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USO DE UN NUEVO AISLADO DE NEOSPORA CANINUM PARA EL
DESARROLLO DE PRUEBAS DE DIAGNOSTICO Y PARA LA
FABRICACION DE PRODUCTOS PARA EL TRATAMIENTO Y
PREVENCION DE LA INFECCION CAUSADA POR NEOSPORA.

Campo de la técnica. Objeto de la invencioén.

La presente invencioén se encuadra en el campo de la sanidad animal y se
refiere, segin se expresa en el enunciado de esta memoria descriptiva, al
desarrollo de pruebas de diagnoéstico para la deteccion de Neospora caninum
en animales y a la fabricacion de composiciones farmacéuticas para la

prevencion y el tratamiento de la neosporosis en los mismos.

De forma mas concreta, la invencion se refiere al uso del aislado Nc-Spain 7
de N. caninum que presenta como caracteristica relevante la facilidad de
conversion entre los estadios de taquizoito y bradizoito en condiciones in
vitro, y por ello es un candidato apropiado para la fabricacion de nuevos
productos vacunales y terapéuticos frente a la neosporosis, y para el
desarrollo de nuevos métodos de diagnodstico para detectar la infeccion
causada por el parasito Neospora caninum en animales a partir de muestras

biolégicas.
Estado anterior de la técnica

Neospora caninum es un parasito perteneciente al phylum Apicomplexa
dentro del cual se agrupan los géneros Plasmodium, Babesia,
Cryptosporidi&m, Eimeria y Toxoplasma, que incluyen algunos de los
organismos causantes de enfermedad mas importantes conocidos por el
hombre. N. caninum fue descrito por primera vez en 1984 como un protozoo
capaz de producir encefalitis y miositis en perros y, poco después, fue
reconocido como un agente productor de aborto y mortalidad neonatal en el

ganado bovino. Durante los ltimos afos, también se han descrito infecciones
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producidas por el parasito en otros hospedadores que incluyen varios
ungulados y canidos, sin embargo destaca la importancia de la neosporosis
en el ganado bovino y en el perro, que actia como hospedador definitivo en
el ciclo biolégico, (Dubey et al., 2006, J. Comp. Path. 134: 267-289).

Hasta la fecha se han descrito tres estadios en el ciclo biolégico de N. caninum.
Los esporozoitos, que se desarrollan en los ooquistes eliminados en las heces
del hospedador definitvo y son capaces de infectar al hospedador
intermediario. Los taquizoitos, la forma de mulitiplicacién rapida, responsables
de la fase aguda de la infeccion y su propagacién a otros tejidos. Y los
bradizoitos, el estadio de multiplicacion lenta del parasito dando lugar a quistes
tisulares donde el parasito permanece acantonado durante la fase crénica de la

infeccion hasta su reactivacion.

La neosporosis bovina esta considerada como una enfermedad parasitaria de
distribucion cosmopolita y una de las causas mas frecuentes de fallo
reproductivo en el ganado bovino en los diversos paises productores donde
se ha estudiado, incluida Espaia (Pereira-Bueno et al., 2003, Vet Parasitol
111: 143-152). La manifestacion clinica mas importante de la infeccion es el
aborto que tiene lugar generalmente entre el quinto y séptimo mes de
gestacion. Ademas, pueden nacer terneros infectados vivos que pueden
presentar problemas neuro-musculares hasta los dos meses postparto. Sin
embargo, lo mas frecuente es el nacimiento de terneros clinicamente sanos,
pero crénicamente infectados. En relacion con la transmision de la
enfermedad, la via fundamental es la infeccion transplacentaria endégena,
aunque se ha demostrado la implicacion de la transmisién horizontal (Trees &
Willians, 2005, Trends Parasitol. 21(12): 558-561, Dubey et al, 2006, J.
Comp. Path. 134: 267-289).

Los métodos de diagnostico utilizados para detectar la infeccion por N.
caninum, generalmente en bovinos adultos, estan constituidos principalmente
por técnicas basadas en la deteccion de anticuerpos séricos especificos

frente al parasito. Para ello, se han disefiado diferentes inmunoensayos que
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engloban la inmunofluorescencia indirecta (IFl), varios ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA) e inmunoblot (IB) (Ortega-Mora et al., 2006, Acta
Parasitologica 51: 1-14). Los antigenos utilizados en estas pruebas
serologicas proceden de taquizoitos obtenidos en cultivos celulares de
aislados bovinos y caninos de N. caninum. Taquizoitos enteros, extractos
celulares obtenidos a partir de los mismos, proteinas antigénicas purificadas
por afinidad a partir de estos extractos celulares o proteinas recombinantes,
como se describe en la solicitud de patente WO97/39009, han sido utilizados
como antigenos en el desarrollo de estas técnicas. Sin embargo, debemos
puntualizar que, aunque un resultado serolégico positivo ayuda a identificar
un animal adulto infectado, un resultado negativo no descarta definitivamente
la infeccién. Diferentes estudios han demostrado que los anticuerpos séricos
frente a N. caninum pueden fluctuar en funcion de la edad y el estado de
gestacion, y seroconvertir a titulos que normalmente son considerados
negativos (Pereira-Bueno et al., 2000, in: Hemphill A & Gottstein B (Eds), Int J
Parasitol 30: 906-909; Quintanilla-Gozalo et al., 2000, in: Hemphill A,
Gottstein B (Eds), Int J Parasitol 30: 900-906; Maley et al., 2001, Vet
Parasitol. 5; 96 (1): 1-9). Los niveles bajos de anticuerpos frente a N. caninum
se han asociado principalmente a infecciones crénicas, donde existe un
predominio del estadio de bradizoito. Asi, se ha sugerido que una prueba
serologica utilizando antigenos derivados de bradizoitos podria ser mas
adecuada para la identificacion de animales persistentemente infectados
(Maley et al., 2001, Vet Parasitol. 5; 96(1):1-9).

Por otra parte, los estudios llevados a cabo para el desarrollo de vacunas
para la proteccion frente a la neosporosis han incluido la evaluacion de
vacunas inactivadas, vacunas atenuadas, vacunas desarrolladas a partir de
proteinas antigénicas recombinantes y vacunas de ADN con resultados
variables. Uno de los pocos estudios realizados con bovinos demostré que la
vacuna desarrollada a partir de taquizoitos muertos emulsionados con el
adyuvante POLYGEN™, descrita en la solicitud de patente W099/20303, era
capaz de originar una ligera respuesta inmune celular (Andrianarivo et al.,

1999, Int. J. Parasitol. 29, 1613-1625), aunque en reproductoras gestantes



WO 2009/010614 PCT/ES2008/000492

10

15

20

25

4

fue incapaz de proteger frente a la infeccién fetal (Andrianarivo et al., 2000,
Int J Parasitol. 30(9): 985-90). Actualmente, es la unica vacuna frente a N.
caninum comercializada y registrada en los Estados Unidos denominada
NeoGuard™ cuya eficacia ha sido recientemente evaluada en el campo

(Romero et al., 2004, Vet Parasitol. 123(3-4): 149-59).

Debemos destacar que todas las vacunas vivas atenuadas, como se describe
en las patentes EP0841392 y WO02004/026903, e inactivadas, como las
descritas en las patentes EP0898969 y W099/20303, han sido elaboradas a
partir de taquizoitos mantenidos en cultivo celular o a partir de proteinas
antigénicas recombinantes que son expresadas en este estadio del ciclo
biolégico, como se recoge en la solicitud de patente EP0953641 , y no a partir

del estadio de bradizoito, predominante en las infecciones crénicas.

Actualmente, en N. caninum no se conocen en detalle los procesos
implicados en la conversion taquizoito-bradizoito. Durante los ultimos afos,
en un uUnico estudio se ha procedido a su obtencién a partir de quistes
tisulares purificados de animales infectados experimentalmente (McGuire et
al., 1997, J. Parasitol. 83: 647-651), aunque el elevado numero de bradizoitos
necesarios para los diferentes estudios ha planteado el desarrollo de nuevos
métodos para su obtencion in vitro. Estos métodos se han basado
principalmente en la utilizacion de compuestos quimicos como el nitroprusiato
sodico como agente inductor de la transformaciéon en diferentes lineas
celulares (Vonlaufen et al., 2002, Int. J. Parasitol. 32: 1253-1265; Risco-
Castillo et al., 2004, J. Parasitol. 90(3): 466-70). Y cabe resaltar que en los
estudios realizados con diferentes‘aislados (Nc-Liverpool, Nc-1, Nc-2 y Nc-
SweB1) también se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
transformacion entre ambos estadios en funcién del aisiado utilizado (Weiss
et al., 1999, Int. J. Parasitol. 29: 1713-1723; Vonlaufen, 2002, Int. J. Parasitol.
32: 1253-1265). Estas diferencias podrian ser atribuibles a la diversidad

biolégica que existe entre diferentes aislados de N. caninum.
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Los estudios comparativos de las propiedades biolégicas de distintos aislados
de N. caninum han demostrado la existencia de variabilidad biologica, que
incluye diferencias tanto en su patogenicidad como en sus perfiles genéticos
(Atkinson et al., 1999, Parasitology 118 (Pt 4): 363-370; Schock et al., 2001,
Parasitology 123(Pt 1): 13-23, Regidor-Cerrillo ef al., 2006, J. Parasitol, 92(3):
517-524). De hecho, en la solicitud de patente WO02/103430 se describen
vacunas vivas obtenidas a partir de un aislado que presenta baja

patogenicidad de forma natural en un modelo murino experimental.
Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han obtenido y caracterizado un nuevo aislado de Neospora
caninum con una alta capacidad de transformacién in vitro entre los estadios
de taquizoito y bradizoito de su ciclo bioldgico y con aplicabilidad en el
desarrollo de pruebas de diagnostico y productos para el tratamiento y

prevencion de la infeccién causada por este parasito.

E! nuevo aislado se ha denominado Nc-Spain 7 cumpliendo la normativa
internacional de nomenclatura de microorganismos, y se ha identificado y
caracterizado mediante diferentes estudios in vifro e infecciones
experimentales in vivo como un nuevo aislado de la especie Neospora
caninum. Una muestra del cultivo de taquizoitos del aislado Nc-Spain 7 se ha
depositado el dia 20.09.2005, de acuerdo con las provisiones del Tratado de
Budapest sobre reconocimiento internacional del depdsito de
microorganismos a fines del procedimiento en materia de patentes, en la
Coleccién de Cultivos de Algas y Protozoos (Culture Collection of Algae and
Protozoa, CCAP) situada en el Dunstaffnage Marine Laboratory, Dunbeg,
OBAN, Argyll PA37 1QA, Escocia, Gran Bretaia, que le ha otorgado el
namero de acceso CCAP 2051/1.

En esta descripcion, cuando se habla del parasito aislado o simplemente
aislado de la invencion se refiere al nuevo aislado de Neospora caninum, Nc-
Spain 7, obtenido en cualquier estadio de su ciclo biolégico. Del mismo modo,

cuando se habla de extractos, lisados celulares, polipéptidos y polinucleétidos
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polipéptidos y polinucleétidos obtenidos del aislado de la invencion en

cualquier estadio de su ciclo biologico.

Dicho aislado fue obtenido a partir del tejido nervioso de un ternero
congénitamente infectado de la especie Bos faurus de la raza Frisona-

Holstein tal como se describe en el Ejemplo 1.

Para ello, antes de proceder al aislamiento, se confirmé la presencia del
parasito en muestras de tejido nervioso procedentes del ternero infectado
mediante una PCR anidada desarrollada para la deteccién especifica del
ADN del parasito en muestras clinicas. La amplificacién especifica de la
region ITS-1 permitié detectar la presencia de ADN de este parasito en dichas
muestras. Ademas, el analisis histoloégico e inmunohistoquimico del mismo
tejido nervioso corrobor6 una vez mas la presencia del parasito en este tejido,
con la observacion de lesiones compatibles con la infecciéon por N. caninum,
asi como la deteccion de quistes mediante la utilizacion de un anticuerpo
policlonal de conejo obtenido frente a taquizoitos de N. caninum.
Inmediatamente después, se procedi6 a su aislamiento utilizando como
primer paso ratones atimicos de la estirpe BALB/c sensibles a la infeccion
qué fueron inoculados con diferentes cantidades del tejido nervioso. La
aparicion de signos clinicos compatibles con la neosporosis permitié, en un
segundo paso, su aislamiento in vitro en cultivos celulares de la linea celular
MARC-145 (células de riibn de mono verde africano (Ceropithecus

aethiops)).

