagacgteg
cgaatccgag
gtcgtcgocg
atccgaggeg
gtcggcggag

gacattgtoa
gaggagcaga
gagctgaaga
caggcgetgg
gaggcggaga
actcgacggce
cgcaaggage
cggcaacgea
cagctggagce
agaaagctge
ctgcagcage
cgcgageggc
gcgegagacg
tttcacctge
gegettgeag
caaaacgcac
tccgaggage
tcggeggage
gaggagcacg
gcggageagag
gagcgegetg
gagcaggacc
c€gegergegg
caggaccgcg

atgrtgegea
tggaggacat
agaagcttgce
agagggageg
agagcgager
aggcggacaa
gcgagetget
aagacgccga
gtgagcagcg
agpaagcget
taacagagct
ttacacgcga
tggcgctgty
aaacgctect
agcgtgacga
gtgaaagcgc
gcgetgegga
aggaccgcga
ctgcggaget
accgcgagaa
cggagctggc
gcgagaacac
agctggcgag
agaacacgag

ggtgaacgag
gcggeaggeg
gctgctggag
ggagcacaac
ggagtcgegt
gatgcaggcg
gaaagagatg
gatagcaagc
cgagcgegag
cgagagctct
tcagtctgag
cttgcagegt
cgcegegeag
ggagctcgea
agccgetgea
ctgcgagegg
gctgatgcgg
gaacacgagg
gaaggcccag
cacgagggec
gagccagctg
gagggccacg
tcagctggag
ggccacg

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2937

60
120
180
240
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<210> 4
<211> 4

cecetegtect
ctcctgecag
tcgtectete
gagccagetc
ccgacgtett
cggagtcacy

66

<212> ADN
<213> Leishmania donovani

<400> 4

gagcagcage
actgctgetg
cagcagcttc
gctgetgega
cggertegeg
gctgcgaagt
cttcgegaat
gcgaagtegt

<210>5

<211> 187
<212> PRT
<213> Leishmania donovani

<400> 5

ES 2 345 046 T3

ctcacgctee tgctccaccg ccgtettege

ctcecgcageg cgecacctcag caatacgaag

gcggtectge tctaccaaat tcttcgcaga

cgcagcgcge ccctecagag cegteetegt

cgcagcagca gtggectcca geteggettt

aagctgctge tca

ttcgtgactc cgaggagege
cgaagtcgtc ggcggageag
gcgaatccga ggagcacget
agacgtcgge ggagcaggac
aatccgagga gcgcgetgeg
cgtcggegga gcaggaccge
ccgaggcgeg cgetgeggag
cggcggagca ggaccgcgag

gctgeggage
gaccgcgaga
gcggagetga
cgcgagaaca
gagctggcga
gagaacacga
ctggcgagtc

aacacgaggg

agcagcagtg gcctccagea
tcgttectce aaggrggccec
agtagtcgcc tccagtttge
Cttctcacge tectgeteca
cagcrecgca gegegegtct

tgatgcggaa gttagaggcg
acacgagggc cgegrtggag
aggcccaget ggagtccact
cgagggccge grtggagcag
gccagctgga ggccactget
gggccacget agagcagcag
agctggagtc cactgetget

ccacga

300
360
420
480
540
563

60
120
180
240
300
360
420
466

Glu GIn Gln Leu Arg Glu Ser Glu Ala Arg Ala Ala Glu Leu Lgs Ala
K 5 10 1

Glu Leu Glu Ala Thr Ala Ala Ala Lgs Thr Ser val 6lu GIn Glu Arg
20 2 30

Glu Lys g?r Arg Thr Ala Leu ggu Gly Arg Ala Ala ggu Leu Ala Arg

Lys Leu Glu Ala Thr Ala Ser Ala Lys Asn Leu Val Glu GIn Asp Arg



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

50

Glu Arg Thr Arg
65 g

Arg ala Ala Glu

Glu
100

Thr Ala val
GIn Leu Arg Glu
115
Glu Ala Ala Ala
130
Thr Arg Ala Thr
145

Ala Glu Leu Ala

Met Glu Gln Asp

<210> 6
<211> 155
<212> PRT

<213> Leishmania donovani

<400> 6

glu GIn Gln Leu
Lys Leu Glu-Ala
20
Glu Asn Thr Arg
35
His Ala Ala Glu
50

Thr ser Ala Glu
65

Ala

Leu

85

Glin

Ser

Ala

Leu

Ala

165

Arg

Arg

Thr

Ala

Leu

Gln

ES 2 345 046 T3
55 60

Thr Leu Glu Glu Arg Leu Arg Ile Ala Glu val
70 75 80

Ala Gly val Leu Glu Ala Thr Ala Ala Ala Lys
a0 95

Glu Arg Glu Arg Thr Arg Ala Ala Leu Glu Gin
10 110

Glu Ala Arg Ala Ala Glu Leu Ala Ala Gln Leu
12 125

Glu GIn Glu Arg Glu Asn

Ala igs Thr ser val
5 140

Glu Glu Arg Leu Arg Leu Ala Glu val Arg Ala
150 155 ‘ 160

Lys ser Ala

Arg Leu Lys Ser Thr Ala Ala val
170 175

Glu Asn Thr Arg Ala Thr
185

Asp Ser Glu Glu Arg Ala Ala Glu Leu Met Arg
10 15
ala Ala Ala L§$ Ser ser Ala Glu Gln Asp Arg
2 30
Thr Leu Glu GIn GIn Leu Arg Glu Ser Glu Glu
40 45
Lys Ala Gln Leu Glu Ser Thr Ala Ala Ala Lys
55 60

Asp Arg Glu Asn Thr Arg Ala Ala Leu Glu Gln
70 75 80
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ES 2 345 046 T3

Arg Leu Arg Glu ser Glu Glu Arg Ala gga Glu Leu Ala Ser (g;lsn Leu
85

Glu Ala Thr Ala Ala Ala Lys Ser Ser Ala Glu GIn Asp Arg Glu Asn
100 105 11

Thr Arg Ala Thr Leu Glu GIn GIn Leu Arg Glu Ser Glu Ala Arg Ala
115 120 125

Ala Glu Leu Ala Ser Gln Leu Glu Ser Thr Ala Ala Ala Lys Ser Ser
130 135 140

145

<210> 7
<211>21
<212> ADN

<213> sintético

<400> 7
cggcgegtcg gigtcttiga t

<210> 8
<211>20
<212> ADN

<213> sintético

<400> 8
aggtccgeeg cacgcttctg

<210>9
<211>22
<212> ADN
<213> sintético

<400> 9
gcgggaactc gaagacgtic at

<210> 10
<211> 21
<212> ADN
<213> sintético

<400> 10

gagcagcagc ttegtgacic ¢
<210> 11
<211>20

<212> ADN
<213> sintético

<400> 11
cgtggecectc gigttctege

2

Ala Glu GIn Asp Arg ggg Asn Thr Arg Ala

1

20

20

21

Thr
155
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