Su caracterizacion genética se realiz6 mediante el estudio de secuencias
microsatélites, que resulta ser una técnica adecuada para la identificacion y

discriminacién de diferentes aislados de N. caninum, como se describe en el

Ejemplo 2 de esta memoria. En cuanto a su caracterizacion patogénica se

llevé a cabo en un modelo murino experimental, tal como se describe en el
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Ejemplo 3 de esta solicitud de patente. En dicho modelo algunos de los
ratones inoculados con taquizoitos del aislado Nc-Spain7 desarrollaron signos
clinicos compatibles con la infeccion por N. caninum y se detectd la presencia
de ADN del parasito en sangre, pulmén y encéfalo mediante la PCR anidada
de la region ITS-1 anteriormente mencionada. Por otro lado, en los ensayos
de inmunogenicidad, descritos en el Ejemplo 4, mediante una técnica de
ELISA para la deteccion de las inmunoglobulinas 1gG2a e 1gG1 especificas
frente a Neospora, se comprobé la capacidad del aislado Nc-Spain 7 de
inducir una respuesta inmune especifica frente a N. caninum en los ratones

infectados segun el modelo murino experimental.

También se valoré la capacidad de transformacion del aislado Nc-Spain7
entre los estadios de taquizoito y bradizoito in vitro, mediante un estudio en
cultivos celulares de la linea MARC-145 y utilizando nitroprusiato sédico como
agente estresante. La transformacion entre ambos estadios se evalud
mediante la deteccion de vacuolas parasitéforas por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta con parasitos que expresan la proteina BAG1,
expresada Unicamente en el estadio de bradizoito, frente a las vacuolas
parasitéforas con parasitos que expresan la proteina NcSAG1, especifica del

estadio de taquizoito tal y como se describe en el Ejemplo 5.

Los resuitados obtenidos demostraron consecuentemente que el aislado Nc-
Spain 7 pertenece a la especie N. caninum y posee una elevada capacidad
de transformacion del estadio de taquizoito a bradizoito in vitro, lo que lo hace
de gran utilidad para el desarrollo de nuevas pruebas de diagnéstico, asi
como para el desarrollo de nuevas composiciones farmacéuticas para el
tratamiento y prevencion de la infeccion por Neospora, como se describe en

los Ejemplos 7 y 8.

Cultivos celulares

Otro aspecto de la invencion se refiere a cultivos celulares biolégicamente
puros infectados por el aislado Nc-Spain 7 de la invencién que se mantiene in

vitro mediante pases sucesivos en cultivos de diferentes lineas celulares.
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Mediante estos cultivos celulares se obtienen taquizoitos y bradizoitos del
aislado de la invencion que se emplean en la obtenciéon de polipéptidos,
antigenos, anticuerpos, acidos nucleicos y otros compuestos de utilidad en la
elaboracion de productos para el diagndstico, el tratamiento y la prevencion

de la neosporosis.

La expresion “cultivo celular biolégicamente puro” del aislado de la invencion
se refiere a un cultivo del aislado Nc-Spain 7 mantenido de forma continua
sustancialmente libre de otros organismos, salvo las células hospedadoras
donde el parasito se multiplica. Se considera que un cultivo es
sustancialmente libre de otros organismos si tras los procedimientos de
recuperacion normalizados del aislado dan como resultado una preparacion

con al menos el 95% y, preferiblemente, el 99% 6 mas del parasito.

El cultivo celular de preferencia es de células de riién de mono verde entre
las que se pueden mencionar las lineas MA-104, MARC-145, y las células

Vero.

Anticuerpos

La invencién también comprende los anticuerpos que reaccionan
especificamente frente a los antigenos procedentes del aislado de la

invencion.

El termino “anticuerpo” se refiere a una molécula de inmunoglobulina
producida por un organismo animal capaz de unirse a un epitopo especifico
de un antigeno. Los anticuerpos pueden estar constituidos por una mezcla
policlonal o ser anticuerpos monoclonales. También pueden estar constituidos
por inmunoglobulinas intactas de origen natural o de naturaleza recombinante
o fragmentos de estos anticuerpos que retienen su capacidad de
reconocimiento y unién del epitopo diana y que incluyen el fragmento Fc y los
fragmentos de union al ahtigeno, F(ab) y F(ab),, asi como cadenas simples

(cadena pesada (H) y ligera (L)) fusionadas o no a otras molécuias.
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Preferiblemente el antigeno procedente del aislado Nc-Spain 7, frente al cual
el anticuerpo reacciona especificamente, se selecciona entre el grupo
formado por el propio aislado en cualquiera de sus estadios del ciclo
biolégico, extractos o lisados celulares, polipéptidos antigénicos, o sus

mezclas.

Mas preferiblemente el antigeno se selecciona entre el grupo formado por
taquizoitos y/o bradizoitos, y polipéptidos antigénicos. Los polipéptidos
antigénicos son los obtenidos a partir del propio aislado o bien mediante
tecnologia recombinante a partir de polinucleétidos del aislado de la

invencion.

Para la obtencion de anticuerpos policlonales, distintas especies animales
previamente seleccionadas (ratén, conejo, cabra o caballo, entre otros) son
inmunizadas con un inmunoégeno constituido por el propio aislado de la
invencion inactivado en cualquiera de los estadios de su ciclo biolégico, o una
o varias proteinas de origen natural y/o recombinante, purificadas o no, en
formulacién o no con un adyuvante. Posteriormente, se recoge el suero del
animal inmunizado y existe la opciéon de tratarlo con el fin de producir un
enriquecimiento de los anticuerpos inmunoreactivos de interés de acuerdo

con diferentes procedimientos convencionales.

En cuanto a los anticuerpos monoclonales se definen como los anticuerpos
producidos por una poblacién clonal de células originada a partir de una unica
célula inmortalizada y, por tanto, son idénticos y capaces de reconocer

especificamente un unico epitopo.

Los anticuerpos monoclonales y policlonales desarrollados frente a
determinados epitopos son particularmente Utiles para el diagnéstico de la
enfermedad, y aquellos que presentan una actividad neutralizante frente al
parasito son de gran utilidad en inmunoterapias pasivas. Sus aplicaciones
incluyen pruebas de diagnéstico mediante inmunoensayo como por ejemplo
aglutinacion o ELISA de competicion, pruebas inmunohistoquimicas, y otras

aplicaciones como evaluacion in vitro de la capacidad de adhesion/invasion
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del parasito, la deteccion y seleccion previa de antigenos para el desarrollo
de nuevas vacunas, purificacion de proteinas de interés, y el rastreo de
genotecas genomicas y de ADN complementario para la identificacion de

genes de interés.

Los anticuerpos de la presente invencion se unen especificamente al propio
aislado de la invencion en cualquiera de sus estadios del ciclo biol6gico,
extractos y/o lisados celulares, polipéptidos antigénicos, o sus mezclas, y son
apropiados para detectar la presencia del parasito N.caninum o de la

infeccion causada por el mismo en animales a partir de muestras biologicas.

Preferiblemente el anticuerpo de la invencién es monoclonal.

Polipéptidos

También forman parte de la invencion polipéptidos obtenidos a partir del
parasito aislado. En esta descripcion, el término “polipéptido” incluye los
polipéptidos obtenidos a partir del aislado de la invencién en cualquier estadio
de su ciclo biologico, a partir de extractos y/o lisados celulares, o sus
mezclas. Dentro de los mismos también se incluyen los polipéptidos
recombinantes producidos en sistemas de expresién heterdlogos tras la
transcripciéon y traduccion de secuencias nucleotidicas obtenidas a partir del

aislado de la invencion en cualquier estadio de su ciclo biolégico.

Las secuencias polipeptidicas de la invencién incluyen no solamente las
secuencias “idénticas”, sino también aquellas “sustancialmente idénticas” a
las mismas. Los polipéptidos pueden variar mediante la realizacién de
deleciones, inserciones y sustituciones en su secuencia aminoacidica, dando
lugar a polipéptidos distintos pero sustancialmente idénticos. El término
“‘idéntico o porcentaje de identidad” de secuencias para dos o mas
polinucleotidos y polipéptidos se refiere a dos o mas secuencias que son la
misma o presentan un porcentaje concreto de residuos nucleotidicos o
aminoacidicos que son iguales, respectivamente, cuando estas son alineadas

para la maxima correspondencia, comparadas y este porcentaje se calcula
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mediante el uso de algoritmos utilizados en su comparacién o por inspeccion
visual. El término “sustancialmente idénticas” se refiere a secuencias
polinucleotidicas o polipeptidicas que tienen al menos un 60%,
preferiblemente un 80% y mucho mas preferible un 90-95% de identidad en
los residuos aminoacidicos o nucleotidicos, cuando son comparadas,
alineadas para la maxima correspondencia y su porcentaje de identidad
calculado por los métodos ya mencionados. El programa BLAST es un
ejemplo de los programas utilizados para calcular el porcentaje de identidad y

similitud entre secuencias (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/blast).

Los polipéptidos de la invencion presentan interés diagndstico o
inmunogénico. En el primer caso, formando parte de pruebas de
inmunoensayo como antigeno para la deteccion de anticuerpos especificos
frente a N. caninum, y en el segundo caso, formando parte de composiciones
farmacéuticas para la prevencion y el tratamiento de las infecciones causadas

por Neospora y/o la obtencién de anticuerpos.

Una opcién para el aislamiento de polipéptidos antigénicos del nuevo aislado
Nc-Spain 7 comprende la utilizaciéon de técnicas normalizadas de purificacion

de proteinas o polipéptidos.

Un procedimiento alternativo se basa en utilizar los polinucleétidos obtenidos
del aislado de la invencion para la expresion de proteinas recombinantes
mediante la introduccién de los polinucleétidos que codifican las proteinas de
interés en sistemas heterélogos de expresién adecuados para su produccion,
procediendo posteriormente a un proceso de purificacion. Estos sistemas
incluyen células procariotas (por ejemplo Escherichia coli), levaduras (por
ejemplo Sacharomyces cerevisiae, Schizosacharomyces pombe, Pichia
pastoris), lineas celulares de mamiferos (por ejemplo CHO, HEK, COS) o de

insecto (por ejemplo Sf9, Sf21).

Existe la opcion de modificar las secuencias polinucleotidicas utilizadas en la
expresion heterdloga de polipéptidos para dar lugar a polipéptidos

modificados mediante deleciones, inserciones y/o sustituciones en su
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secuencia aminoacidica aunque siguen manteniendo su capacidad
inmunogénica con el fin de obtener variaciones para facilitar su expresion y/o
purificacion, o para aumentar su semivida plasmatica, aumentando su eficacia
terapéutica, y disminuyendo el grado y/o la aparicién de efectos colaterales, si

su uso es terapéutico.

La introduccion del material genético en la célula hospedadora o sistema de
expresion del polipéptido se realiza, por ejemplo, por transfeccion con sales
de calcio, esferoplastos, electroporacion, liposomas o vectores virales. En
cuanto al vector para la inclusion del material genético dentro de la célula,
existe la posibilidad de utilizar cualquiera de los vectores de expresion
convencionales desarrollados para la expresidon de proteinas en celulas

procariotas y eucariotas.

Los polipéptidos recombinantes obtenidos, una vez purificados, se emplean
en la obtencién de anticuerpos, para el desarrollo de pruebas de diagnéstico y

para la elaboracién de composiciones farmacéuticas inmunogénicas.

Polinucleodtidos

En otro aspecto, la invencién también comprende polinucleétidos obtenidos a
partir del parasito aislado de la invencién. En esta descripcion el término
“acido nucleico o polinucleétido” hace referencia a moléculas de los acidos
nucleicos ADN o ARN obtenidas a partir del aislado de la invencion en

cualquier estadio de su ciclo biolégico.

Iguaimente, los polinucledtidos de la invencién incluyen las secuencias
“idénticas” y también las secuencias “sustancialmente idénticas® a las
mismas. De hecho, un nimero variable de secuencias polinucleotidicas que
son ftranscritas y traducidas pueden producir idénticos polipéptidos
funcionales debido a la degeneraciéon del cédigo genético. Como hemos
comentado en el apartado anterior, las secuencias polinucleotidicas son
“sustancialmente idénticas” cuando tienen al menos un 60%, preferiblemente

un 80% y mucho mas preferible entre un 90-95% de identidad en los residuos
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nucleotidicos, cuando son comparadas, alineadas para la maxima
correspondencia y su porcentaje de identidad calculado por los métodos ya
mencionados. También dos secuencias polinucleotidicas son sustancialmente
idénticas si dos moléculas hibridan la una con la otra en condiciones de alta
especificidad. Estas condiciones dependen de la secuencia y seran diferentes
en funcién de las condiciones ensayadas. Generalmente, las condiciones
seleccionadas son la temperatura, que suele ser hasta 5° C mas baja que la
temperatura de disociacion o Tm para una secuencia especifica en una
solucién salina a un pH determinado. La Tm es la temperatura a la cual el

50% de la secuencia se deshibrida de la secuencia complementaria.

Una de las aplicaciones de estas moléculas polinucleotidicas
comprende la expresion heter6loga de proteinas de Neospora de interés
diagnéstico o inmunogénico, como se ha descrito anteriormente, para la
elaboracién de vacunas de ADN o como sondas en diferentes pruebas de

diagnostico de la infeccion en animales a partir de una muestra biolégica.

Los polinucledtidos de interés en el desarrollo de pruebas de
diagnostico y para la expresion de proteinas recombinantes se obtienen
mediante técnicas conocidas en la materia y, preferentemente, mediante la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR a partir de ARN
mensajero, ADN gendémico o genotecas. Una opcién para la identificacion del
polinucleétido requerido para la expresion heteréloga de una proteina en
concreto se basa en la traduccion inversa y en el disefio de oligonucledtidos
degenerados a partir de la secuencia de la proteina de interés o de las
regiones conservadas de proteinas homologas de especies filogenéticamente
relacionadas. Una vez identificado, a partir de su secuencia se procede al
disefio de nuevos oligonucleétidos que se utilizaran para la amplificacion y
clonacién del polinucleétido de interés para su posterior expresion heteréloga,
el diagnéstico de la enfermedad mediante la amplificacion de ADN especifico
de Neospora a partir del ADN obtenido de una muestra biolégica, o para la

obtencion de sondas nucleotidicas que permiten detectar la presencia de
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ARN mensajero o ADN del parasito en muestras clinicas, o para cualquier

otro método de deteccién basado en los acidos nucleicos del parasito.
Uso del aislado de la invenciéon en composiciones inmunogénicas

La invencion también incluye el uso del nuevo aislado para preparar una
vacuna para el tratamiento y/o prevencién de la infeccion causada por N.

caninum en animales.

Estas preparaciones se formulan a partir del aislado de la invencién en
cualquiera de los estadios de su ciclo biolégico, preferiblemente a partir del
parasito vivo atenuado, inactivado y/o fijado, o bien estan constituidas por un

extracto o lisado celular del mismo.

Como ya se ha descrito, otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion
de proteinas antigénicas, recombinantes o no, parcial o totalmente
purificadas, para la elaboracién de productos vacunales. Entre las vacunas
que incluye la invencion también se encuentran las vacunas recombinantes
como las de ADN mediante la clonacién del gen codificante del inmundégeno
en vectores plasmidicos que se transfectan a las células hospedadoras en los
animales. Los virus, como por ejemplo el virus de la vacuna (vaccinia) o
algunos adenovirus como vectores, son otras alternativas para la generacion

de vacunas recombinantes.

Las vacunas constituidas por los diferentes inmunégenos descritos se
preparan preferentemente como inyectables en formulaciones liquidas, como
soluciones, suspensiones o emulsiones donde el inmundgeno esta o no
encapsulado en liposomas o cualquier otro sistema apropiado, o en forma
solida para su posterior reconstitucion previamente a su administracion. Pero
también pueden presentarse como formulaciones orales (por ejemplo

capsulas y comprimidos).

En su formulacién el inmunégeno puede ir combinado con excipientes de uso

farmacéutico, agentes humectantes o emulsionantes, reguladores del pH,
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conservantes y/o adyuvantes que aumentan la efectividad de la vacuna,

ademas de citoquinas y/u otros inmunomoduladores.

Las vacunas de la presente invencion pueden ser administradas de forma
preventiva a animales sensibles a la infeccion con el fin de inducir una
respuesta inmune eficaz frente al parasito. También se puede administrar la
vacuna para el tratamiento de la enfermedad una vez han aparecido los

primeros signos clinicos.

También forma parte de la presente invencién el uso de anticuerpos que
reaccionan especificamente contra un antigeno procedente del aislado de la
invenciéon, y en inmunoterapias pasivas preferiblemente aquellos que
presentan una actividad neutralizante frente al parasito, para la preparacion
de un producto farmacéutico para el tratamiento de la infeccién y/o

enfermedad causada por N. caninum en los animales.

Uso del aislado de la invencién en técnicas de diagndstico

En esta descripcion el término “muestra biolégica o muestra clinica” se refiere
a cualquier muestra obtenida de organismos vivos o muertos. Ejemplos de
muestras biologicas son los fluidos biolégicos (sangre, suero, plasma, leche,
orina, semen, liquido ascitico, liquido cerebroespinal y fluidos fetales), las
muestras de tejidos (originarios de encéfalo, médula espinal, pulmon,

corazén, higado y placenta, entre otros) y los cultivos celulares.

Como objeto de la invencion se incluye el uso de antigenos procedentes del
aislado de la invencién para detectar la infeccién por el parasito N. caninum

en animales a partir de una muestra biolégica.

Preferiblemente el antigeno estara constituido por el propio aislado en
cualquiera de sus estadios del ciclo biolégico, extractos o lisados celulares
obtenidos a partir del mismo, polipéptidos antigénicos obtenidos a partir del

aislado de la invencién o producidos mediante técnicas de ADN recombinante
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a partir de polinucleétidos obtenidos del aislado de la invencién, parcial o

totalmente purificados, o sus mezclas.

Mas preferiblemente el antigeno empleado estara constituido por taquizoitos

y/o bradizoitos, y polipéptidos antigénicos.

También forma parte de esta invencion el uso de anticuerpos que reaccionan
especificamente contra un antigeno procedente del aislado de la invencion
para detectar la infeccion por el parasito N. caninum en animales a partir de
una muestra biolégica. Si bien los anticuerpos pueden ser anticuerpos
monoclonales o estar constituidos por una mezcla policlonal, una realizacién

preferida de esta invencién emplea anticuerpos monoclonales.

El diagnéstico de la infeccion por el parasito Neospora en animales a partir de
una muestra biolégica se puede llevar a cabo mediante diferentes técnicas de
inmunoensayo que permiten la deteccién de anticuerpos especificos frente a
N. caninum generados durante la respuesta inmune desarrollada en el animal
infectado como son las técnicas inmunoenzimaticas (como la técnica ELISA),
de inmunofluorescencia (como la técnica de IFI), de inmunoblot (IB) y de
aglutinacion (DAT) o cualquier otro método basado en la deteccion de los

anticuerpos citados.

Con fines diagnoésticos la deteccion del parasito en una muestra biologica
también puede llevarse a cabo mediante técnicas inmunolégicas utilizando
anticuerpos especificos frente al parasito (como la técnica de

inmunohistoquimica (IHQ)).

Esta invencion también incluye la deteccién de los acidos nucleicos del
parasito con fines diagnosticos mediante el uso de diferentes técnicas de
biologia molecular, basadas en técnicas de hibridacion especifica,
destacando la aplicacion de la PCR, la hibridacion in situ y la PCR in situ. En
esta descripcion la expresion “hibridacién especifica” se refiere a la
hibridacion especifica entre la secuencia que actia como sonda con la

secuencia diana. Aunque la sonda podria unirse a ofras secuencias no
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relacionadas, al menos el 90% y preferiblemente el 95% o mas de los

complejos de hibridacién formados seran con la secuencia diana.

Ademas, a partir de una muestra bioldgica, es posible realizar el aislamiento
del parasito en sistemas in vivo e in vitro, y su posterior identificacion

mediante cualquiera de las técnicas ya mencionadas.

Usos del aislado de la invencion modificado genéticamente

La invencién también incluye el uso del nuevo aislado modificado
genéticamente y de los extractos obtenidos a partir del mismo para la
elaboraciéon de pruebas de diagnéstico y la fabricacién de productos para el
tratamiento y la prevencion de la infeccion causada por Neospora. Asi mismo
y con los mismos usos se incluyen los polipéptidos y polinucleétidos
obtenidos a partir del aislado modificado genéticamente y los anticuerpos

inmunoreactivos desarrollados frente a antigenos del mismo.

El aislado de la invencion puede ser manipulado genéticamente mediante la
insercion y/o delecion de secuencias polinucleotidicas homologas o
heterélogas en su genoma, o mediante mutagénesis dirigida por la sustitucion
de nucledtidos en la secuencia del genoma del mismo. Existe la opcion de
modificar las secuencias polinucleotidicas homoélogas o heterdlogas
seleccionadas para su insercion en el genoma del aislado mediante
deleciones, inserciones y/o sustituciones en su secuencia nucleotidica con la
finalidad de lograr y facilitar su expresion en los diferentes estadios del ciclo
biolégico del parasito. La introduccion del material genético se realiza
mediante procedimientos bien conocidos en la materia como la
electroporacion o la transformacion con sales de calcio. También el aislado
puede ser modificado genéticamente por procedimientos alternativos que
incluyen la mutagénesis al azar utilizando agentes quimicos como el metil-
sulfonato de etilo (EMS) o sulfonato de dietilo (DES) y agentes fisicos como

las radiaciones ionizantes y/o ultravioleta.
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Los aislados de la invencibn modificados genéticamente presentan
principalmente un interés diagnéstico e inmuno-profilactico. En el primer caso,
formando parte de pruebas de inmunoensayo incorporando la expresion de
nuevas proteinas antigénicas que permitan aumentar la sensibilidad. y
especificidad del ensayo para la deteccion de anticuerpos especificos frente a
N. caninum (por ejemplo, expresion de proteinas especificas de bradizoito
durante el estadio de taquizoito usado como antigeno), y en el segundo caso,
formando parte de vacunas para la prevenciéon y el tratamiento de las
infecciones causadas por Neospora mediante la generacion de aislados que
expresen nuevas proteinas antigénicas de interés inmuno-profilactico
(especificas de los estadios de bradizoito y/o esporozoito), mediante la
generacion de aislados atenuados por la modificacion genética de genes
implicados directamente en la virulencia de Neospora o la insercion de
secuencias polinucleotidicas como “marcadores” si el aislado forma parte de

una vacuna viva.
Descripcion de las figuras

Para complementar la descripcion y con objeto de ayudar a una mejor
compresion de las caracteristicas de la invencion, se acompana la presente
memoria descriptiva, como parte integrante de la misma, de un juego de
figuras en donde, con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo

siguiente:

Figura 1: Se muestra la carga parasitaria presente en el pulmén (panel A) y
encéfalo (panel B) en el modelo de infeccion experimental murino

desarrollado con el aislado Nc-Spain 7 en el ejemplo 3 de esta memoria.

Figura 2: Se presenta la valoracion de la respuesta inmune humoral en el
modelo de infeccién experimental murino desarrollado con el aislado Nc-

Spain 7, segln se explica en el ejemplo 4 de esta memoria.

Figura 3: Se muestra el porcentaje de transformacién in vitro al estadio de

bradizoito a partir de taquizoitos del aislado Nc-Spain 7.
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Figura 4: Se presenta la valoracion de la respuesta inmune humoral
desarrollada por los diferentes grupos de animales de la prueba vacunal

desarrollada con el aislado Nc-Spain 7.

Figura 5: Se muestra el analisis por inmunoblot con el extracto proteico
completo de los aislados de N. caninum Nc-Spain7 (Panel A) y Nc-1 (Panel B)
en condiciones reductoras con una mezcla a partes iguales de los plasmas

obtenidos a partir de ratones infectados experimentalmente.

Figura 6: Se muestra el analisis por inmunoblot con el extracto proteico
completo de los aislados de N. caninum Nc-Spain7 (Panel A) y Nc-1 (Panel B)

en condiciones reductoras con sueros obtenidos a partir de bovinos.
Modo de realizacion de la invencion

Los ejemplos que siguen a continuacion se exponen a efectos de
proporcionar al experto en la materia una explicacion suficientemente clara y
completa de la presente invencién, pero no deben ser considerados como
limitaciones a los aspectos esenciales del objeto de la misma, tal y como han

sido expuestos en los apartados anteriores de esta memoria.

Eijemplo 1.- Obtencion de un nuevo aislado de N. caninum a partir de un

ternero congénitamente infectado

En este ejemplo se describe la obtencion del aislado de N. caninum
denominado Nc-Spain 7 a partir de un ternero congénitamente infectado de la

raza Frisona-Holstein.

El ternero nacid6 de una vaca con serologia positiva en las pruebas de
deteccion para anticuerpos especificos frente a N. caninum mantenida en una
explotacion de produccion lactea localizada en la provincia de Navarra,
Espaiia. El suero precalostral del ternero fue analizado para la deteccion de
anticuerpos especificos frente a Neospora por la técnica de IFl, dando como
resultado un titulo de 1:800. Dos meses después de su nacimiento

permanecia saludable y sin mostrar ninglin signo clinico atribuible a la
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infeccion por Neospora. En esta fecha, fue sacrificado mediante una
inyeccion de 30 ml de T-61 (Embutramida y Mebezonio yoduro, Intervet) por
via endovenosa e inmediatamente después, el encéfalo y la porcién superior
de la médula espinal fueron extraidos en condiciones asépticas y mantenidos
a4°C.

Tras la necropsia, diferentes porciones de 5 a 15 gramos de peso de ambos
hemisferios y de la regién anterior, media y posterior del cerebro, asi como
del cerebelo, tronco del encéfalo y la médula espinal, se retiraron en
condiciones asépticas y se mantuvieron a 4° C en una solucion de tampoén
PBS suplementada con una solucién de antibiéticos-antimicéticos (Penicilina
G 200 Ul/ml, Estreptomicina 200 ug/ml y Anfotericina B 500 ng/ml) (Gibco,
BRL, UK) hasta su posterior inoculacion a ratones de la estirpe Balb/c nu/nu
atimicos. Simultaneamente, diferentes porciones de encéfalo procedentes de
las mismas localizaciones fueron fijjadas en una solucion de formolina

tamponada al 10% para su posterior analisis histologico.

Antes de proceder al aislamiento del parasito, se analizaron las diferentes '
muestras de tejido nervioso mantenidas a 4° C con el fin de detectar la
presencia del ADN de N. caninum mediante la utilizacion de la PCR anidada
que amplifica la region ITS-1 del parasito (Buxton et al., 1998, J.Comp Pathol.
118: 267-279). Para ello, diferentes porciones de unos 20 mg fueron retiradas
de todas las secciones recogidas y procesadas para la extraccién del ADN
gendmico con el kit comercial: "Genomic-Prep cell and tissue ADN isolation
kit' (Amershan Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante vy,
posteriormente, 5 Ol de la solucién del ADN resultante (100-200 ng) se
utilizaron como molde en la PCR anidada de la regiéon ITS-1 descrita a

continuacion.

La amplificacién de la regiéon ITS-1 del ADN ribosémico de N. caninum se
llevé a cabo en una primera reaccion de PCR utilizando los oligonucleétidos
NN1 (SEQ ID NO: 13) y NN2 (SEQ ID NO: 14), y en una segunda reaccion
empleando los oligonucle6tidos NP1 (SEQ ID NO: 15) y NP2 (SEQ ID NO:
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16). La mezcla de PCR (250I) se componia de 0,15 UM de cada oligo
(Sigma), 2000M dNTPs (Sigma), 1x tampén (765mM Tris pH 9, 20mM
(NH4)2S04, 50mM KCI) (Biotools, Espafa), 2mM MgCl. (Biotools) y 0,625
unidades de ADN polimerasa (Biotools). En la primera reaccion de
amplificacion se anadieron 5 0l de ADN y en la segunda 2 (3l del producto de
la primera. Ambas reacciones se realizaron en un termociclador segin el
siguiente programa: 94° C durante 5 min y 25 ciclos de 94° C/1 min, 48° C/1
min y 72° C/1,5 min y un ultimo ciclo de 72° C durante 5 min. Los productos
resultantes de la segunda amplificacion, con un tamafio 213 pb, se
visualizaron en un gel de agarosa al 1,6 % en TBE 0,5 x (tampén Tris-borato-
EDTA) teiiido con bromuro de etidio.

Se detecté ADN del parasito en todas las secciones de encéfalo analizadas.

Ademas, las muestras mantenidas en la solucién de formolina tamponada al
10% fueron deshidratadas, embebidas en parafina y se tifieron con
hematoxilina-eosina multiples secciones de 3 a 6 Om de espesor siguiendo el
método habitual. Para la deteccion de lesiones compatibles con la infeccién
de N. caninum las muestras se examinaron microscoépicamente como se
describe en Gonzalez et al., 1999, Vet Rec 144: 145-150. Todas las muestras
analizadas mostraron lesiones compatibles con la infeccioén por éste parasito
caracterizadas por un cuadro de meningoencefalitis no supurativa, con
multiples nédulos gliales y manguitos perivasculares. Igualmente, secciones
de varios de los bloques fueron desparafinados y examinados mediante la
técnica inmunohistoquimica como se describe en Pereira-Bueno et al., 2003,
Vet Parasitol 111: 143-152, utilizando un suero policlonal de conejo
desarrollado frente a taquizoitos de N. caninum, asi como un suero policlonal
de conejo frente a la proteina BAG1 como se describe en el Ejemplo 5 de la
presente memoria. En la mayoria de las secciones analizadas se detecto la

presencia de estructuras compatibles con quistes formados por este parasito.

Una vez confirmada la presencia del parasito, para el aislamiento se

procesaron las muestras de encéfalo mantenidas a 4° C mediante su
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homogeneizacioén con ciclos de 1 min de duracién en un homogenizador de
tejidos (Masticator IUL) hasta su perfecta disgregacion. A continuacion, se
llevo a cabo la filtracion de los macerados a través de una malla de 150 ym
previamente esterilizada, y se centrifugé a 1350 x g durante 10 minutos. El
sobrenadante fue descartado y el sedimento equivalente a unos 5 gramos de
tejido de partida se inoculd intraperitonealmente con jeringa de insulina y
aguja de diametro 0,5x16 mm a ratones de la estirpe Balb/c nu/nu hembras
con un peso aproximado de 20-25 gramos. Todo el proceso se realizé en

condiciones asépticas.

Los ratones inoculados fueron examinados diariamente para detectar la
aparicion de signos clinicos atribuibles a neosporosis, entre los que se
incluyen la pérdida de peso, paralisis de extremidades, ataxia, letargia, y otros
signos neurolégicos, tal como se describe en Yamane et al., 1998, J. Vet.
Diagn. Invest. 10: 364-368. Estos fueron detectados en todos los ratones
inoculados entre los 18-21 dias postinoculacion (P1) y, tras su aparicion, los
ratones fueron sacrificados en atmésfera de CO, y utilizados para el
aislamiento del parasito en cultivo celular, mediante la inoculacién del lavado

peritoneal.

Ademas, con el fin de mantener el aislado in vivo en el modelo murino, el
encéfalo de los ratones sacrificados fue retirado y homogeneizado en una
solucién de PBS suplementada con una solucién de antibiéticos-antimicoticos
(100 Ul/mi Penicilina G, 100 pg/ml Estreptomicina y 250 ng/ml Anfotericina B)
(Gibco, BRL, UK) mediante sucesivos pases de jeringa con agujas de 21 G y
25 G y, a continuacion, el homogeneizado equivalente a la cuarta parte
encéfalo, fue inoculado intraperitonealmente a un nuevo ratén de la estirpe
Balbc nu/nu atimico que igualmente se monitorizé hasta la aparicion de los
signos clinicos descritos anteriormente. El proceso se llevé a cabo hasta 6
pases consecutivos de ratén a ratén, observando la aparicion de los signos
clinicos ya descritos, en todos los ratones inoculados, entre los 6 y 15 dias PI.
Con el fin de confirmar que los signos clinicos observados eran consecuencia

de la infeccién por N. caninum, se procedio a la extraccion del ADN a partir de
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20 mg de muestra del encéfalo de los ratones inoculados con el encéfalo del
ternero, que fue sometido al andlisis mediante la PCR anidada de la region
ITS-1 descrita anteriormente, detectandose el producto de amplificacion

especifico en todos los ratones analizados.

En cuanto al aislamiento en cuitivo celular se llevd a cabo mediante la
inoculacion del lavado peritoneal de los ratones con signos clinicos
previamente sacrificados, sobre un cultivo en monocapa de la linea celular
MARC-145. Para ello, se llevé a cabo el lavado de la cavidad peritoneal con
aproximadamente 8 ml de medio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino al 2% y una soluciéon de antibiéticos-
antimicoéticos al 2% (200 Ul/ml Penicilina G, 200 pg/ml Estreptomicina y 500
ng/ml Anfotericina B) (Gibco BRL, UK) que, inmediatamente después, fue
afnadido sobre una monocapa de aproximadamente 10° células de la linea
MARC-145 en un frasco de cultivo de 25 cm?.

A las 24 horas, se retirdé el medio y se sustituyé por DMEM suplementado con
suero equino al 2% y la misma solucion de antibiéticos-antimicéticos al 1%.
Cada 4 dias el tapiz celular se levanté mecanicamente con el uso de un
“raspador” celular, se pasé por jeringa y aguja de 25 G y se afiadi6 sobre un
nuevo cultivo de 5x10° células MARC-145. Nuevamente, a las 24 horas el
medio se retir6 y se sustituyé por DMEM suplementado con suero equino al
2%.

Los cultivos se mantuvieron en estufa humeda a 37° C y atmésfera de CO al
5% y se observaron diariamente en microscopio de contraste de fases para la
visualizaciéon del parasito. A los 4 dias Pl se observaron algunas vacuolas y
taquizoitos en el cultivo celular, que a continuacién fue mantenido por pases
sucesivos segun el procedimiento descrito hasta obtener recuentos en
camara de Neubauer igual o superior a 10° taquizoitos al tercer pase. A partir
de este momento, el cultivo se mantuvo segun describe Perez-Zaballos et al.,
2005, J. Parasitol., 91(3): 507-10.
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Eiemplo 2.- Caracterizacion genética del aislado Nc-Spain 7

En este ejemplo se describe la caracterizacion genética del aislado Nc-Spain
7 junto con otros aislados obtenidos a partir de diversos hospedadores y de
diferente origen geografico, permitiendo su identificacion y discriminacion del
resto. Para ello, se amplificaron y secuenciaron 13 secuencias microsatelites,
previamente identificadas en el genoma de N. caninum, a partir del aislado de
la invencion, tal y como se habia realizado previamente con otros 9 aislados
(Regidor-Cerrillo et al., 2006, J. Parasitol., 92(3): 517-524).

Los microsatélites estan constituidos por secuencias nucleotidicas sencillas
de 2 a 5 nucleétidos que se repiten en tandem y que se caracterizan por un
elevado polimorfismo, principalmente en funcién del numero de repeticiones
del motivo nucleotidico que presentan, constituyendo una herramienta
adecuada para la identificacion y discriminacion de los diferentes aislados de

N. caninum.

Para la identificacion de secuencias microsatélites en el genoma de N.
caninum, aproximadamente 25.330 ESTs (Expression Sequences Tags)
depositadas en bancos de datos publicos derivadas de los aislados de N.
caninum Nc-1 y Nc-Liv fueron analizadas con los programas informaticos
Tandem Repeat Occurrence Locator (TROLL) (Castelo et al, 2002.
Bioinformatics. 18:634-636), Tandem Repeats Finder (TRF) (Benson 1999,
Nucleic Acids Res. 27:573-580) y, por ultimo, para evitar el analisis de

secuencias redundantes, mediante el programa informatico BLASTN.

De las 126 secuencias microsatélites detectadas, se seleccionaron 13
marcadores en funcién de varios criterios que incluian la posibilidad de disefio
de cebadores para su posterior amplificaciéon por PCR y secuenciacion, el
numero de repeticiones en tandem que presentaban, seleccionando los de
mayor namero, y su localizacion fuera de regiones codificantes del genoma,
con la finalidad de seleccionar los mas polimérficos. En la Tabla | se
describen los 13 microsatélites utilizados en este estudio como marcadores

moleculares. Para cada microsatélite seleccionado, que se denominaron
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como se especifica en la Tabla |, se disefiaron cebadores especificos (de
SEQ ID NO: 17 a SEQ ID NO: 42) que fueron utilizados para la amplificacién
de productos de PCR de aproximadamente 300 pb, que incluian el motivo de
repeticion y parte de las secuencias que lo flanquean, a partir del ADN
genomico de diez aislados de N. caninum de diferentes hospedadores y
origen geografico, incluido el aislado objeto de la invencion, tal como se

muestra en la Tabla Il.

El ADN gendmico del aislado Nc-Spain7 fue obtenido a partir de 108
taquizoitos mediante la utilizacién del sistema comercial Genomic Prep Cells
and Tissue DNA Isolation Kit (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden).
Para ello, los taquizoitos mantenidos en monocapa de la linea celular MARC-
145, segun se describe en el Ejemplo 1, fueron recogidos del cultivo cuando
el 70-80 % de las vacuolas parasitéforas se habian roto, y purificados de los
restos celulares mediante varios pases por aguja de 25 G y la utilizaciéon de
las columnas de cromatografia PD10 (Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden). Tras su extraccién, la concentracion del ADN genémico fue
determinada mediante espectrofotometria a 260/280 nm y almacenadas a -
20° C.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en volimenes de 50 Ol
compuestos de 0,2 uyM de cada oligonucleétido, 2000M dNTPs (Sigma), 1x
tampon de reaccion (75mM Tris pH 9, 20mM (NH4)2SO4, 50mM KCI,)
(Biotools, Espafa), 2mM MgCl, (Biotools), 2 unidades de ADN polimerasa
(Biotools) y 50 ng de ADN molde. Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: 1 ciclo a 94° C durante 5 min, 35 ciclos de 94° C/1 min, 60° C / 1
min, y 72° C / 1 min, con un ciclo final de 72° C durante 10 min. En cada serie
de amplificaciones, como control negativo, se incluyeron ADN obtenido a
partir de las células donde el parasito era habitualmente mantenido y H2O.
Los productos de PCR obtenidos se separaron por electroforesis en geles de
agarosa con bromuro de etidio (NuSieve 3:1, Cambrex BioScience, USA) al
2,5% y se visualizaron bajo luz UV. Posteriormente, los productos fueron
purificados con el Exo-SAP IT kit (USB, USA), de acuerdo con las
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instrucciones del fabricante, y directamente secuenciados en ambas
direcciones. Las secuencias se analizaron usando el programa informatico
BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.1 (Copyright© 1997-2004 Tom Hall,
Ibis Therapeutics, Carlsbad CA 92008, USA) y se depositaron en el banco de
datos GenBank database bajo los nimeros de acceso AY935165-AY935200
y AY937107-AY937178, excepto para el aistado Nc-Spain 7.

La presencia de polimorfismo para los 13 microsatélites seleccionados
variaba desde un bajo polimorfismo con 2 6 3 alelos para cada microsatélite
(MS1A, MS1B, MS12 y MS21) hasta 4 a 9 alelos para el resto de
microsatélites en los 10 aislados analizados. Ademas, el MS7 mostré un alelo
que portaba un SNP (Single Nucleotide Polymorphism) dentro del
microsatélite. Las secuencias obtenidas para el aislado objeto de la invencion
se describen en SEQ ID NO: 1 (microsatélite MS1A), SEQ ID NO: 2
(microsatélite MS1B), SEQ ID NO: 3 (microsatélite MS2), SEQ ID NO: 4
(microsatélite MS3), SEQ ID NO: 5 (microsatélite MS4), SEQ ID NO: 6
(microsatélite MS5), SEQ ID NO: 7 (microsatélite MS6A y MS6B), SEQ ID
NO: 8 (microsatélite MS7), SEQ ID NO: 9 (microsatélite MS8), SEQ ID NO: 10
(microsatélite MS10), SEQ ID NO: 11 (microsatélite MS12), SEQ ID NO: 12
(microsatélite MS21).

Para el analisis de los genotipos de cada aislado en “multilocus”, cada alelo
fue designado con un ndmero de acuerdo con la longitud del motivo repetitivo
y las diferencias encontradas en su secuencia. El analisis en “multilocus”
aument6 considerablemente el poder discriminatorio de las secuencias
microsatélites y asi, se obtuvieron perfiles genéticos Unicos para cada
aislado, indicando que todos los aislados diferian significativamente entre

ellos, como se puede observar en la Tabla Il.
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Eiemplo 3.- Caracterizacion patogénica del aislado Nc-Spain 7 en un modelo

murino

En este apartado se describen los experimentos llevados a cabo para
determinar la patogenicidad del aislado objeto de la invencion Nc-Spain 7 en

un modelo murino experimental.

Se inocularon ratones hembras de la estirpe BALB/c de 6 semanas de edad
por via intraperitoneal con 10° (grupo A) y 107 (grupo B) taquizoitos del
aislado Nc-Spain 7 mantenidos en cultivo celular como se describe en el
Ejemplo 1. El grupo testigo (grupo C) consistié6 en ratones BALB/c de las
mismas caracteristicas inoculados con 200 pl de PBS por via intraperitoneal.
En el curso del experimento se sacrificaron aleatoriamente en los dias 1, 2, 4,
8, 16, 32 y 64 cinco animales de cada grupo, excepto para el grupo testigo

que se sacrificaron tres ratones por dia.

Todos los ratones fueron examinados diariamente para observar signos

clinicos compatibles con la infeccién por N. caninum.

El sacrificio de los ratones se realizé6 en atmdsfera de CO,. Inmediatamente
después del sacrificio se obtuvo sangre mediante puncién intracardiaca con
jeringa de insulina y aguja de 0,5x16 mm. Los ratones se pesaron en el
momento del sacrificio con el fin de detectar disminuciones del peso con
respecto al grupo testigo. Las muestras de sangre (200-500 0l) se
depositaron en tubos de 1,5 ml con EDTA para al estudio de la parasitemia.
Posteriormente, se realizé la necropsia de cada individuo procediendo a la
apertura de las cavidades abdominal y toracica, valorando la presencia de
lesiones macroscopicas y extrayendo el pulmén y el encéfalo, los cuales se
congelaron a -80° C en tubos de 1,5 ml estériles hasta la extracciéon del ADN,
con el objetivo de detectar la presencia del parasito por PCR.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 2000 x g durante 10 min. El

sedimento formado por las células sanguineas se destin6 a la extraccion del
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ADN uutilizando el sistema comercial "Genomic-Prep cell and blood DNA
isolation kif' (Amershan Biosciences) y el plasma obtenido fue mantenido a -
80°C. El ADN de pulmén y encéfalo se extrajo a partir de 10-20 mg de tejido
congelado con el sistema comercial "Genomic-Prep cell and tissue DNA

isolation kif' (Amershan Biosciences).

Para la deteccion del parasito en las muestras de sangre, pulmén y encéfalo
recogidas de los animales sacrificados se utiliz6 la técnica de PCR anidada
de la region ITS-1, siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. En
todas las reacciones se utilizaron como testigo positivo el ADN obtenido de

taquizoitos de N. caninum y como negativo agua ultrapura estéril.

Todos los ratones del grupo testigo (grupo C) sobrevivieron hasta el final del
experimento clinicamente saludables. Por el contrario, uno de los ratones del
grupo A desarroll6 signos clinicos claramente compatibles con la neosporosis
(hemiparesia y ataxia) a partir del dia 31 y sobrevivié hasta el dia 38
postinoculacién (Pl) cuando, por la gravedad de los sintomas, fue sacrificado.
En el grupo B un total de 11 ratones presentaron signos clinicos compatibles
con la neosporosis en mayor o menor grado a lo largo del experimento. A
partir del dia 14 PI, estos presentaron erizamiento del pelo, fuerte anorexia,
letargia, hemiparesia y algunos de ellos torneo. Tres de los ratones fueron

sacrificados los dias 24 y 58 Pl debido a la gravedad de los sintomas.

Durante la necropsia se observé esplenomegalia en la mayoria de los ratones
sacrificados de los grupos A y B desde el dia 2 al dia 16 PI, y linfoadenopatia
en ganglios mesentéricos e iliacos desde el dia 2 hasta el dia 32, en el grupo

A, y desde el dia 1 hasta el final del experimento en el grupo B.

El ADN de N. caninum se detecté en sangre desde el dia 1 al 8 PIl, y en
pulmon y encéfalo desde el dia 2 al 64 Pl. En lo que se refiere a la frecuencia
de deteccion de N. caninum se observé una mayor detectabilidad del parasito
al aumentar la dosis del inéculo. En el grupo C (grupo testigo) todas las

muestras analizadas fueron negativas, segun lo esperado. Los resultados
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obtenidos para la distribucion del parasito en los grupos A y B se muestran en

la Tabla Ill.

En dicha tabla se puede observar que a partir de los 16 dias PI el parasito

desaparece de la sangre y de los pulmones de los ratones, incluso de

5 aquellos que fueron inoculados con la dosis mas alta. En cuanto a la

presencia del parasito en encéfalo el ADN fue detectado a partir del dia 16 Pl
en el grupo A y a partir del dia 4 Pl en el grupo B hasta el dia 64 PI,

demostrando la capacidad de acantonamiento del aislado de la infeccion en

este 6rgano.

10

TABLA llI: Deteccién del ADN del aislado NcSpain7 en sangre, pulmén y
cerebro de raton a lo largo del experimento del Ejemplo 3 en los grupos

AyB
Sangre Pulmén Encéfalo
Dias PI GrupoA  GrupoB  GrupoA GrupoB  GrupoA  GrupoB
1 0/5° (O%)b 3/5 (60%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
2 1/5 (20%) 3/5 (60%) 0/5 (0%) 2/5 (40%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
4 1/5 (20%) 1/5 (20%) 2/5 (40%) 5/5 (100%) 0/5 (0%) 1/5 (20%)
8 0/5 (0%) 2/5 (40%) 4/5 (80%) 5/5 (100%) 0/5 (0%) 4/5 (80%)
16 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 3/5 (60%) 2/5 (40%) 5/5 (100%)
24° - 0/2°¢ - 0/2° - 212°¢
32 0/5 (0%) 0/4 (0%) 0/5 (0%) 0/4 (0%) 2/5 (40%) 4/4 (100%)
38° 0/1° - 0/1° - 11° -
58° - 0/1°¢ - 0/1°¢ - 111°¢
64 0/5 (0%) 0/4 (0%) 0/5 (0%) 0/4 (0%) 4/5 (80%) 4/4 (100%)
fLas fracciones representan el n° de ratones positivos frente al n° total de ratones.
15 ®Porcentaje de deteccion.
la de sus sintomas.

‘Animales

sacrificados

por

gravedad
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A continuacion se procedié a determinar la carga parasitaria de las muestras
de encéfalo y pulmén positivas mediante la técnica de PCR cuantitativa en

tiempo real segun consta en la patente EP1655378.

Las cargas parasitarias obtenidas para el grupo A en el pulmén fueron bajas
en el dia 4 PI, incrementandose ligeramente el dia 8 Pl. En el caso del grupo
B, la carga detectada se incrementé significativamente en el dia 4 Pl
alcanzando el maximo el dia 8 PI (Figura 1, panel A). Cuando se estudiaron
las cargas parasitarias en el encéfalo de los ratones del grupo A, el nimero
de parasitos encontrados los dias 16 y 32 Pl fue similar y se incrementé
ligeramente en el dia 64 PI. En el grupo B la carga parasitaria fue maxima en
el dia 16 PI, y en los dias 32 y 64 disminuyd, aunque se mantuvo en niveles
elevados. E| analisis estadistico comparativo de ambos grupos mediante el
programa informatico Statistica (version 5.0, copyright Statsoft. Inc.) demostré
que durante los dias 16 y 32 PI, el grupo B presenté una mayor carga
parasitaria (P < 0,05 U de Mann-Whitney), sin embargo en el dia 64 PI, las
cargas detectadas en ambos grupos fueron similares (P > 0,05 U de Mann-

Whitney) (Figura 1, panel B).

En la figura 1, en ordenadas se representa el nimero de taquizoitos
detectados por microgramo de ADN genémico del hospedador, cuantificados
por la técnica de la PCR en tiempo real en pulmén (Panel A) y encéfalo
(Panel B) de los ratones de los grupos A (barras de puntos), inoculados con
108 taquizoitos del aislado Nc-Spain 7, y B (barras listadas), inoculados con
107 taquizoitos, a lo largo de la infeccion experimental. En abscisas se indica
el dia postinoculacion. Las barras estan representadas con su mediana, y los
cuartiles 25% y 75%.

Ejemplo 4.- Inmunogenicidad del aislado Nc-Spain 7 en un modelo murino

La deteccion de las inmunoglobulinas de los isotipos IgG1 e IgG2a
especificas para N. caninum en el plasma de los ratones infectados del
Ejemplo 3 se llevé a cabo mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
indirecto.
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Para ello, cada placa de 96 pocillos (Maxisorp de Nunc) fue antigenada con
0,5 ug de proteina del extracto soluble de taquizoitos del aislado Nc-1 de N.
caninum obtenido por sonicacion y fijada con solucién de formolina
tamponada al 10%. Tras bloquear con tampén PBS-Tween-20 al 0,05% vy
seroalbumina bovina al 1%, e incubar con los sueros problema a una dilucién
1/100, se emplearon como anticuerpos secundarios anti-lgG1 y anti-lgG2a de
raton conjugados con peroxidasa (Southern Biotechnology) a una dilucion
1/5000. Finalmente, la reacciéon colorimétrica se desarrollé mediante la
adicién del sustrato o-dihidrocloruro-diamino-fenileno (0,6 mg/ml; Sigma) en
tampon citrato 0,05 M suplementado con el 0,045% de H;0,. Tras parar la
reaccion colorimétrica con una solucién de H,SO, 2M, la absorbancia se
midi6 en un lector de ELISA a una longitud de onda de 405 nm. Los
resultados se expresaron como densidad 6ptica. Como testigos de la prueba
se incluyeron en cada placa una muestra de suero de ratéon negativa
(densidad oéptica menor de 0,1) asi como un suero de raton infectado

experimentalmente con una densidad 6ptica mayor de 2,0.

La produccién de las inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a no fue detectada hasta
el dia 8 Pl para ambos grupos Ay B. En el grupo A, a partir del dia 16 Pl se
produjo un fuerte incremento de los niveles detectados para ambos isotipos
gue se mantuvieron hasta el dia 64 PIl. A lo largo del experimento, los ratones
inoculados con 10° taquizoitos tuvieron una concentracion de 1gG2a
ligeramente superior a IgG1 durante los dias 8, 16 y 32 PI, aunque el dia 64
Pl la concentracion de IgG1 super6 ligeramente a la de 1gG2a (Figura 2,
panel A). En cuanto al grupo B, se produjo un incremento de los niveles de
ambas inmunoglobulinas a partir del dia 8 Pl que se mantuvo hasta el dia 64
Pl, donde se obtuvieron los maximos valores. En este caso la produccion de
la IgG2a el dia 8 Pl fue considerablemente superior a la de IgG1, mientras
que en los dias 16, 32 y 64 PI los niveles de IgG1 predominaron frente a los

de IgG2a (Figura 2, panel B).

En la figura 2, en ordenadas se representa la densidad 6ptica (D.O.),
determinada a 450 nm utilizando la técnica de ELISA, como la medida de los
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anticuerpos 1gG1 (barras en negro) e IgG2a (barra en gris) especificos frente
a N. caninum producidos por los ratones de los grupos A, (Panel A) y B
(Panel B), que fueron inoculados con 108 y 107 taquizoitos del aislado Nc-
Spain 7 respectivamente, frente al grupo testigo (IgG1, representados por
barras con lineas oblicuas e IgG2a representados por barras en blanco) a lo
largo de la infeccion experimental. En abscisas se muestran los dias

postinfeccion (Pl).

Ejemplo 5: Determinacion de la capacidad de transformacién entre el estadio

de taquizoito y bradizoito del aislado Nc-Spain7 en estudios in vitro

En este apartado se describe la valoracion de la capacidad de transformacion
al estadio de bradizoito de taquizoitos del aislado Nc-Spain 7 in vitro
siguiendo el procedimiento descrito por Risco-Castillo ef al., 2004, J Parasitol.
90(3):466-70.

Se cultivaron monocapas de la linea celular MARC-145 sobre cubreobjetos
circulares de 10 mm de diametro, dentro de placas de 24 pocillos utilizando
como medio de cultivo medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino, HEPES 15mM (pH 7,2), glutamina 2mM, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 0Og/ml y anfotericina B 250 ng/ml. Las monocapas
celulares fueron infectadas a las 24 horas con taquizoitos del aislado Nc-
Spain 7 a una dosis de infeccion hospedador:parasito de 2:1. Veinticuatro
horas después de la infeccion, el medio se reemplazé con medio fresco
conteniendo 2 % de suero fetal bovino y nitroprusiato sédico 700M (Sigma)
como agente. estresante inductor de la transformacion al estadio de
bradizoito. Este medio se renové diariamente durante 7 dias y los cultivos se
mantuvieron a 37°C y 5% CO;

A lo largo del experimento se fijaron las monocapas celulares infectadas
diariamente hasta el dia 3 y los dias 5 y 7 postestrés para la realizacion de un
ensayo de inmunofluorescencia indirecta de doble marcaje, utilizando un
suero policlonal de conejo producido frente a la proteina TgBAG1
recombinante (aBAG1; dilucion 1:100), que reacciona frente el antigeno
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intracitoplasmatico especifico de bradizoito denominado NcBAG1, y un
anticuerpo monoclonal desarrollado en raton frente a la proteina superficial
especifica de taquizoito llamada SAG1 (aSAG1, diluciéon 1:150). Como
anticuerpos secundarios, se usaron anti-lgG de conejo conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FICT) y anti-ilgG de ratén conjugado con
tetrametil rodamina (TRIC) (Sigma), respectivamente. Los nucleos de las

células hospedadoras y del parasito fueron marcados con DAPI.

Los cristales fueron observados en un microscopio invertido de fluorescencia
(Nikon Eclipse TE200) usando un objetivo de inmersion 100X. La
transformacién se evaluo por duplicado para cada dia estudiado, contando 10
campos al azar en cada cristal, para determinar la expresién de cada proteina
especifica. La expresion de BAG1 se detecté desde el segundo dia post-
estrés y aumenté progresivamente hasta observar un 32% de vacuolas

parasitéforas BAG1 positivas el dia 7 post-estrés (Figura 3).

El grado de conversion entre estadios se establecié como el porcentaje
relativo del nimero de vacuolas parasitéforas que expresaron BAG1 versus el

total de vacuolas parasitéforas contadas.

En la figura 3, en el eje de las ordenadas se representa la media del
porcentaje de vacuolas BAG1 positivas (barras en negro) y SAG1 (barras en
blanco). En el eje de las abscisas se muestran los dias de tratamiento con 70
OM de nitroprusiato sodico (SNP).

Ejemplo 6: Analisis inmunohistoquimico de la capacidad de transformacién

taquizoito-bradizoito del aislado Nc-Spain7 in vivo

En este ejemplo se describen los andlisis inmunohistoquimicos llevados a
cabo en las muestras del encéfalo del ternero congénitamente infectado a
partir del cual se obtuvo el aislado de la invencién con lo que se confirma la
capacidad de transformacion entre los estadios de taquizoito-bradizoito del

aislado Nc-Spain 7 in vivo.
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Para ello, las diferentes muestras de tejido nervioso mantenidas en solucién
de formolina al 10% fueron deshidratadas y embebidas en parafina siguiendo
el método habitual. A continuacién, multiples secciones consecutivas de 3 a 6
Om de espesor de las muestras parafinadas fueron desparafinadas con
xileno, rehidratadas y sometidas al tratamiento en H;O; al 0,3% en metanol
durante 30 minutos, con el fin de inhibir la actividad peroxidasa enddgena.
Posteriormente, fueron tratadas con soluciéon de cloruro calcico-tripsina (pH
7.8) durante 40 minutos a 37° C y bloqueadas con suero de cabra durante 30
minutos. Las diferentes secciones fueron incubadas con suero policlonal de
conejo desarrollado frente al antigeno BAG1, expresado en el estadio de
bradizoito (aBAG1) a una dilucién 1:200 durante 12-18 horas a temperatura
ambiente, o un suero policlonal de conejo anti-taquizoitos de N. caninum
(ataquizoito) a una dilucion 1:3000. Inmediatamente después, las muestras
fueron incubadas con el anticuerpo anti-inmunoglobulina IgG de conejo
biotinilado durante 30 minutos y, seguidamente, con la solucién ABC-P
durante 40 minutos. El revelado se realiz6 mediante la utilizacion de
diaminobenzidina como substrato de acuerdo con las instrucciones del
fabricante especificadas en el kit ABC (Vectastain ABC kit, Vector Lab.). Por
ultimo, las diferentes seccioneé fueron tefidas con hematoxilina,

deshidratadas y montadas para su observacion microscopica.

En la mayoria de las secciones analizadas se detecté la presencia de
bradizoitos localizados en quistes. Estos bradizoitos fueron especificamente

reconocidos por el anticuerpo aBAG1.

Eiemplo 7: Evaluacion de la capacidad protectora de una vacuna inactivada

elaborada con el aislado Nc¢-Spain?

En este ejemplo se describe el desarrollo de una vacuna inactivada elaborada
con el aislado de la invencién Nc-Spain7 y se evalla su seguridad y eficacia

utilizando un modelo murino experimental.
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El antigeno para las inmunizaciones se prepar6 a partir de taquizoitos
obtenidos, recogidos y purificados como se describe en el Ejemplo 2, que
fueron inactivados mediante su tratamiento con el agente etilenimina binaria
(BEI) a una concentracion 0,01 M en agua destilada durante un periodo de 96
horas a 4° C y, posteriormente, se neutralizé6 con una solucién de tiosulfato
sodico. A continuaciéon, el producto vacunal fue formulado mediante su
adyuvantado con el adyuvante A (Laboratorios Hipra S.A., Girona, Espafa) a
una concentraciéon de antigeno equivalente a 5 x 10° taquizoitos inactivados
por dosis de inoculacién en los laboratorios Hipra S.A. (Gerona, Espana).
Para la prueba de vacunacion se emplearon ratones hembras de la estirpe

BALB/c de 8 semanas de edad (Harlan Ibérica, Barcelona).

En la Tabla IV se recogen los diferentes grupos incluidos en la prueba
vacunal que incluyen un grupo vacunado con el antigeno adyuvantado (G1) o
con el adyuvante sin antigeno (G2) que fueron desafiados con una dosis de
infeccion experimental de 2 x 10° taquizoitos del aislado Nc-1, y dos grupos
de ratones testigo, uno no vacunado y desafiado (G3) y otro no vacunado no
desafiado (G4), que constituyeron el grupo “no vacunado” durante el periodo
inductor. En cuanto a la pauta de vacunaciéon consisti6 en dos dosis
vacunales con 21 dias de intervalo considerando la primera inoculaciéon como
dia 0 del experimento, y a los 53 dias postinoculacién se realizé el desafio

con 2x10° taquizoitos del aislado Nc-1, por via subcutanea.

La seguridad del producto vacunal se evalué observando diariamente a los
animales, comprobando si se producian reacciones locales en la zona de

inoculacion o bien reacciones sistémicas debidas a la vacunacion.

La eficacia de la vacuna se valoré6 mediante la evaluaciéon de la respuesta
inmune humoral inducida en los animales vacunados, morbilidad y mortalidad,
asi como la presencia del parasito en el sistema nervioso central por la
técnica de PCR.
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Tabla IV. Distribucion de los grupos de la prueba vacunal.

{ Dosis antigeno Vacunacién y Infeccion
Lo .. experimental
GRUPO | Nitmero de animales Adyuvante (pg/ratén) revacunacion
Nc-1
| (Nc-Spain7) (Ne-1)
T 5 . 3
Gl 16 A 5x .10 t{iqunzmtos + 2x10°
inactivados
G2 13 A 0 + 2x10°
G3 5 - 0 - 2x10°
G4 14 - 0 - -

Para evaluar la respuesta inmune humoral (IgG1 e IgG2a) desarrollada en los
diferentes gfrupos ensayados se utiliz6 un ELISA indirecto con proteinas
5 solubles de I‘N. caninum como antigeno segun se describe en el Ejemplo 4. La
respuesta inmune se estudi® durante la fase inductora (proceso de
vacunaciénf), sacrificando un nimero de 5 animales del grupo G1, G2 y “no
vacunado” en el dia 23 postinoculacion. El dia 30 postdesafio (dia 83
postinoculacién) los ratones de los diferentes grupos fueron sacrificados. Se
10  recogié una muestra de sangre para la evaluacién de la respuesta inmune
humoral desarrollada durante la fase efectora (fase de desafio o infeccién con

el parasito).

La presencia del parasito en el encéfalo de los animales sacrificados el dia 30
postdesafio se determiné mediante la técnica de PCR. Para ello, se realiz6 la
15  extraccion del ADN genémico a partir de 10-20 mg de tejido nervioso de los
diferentes encéfalos mediante la prueba comercial “Realpure Extraccion DNA
Gendmico” (Realpure, Durviz), siguiendo las instrucciones del fabricante, y a
continuacion, se procedié a la deteccidon del parasito mediante la técnica de
PCR anidada de la regién ITS-1 siguiendo el procedimiento descrito en el
20 Ejemplo 1.

En cuanto al analisis estadistico de los datos obtenidos, la valoracion de las
diferencias entre porcentajes se realiz6 aplicando la prueba estadistica Chi
cuadrado o F de Fisher mediante tablas de contingencia 2x2. En el caso de

los valores de densidad 6ptica para IgG1 e IgG2a, las diferencias entre los
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grupos fueron analizadas por la prueba paramétrica Anova unifactorial.
Cuando se observaron diferencias estadisticamente significativas, los grupos
se compararon dos a dos mediante la prueba paramétrica de Duncan.
Asimismo y empleando el test paramétrico de Dunnett, todos los grupos se

compararon con el grupo G3 (no vacunado e infectado).

En cuanto a la seguridad, unicamente se observo en aquellos grupos
inoculados con el adyuvante A una reaccion local debida a la vacunacion. Sin
embargo, en ninguno de los grupos se observaron reacciones sistémicas

adversas como consecuencia de la misma.

En cuanto a la eficacia, después del desafio, se observaron signos clinicos
compatibles con la infeccion por N. caninum (inactividad, erizamiento,
encorvamiento, debilidad y sintomatologia nerviosa) en algunos animales (un
raton del grupo G1 y otro del grupo G3). No se observaron diferencias

significativas en ninguno de los grupos analizados.

En la fase inductora se detectaron los niveles mas altos de los isotipos 1gG1 e
IgG2a en el grupo vacunado (G1). Con respecto a IgG1 se observaron
diferencias significativas al comparar el grupo G1 versus G2 (Anova
unifactorial) y el grupo “no vacunado” (G4) (Prueba de Dunnett). En el caso
del isotipo 1gG2a no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(Figura 4, Panel A). Durante la fase efectora se detectaron niveles elevados
para ambos isotipos IgG2a e IgG1 en todos los grupos desafiados (GH1, G2y
G3). Con respecto a IgG1 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas al comparar los grupos desafiados, aunque con respecto al
isotipo 1gG2a los niveles detectados en el grupo G2 fueron significativamente

superiores frente al grupo G1 (Anova unifactorial) (Figura 4, Panel B).

En la figura 4, en ordenadas se representa la densidad optica (D.O.),
determinada a 450 nm utilizando la técnica de ELISA, como la medida de los
anticuerpos 1gG1 (barras en gris) e IgG2a (barras en negro) especificos frente
a N. caninum producidos por los ratones de los diferentes grupos de la

prueba vacunal durante la fase inductora el dia 23 postinoculacion (Panel A) y
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efectora el dia 30 tras el desafio (Panel B). En abscisas se muestran los

diferentes grupos incluidos en la prueba vacunal.

Los resultados obtenidos durante el periodo inductor demostraron la
capacidad del preparado vacunal de inducir una repuesta inmunologica, al

menos de tipo humoral, especifica frente a N. caninum.

La presencia de ADN de N. caninum se detecté en un numero variable de
animales en funcién del grupo analizado (Tabla V). No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon los grupos
G1 versus G2 o G2 versus G3 (P>0,05, F de Fisher), aunque el resultado fue
estadisticamente significativo cuando se efectué la comparacion del grupo G1
(vacunado y desafiado) frente al grupo G3 (no vacunado y desafiado)
(P<0,05, F de Fisher). Por tanto, en los animales vacunados con el aislado
Nc-Spain 7 se observd una disminucién significativa de la detectabilidad del
parasito en el SNC respecto al grupo testigo no vacunado y desafiado, lo cual
implica que la respuesta inmune desarrollada por el preparado vacunal es

capaz de limitar la multiplicacién del parasito en este érgano diana.

Tabla V. Resultados de PCR anidada en encéfalo.

GRUPO Gi G2 | G3 | G4
ANIMALES POSITIVOSITOTAL | 4111 | 6/8 | 5/5 | 0/9
PORCENTAJE 61 7 [100%| 0%

Ejemplo 8: Aplicacion del aislado Nc-Spain7 en pruebas serolégicas de

diagnostico

Se describe la utilizacion del aislado de la invenciéon Nc-Spain7 en técnicas de
diagnéstico basadas en la deteccion de anticuerpos serolégicos especificos
frente a N. caninum, y en este ejemplo concreto, mediante su empleo en la

técnica de inmunoblot.
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Diferentes muestras de 10® taquizoitos de los aislados Nc-Spain7 y Nc-1,
utilizado en este estudio como aislado de referencia, mantenidos a -80 C,
obtenidos, recogidos y purificados como se describe en el Ejemplo 2, fueron
resuspendidos en tampén de lisis de proteinas (2 % de sodio dodecil sulfato
(SDS), 10 % de glicerol, 60 mM de Tris-HCI (pH 6.8), 100 mM de ditiotreitol
(DTT) y 0,048 % de azul de bromofenol), hervidos durante 10 minutos y
sometidos a electroforesis en geles de acrilamida. De este modo, el antigeno
equivalente a 2 x 10" taquizoitos por gel fue resuelto a través de un gel
empaquetador de bis/acrilamida al 4% (pH 6,8) seguido a continuacion por un
gel separador de acrilamida-DATD al 12,5%, utilizando el sistema Mini-
PROTEAN Il System (Bio-Rad, California, USA). Con el fin de estimar el
patron de migracion de los diferentes antigenos posteriormente detectados,
se incluyé6 también el marcador Precision Plus Protein Standards
Kaleidoscope (Bio-Rad). A continuacién, las proteinas fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa de 0,22 Om utilizando el sistema Mini Trans-
Blot Cell (Bio-Rad).

Tras el tratamiento de las membranas en soluciéon bloqueante TBS (BSA 3%
en TBS- Tween 0,05%), fueron incubadas con los plasmas obtenidos a partir
de ratones infectados experimentalmente y los sueros de bovinos infectados
natural o experimentalmente, a una dilucién 1:50 y 1:20, respectivamente.
Como segundo anticuerpo se utilizé un anticuerpo policlonal desarrollado en
conejo frente a la molécula completa de la IgG de ratén a una dilucién 1:500
(Sigma) y un anticuerpo monoclonal frente a la IgG1 e 1IgG2 de bovino a una
dilucion 1:400 (Hipra S.A., Gerona, Spain), ambos conjugados con
peroxidasa. Tras la incubaciéon con este segundo anticuerpo, los complejos
antigeno-anticuerpo formados fueron detectados utilizando el compuesto

cromogénico 4-cloro- 1 naphtol (Bio-Rad) como sustrato.

Las muestras de plasma de raton utilizadas se obtuvieron mediante la mezcla
a partes iguales de los plasmas recogidos a partir del dia 32 postinfeccion de
ratones infectados experimentalmente con 10° taquizoitos de los aislados Nc-

1, Nc-Liverpool y Nc-Spain7 y 10’ taquizoitos de Nc-Spain7, segun se
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describe en el Ejemplo 3. Igualmente, se incluyé como control la mezcla de
los plasmas de los ratones testigo inoculados con PBS el dia 32

postinfeccion.

En cuanto a las muestras de bovino estudiadas se incluyeron sueros de
animales naturalmente infectados, tanto sueros pre-calostrales obtenidos a
partir de terneros infectados congénitamente, incluyendo el suero del ternero
a partir del cual se obtuvo el aislado Nc-Spain7, como sueros obtenidos a
partir de vacas naturalmente infectadas. Ademas, se probaron sueros
obtenidos mediante la mezcla a partes iguales de los sueros recogidos a
partir de novillas experimentalmente infectadas en el dia 70 de gestaciéon con
108 taquizoitos del aislado Nc-1. Los respectivos sueros testigos negativos

también fueron incluidos.

Los perfiles antigénicos detectados al usar el plasma de los ratones
analizados fueron idénticos en los exiractos de ambos aislados, Nc-Spain 7 y
Nc-1 (Figura 5). Las principales proteinas antigénicas detectadas en ambos
aislados fueron de 17, 24, 30, 34-35, 37, 39, 72-74 kDa, y algunas con
elevado peso molecular (> 80 kDa). Aunque la reaccién fue mas intensa y se
observé un mayor numero de bandas con el plasma de los ratones infectados
con 107 taquizoitos del aislado Nc-Spain7 frente al plasma de los infectados
con 10° la mayoria de los antigenos inmunodominantes de 30, 34-35 y 37
kDa descritos en estudios previos (Atkinson et al., 1999, Parasitology 118 (Pt

4):363-370) se detectaron claramente.

En la Figura 5 se muestra el analisis por inmunoblot con el extracto proteico
completo de los aislados de N. caninum Nc-Spain7 (Panel A) y Nc-1 (Panel B)
en condiciones reductoras con una mezcla a partes iguales de los plasmas
obtenidos a partir de ratones infectados experimentalmente como se describe
a continuacion: Ratones Balb/c infectados con 10° taquizoitos de Nc-1 (linea
1), ratones Balb/c infectados con 10° taquizoitos de Nc-Liverpool (linea 2),
ratones Balb/c infectados con 107 taquizoitos de Nc-Spain7 (linea 3), ratones
Balb/c infectados con 10° taquizoitos de Nc-Spain7 (linea 4) y ratones Balb/c
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inoculados con PBS (linea 5). El perfil de migracién de las proteinas
correspondientes al marcador Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope
(Bio-Rad) esta indicado mediante Iinéas con su masa molecular
correspondiente en kDa. Los principales antigenos inmunodominantes
detectados estan senalados mediante puntas de flecha, indicando la masa

molecular aparente en kDa.

También en el analisis realizado con los sueros bovinos se reconocieron
perfiles antigénicos similares para ambos aislados. Los antigenos
inmunodominantes de 17, 28, 30, 34-35 y 37 kDa, identificados en estudios
previos (Alvarez-Garcia et al., 2002, Vet Parasitol. 107(1-2):15-27) fueron
detectados con los sueros bovinos de infeccién natural. Los perfiles
antigénicos desarrollados con los sueros obtenidos a partir de las novillas
infectadas experimentalmente, en cambio, mostraron un perfil distinto donde
destacé la reaccién generada por una proteina de 39 kDa, pero fueron

idénticos para ambos aislados.

En la Fiéura 6 se muestra el analisis por inmunoblot con el extracto proteico
compl,e_fg de los aislados de N. caninum Nc-Spain7 (Panel A) y Nc-1 (Panel B)
en condiciones reductoras de los sueros obtenidos a partir de bovinos, como
se describe a continuacién: suero precalostral de ternero (titulo IFI 1:1600)
(linea 1), suero precalostral de ternero (titulo IFI 1:800) (ternero de origen
para el aislamiento de Nc-Spain7) (linea 2), suero precalostral de ternero
testigo negativo (linea 3), mezcla a partes iguales de los sueros de novillas
experimentalmente infectadas con 10® taquizoitos de Nc-1 (linea 4 y 5),
mezcla ;a partes iguales de los sueros de novillas inoculadas con PBS (linea
6) y suero de vacas naturalmente infectadas (linea 7 y 8). El perfil de
migracidbn de las proteinas correspondientes al marcador Precision Plus
Protein Standards Kaleidoscope (Bio-Rad) esta indicado mediante lineas con
su masa molecular correspondiente en kDa. Los principales antigenos
inmunodominantes detectados estan sefialados mediante puntas de flecha,

indicando la masa molecular aparente en kDa.
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Los resultados mostrados en esta prueba confirman la utilidad del aislado Nc-
Spain7 como antigeno en pruebas de inmunoensayo para la deteccion de
anticuerpos especificos frente a Neospora en una muestra biolégica. La
bateria de sueros utilizada en la prueba de inmunoblot desarrollada en el
presente ejemplo, formada por sueros procedentes de animales infectados
natural y experimentalmente con el parasito N. caninum, mostraron idéntico
patrén antigénico de deteccion en los extractos celulares obtenidos del
aislado de referencia, Nc-1, y de Nc-Spain7, incluyendo la deteccién del
conjunto de proteinas antigénicamente predominantes o antigenos
inmunodominantes descritos en estudios previos por otros autores, lo cual

corrobora su utilidad diagnostica.
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REIVINDICACIONES

1. Parasito aislado a partir de tejido nervioso bovino, de la especie Neospora
caninum y denominado Nc-Spain7, depositado en la Coleccion de Cultivos de

Algas y Protozoos con numero de acceso CCAP 2051/1.

2. Uso de cultivos celulares biolégicamente puros infectados por el aislado
Nc-Spain7 de la reivindicacion 1 en la obtencién de taquizoitos, bradizoitos,
polipéptidos, antigenos, anticuerpos, acidos nucleicos y otros compuestos de
utilidad en la elaboracién de productos para el diagnoéstico, el tratamiento y la

prevencion de la neosporosis.

3. Uso de cultivos celulares biolégicamente puros infectados por el aislado
Nc-Spain7, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque son cultivos de

células de rindn de mono verde.

4. Uso del aislado Nc-Spain7 de la reivindicaciéon 1 en el diagndstico de la

infeccién causada por Neospora.

5. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacion 4, caracterizado

porque el diagnédstico se realiza mediante técnicas inmunologicas.

6. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicaciéon 5, caracterizado
porque la técnica inmunolégica se basa en la utilizacion de antigenos
procedentes del aislado Nc-Spain7 en cualquiera de sus estadios del ciclo
biolégico.

7. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacion 6, caracterizado
porque el antigeno del aislado Nc-Spain7 esta constituido por el propio
aislado en cualquiera de sus estadios del ciclo biolégico, extractos y/o lisados
celulares obtenidos a partir del mismo, polipéptidos antigénicos obtenidos a
partir del aislado Nc-Spain7 o producidos mediante técnicas de ADN
recombinante a partir de polinucleétidos obtenidos del propio aislado, parcial

o totalmente purificados, o0 sus mezclas.
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8. Uso del aislado Nc-Spain7, seguln la reivindicacién 7, caracterizado
porque la técnica inmunolégica utilizada es inmunoenzimatica, de
inmunofluorescencia, de inmunoblot, de aglutinacion o cualquier otro método
basado en la deteccién de anticuerpos especificos frente a N. caninum
utilizando antigenos procedentes del aislado de la invencién en cualquiera de

los estadios del ciclo biolégico.

9. Uso del aislado Nc-Spain7, segin la reivindicacion 5, caracterizado
porque la técnica inmunolégica se basa en la utilizacion de anticuerpos que
reaccionan especificamente contra antigenos procedentes del aislado Nc-

Spain7 en cualquiera de los estadios del ciclo biologico.

10. Uso del aislado Nc-Spain7, segin la reivindicacion 9, caracterizado
porque la técnica inmunolégica utilizada es inmunoenzimatica, de
inmunofluorescencia, de inmunoblot, de aglutinacion o cualquier otro método
basado en la deteccion de antigenos especificos de N. caninum utilizando
anticuerpos policlonales o monoclonales desarrollados frente a antigenos del

aislado de la invencion en cualquiera de los estadios del ciclo biolégico.

11. Uso del aislado Nc-Spain7, segun reivindicaciones 9 y 10, caracterizado

porque los anticuerpos son monoclonales.

12. Uso de! aislado Nc-Spain7, segin la reivindicacion 4, caracterizado
porque el diagnéstico se realiza mediante técnicas de deteccion de acidos

nucleicos.

13. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacion 12, caracterizado
porque las técnicas de deteccion de acidos nucleicos se basan en la
hibridacion especifica e incluyen la aplicacion de la PCR, la hibridacion in situ
y la PCR in situ.

14. Uso del aislado Nc-Spain7, segin la reivindicacién 13, caracterizado
porque las técnicas de deteccion de acidos nucleicos se aplican al DNA del
parasito extraido a partir de una muestra bioldgica.

15. Uso del aislado Nc-Spain7 de la reivindicacion 1 en la fabricacion de una
vacuna para el tratamiento y/o prevencion de la infeccion causada por

Neospora en animales.
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16. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacion 15, caracterizado
porque la fabricacion de la vacuna se realiza a partir del aislado Nc-Spain7 en

cualquiera de los estadios del ciclo biolégico.

17. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicaciéon 16, caracterizado
porque la fabricacion de la vacuna se realiza a partir del aislado Nc-Spain7
vivo atenuado, inactivado y/o fijado en cualquiera de los estadios del ciclo
biolégico.

18. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacién 16, caracterizado
porque la fabricacion de la vacuna se realiza a partir un extracto y/o lisado

celular del aislado Nc-Spain7 en cualquiera de los estadios del ciclo bioldgico.

19. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacion 16, caracterizado
porque la fabricacién de la vacuna se realiza mediante la utilizacion de
proteinas antigénicas del aislado Nc-Spain7 en cualquiera de los estadios del
ciclo biolégico.

20. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacion 19, caracterizado

porque las proteinas antigénicas son proteinas recombinantes.

21. Uso del aislado Nc-Spain7, segun las reivindicaciones 19 y 20,

caracterizado porque las proteinas estan purificadas parcial o totalmente.

22. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicaciéon 15, caracterizado
porque la fabricacién de la vacuna se realiza mediante la introduccion del gen
codificante del inmundgeno en las células hospedadoras de los animales que

se desea vacunar.

23. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicaciébn 22, caracterizado
porque el gen codificante del inmunégeno se introduce en la ceélula

hospedadora mediante su clonaje en un vector plasmidico.

24. Uso del aislado Nc-Spain7, segun la reivindicacion 22, caracterizado
porque el gen codificante del inmunégeno se introduce en la célula

hospedadora mediante su clonaje en un virus.

25. Uso del aislado Nc-Spain7, segun las reivindicaciones 15 a 24,
caracterizado porque la vacuna se prepara como inyectable en formulaciones

liquidas o en forma sélida para su posterior reconstitucion.
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26. Uso del aislado Nc-Spain7, segun las reivindicaciones 15 a 24,

caracterizado porque la vacuna se prepara como formulacion oral.

27. Uso del aislado Nc-Spain7, segun las reivindicaciones 25 y 26, que
comprende un adyuvante y/o una o varias citoquinas y/o

inmunoestimuladores.

28. Uso del aislado Nc-Spain7 de la reivindicacion 1 en la preparacion de un
producto farmacéutico para el tratamiento de la infeccion y/o enfermedad
causada por N. caninum mediante inmunoterapia pasiva caracterizado
porque contiene anticuerpos que reaccionan especificamente contra

antigenos del aislado Nc-Spain7.

29. Parasito aislado a partir de tejido nervioso bovino, de la especie Neospora
caninum, descrito en la reivindicacion 1, caracterizado porque esta

modificado genéticamente.

30. Uso de cultivos celulares biolégicamente puros infectados por el aislado
modificado genéticamente de la reivindicacion 29 en la obtencion de
taquizoitos, bradizoitos, polipéptidos, antigenos, anticuerpos, acidos
nucleicos y otros compuestos de utilidad en la elaboracion de productos para

el diagnéstico, el tratamiento y la prevencion de la neosporosis.

31. Uso del aislado modificado genéticamente de la reivindicacion 29 en el

diagnostico de la infeccion causada por Neospora.

32. Uso del aislado modificado genéticamente, segun la reivindicacion 31,
caracterizado porque el diagndstico se realiza mediante técnicas
inmunologicas basadas en la utilizacién de antigenos procedentes del aislado
modificado genéticamente en cualquiera de sus estadios del ciclo biolégico
y/o en la utilizacion de anticuerpos que reaccionan especificamente con
antigenos de este aislado modificado genéticamente.

33. Uso del aislado modificado genéticamente de la reivindicacién 29 en la

fabricacion de una vacuna para el tratamiento y/o prevencién de la infeccion

causada por Neospora en animales.

34. Uso del aislado modificado genéticamente, segun la reivindicacion 33,

caracterizado porque la fabricacion de la vacuna se realiza a partir de este
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aislado modificado genéticamente en cualquiera de sus estadios del ciclo
biolégico como vivo atenuado, inactivado y/o fijado, o a partir de un extracto

y/o lisado celular obtenido a partir del aislado modificado genéticamente.

35. Uso del aislado modificado genéticamente de la reivindicaciéon 29 en la
preparacion de un producto farmacéutico para el tratamiento de la infeccion
y/o enfermedad causada por N. caninum mediante inmunoterapia pasiva
caracterizado porque contiene anticuerpos que reaccionan especificamente

contra antigenos del aislado Nc-Spain7.
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2. Las reivindicaciones N**: 2, 4-10, 12-14, 19-21, 27, 28 (de forma parcial); 22-24, 29-35 (completas)
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

LLas reivindicaciones mencionadas se refieren a elementos que no estdn suficientemente basados en
descripcion, y no se especifican las necesarias caracteristicas técnicas que permitan acotar el &mbito de las
reivindicaciones. (Ver anexo).

3. |:| Las reivindicaciones N°%

son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

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

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

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

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

3. |:| Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°:

4. |:| Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de btisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N°*:

Indicacién en cuanto a la protesta |:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

|:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecidopara ello.

|:| El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2008)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacién relativa a miembros de familias de patentes

Solicitud internacional N°

PCT/ES 2008/000492
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de bisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
WO 2007073914 A 05.07.2007 EP 1963482 A 03.09.2008
WO 0210340 A 07.02.2002 CA 2415647 A 07.02.2002
WO 0210341 A 07.02.2002
AU 7739001 A 13.02.2002
AU 7034501 A 13.02.2002
EP 1307537 AB 07.05.2003
US 2003185852 A 02.10.2003
US 7361359 B 22.04.2008
NZ 523697 A 24.12.2004
AT 362975 T 15.06.2007
DK 1307537T 03.09.2007
ES 2287145 T 16.12.2007
DE 60128569 T 31.01.2008
US 2008107602 A 08.05.2008
US 2008107645 A 08.05.2008
WO 9525541 A 28.09.1995 AU 3245795 A 09.10.1995
US 5707617 A 13.01.1998
US 2002165373 A 07.11.2002
US 6777192 B 17.08.2004
US 6716423 B 06.04.2004
US 2005003433 A 06.01.2005
US 7056501 B 06.06.2006
US 2007196393 A 23.08.2007
WO 9920303 A 29.04.1999 CA 2306642 A 29.04.1999
AU 9693898 A 10.05.1999
BR 9812976 A 08.08.2000
EP 1032416 AB 06.09.2000
JP 2001520205 T 30.10.2001
AU 745183 B 14.03.2002
N7 504035 A 26.04.2002
US 2002146436 A 10.10.2002
US 2005186227 A 25.08.2005
AT 352315 T 15.02.2007
ES 2281936 T 01.10.2007
DE 69836976 T 08.11.2007
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GOIN 33/53 (2006.01)
CI2R 1790 (2006.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Julio 2008)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2008/000492

Asi, las reivindicaciones 2, 4-10, 12-14, 19-21, 27, 28 se refieren de forma general a extractos,
polipéptidos, polinucledtidos, antigenos, anticuerpos, y diversas técnicas inmunolégicas y de deteccion de
dcidos nucleicos que no estdn suficientemente caracterizados, por lo que el dmbito de las reivindicaciones
escapa a la descripcidn, originando una falta de claridad que no permite la realizacién de una bisqueda
provechosa. Por tanto, estas reivindicaciones se han buscado sélo de forma parcial, limitdndose la
buisqueda a aquellas partes que se ha considerado que estaban comprendidas en el dmbito de la
descripcién, y para las que se han aportado las necesarias caracteristicas técnicas que hayan permitido
acotar el objeto reivindicado.

Por otro lado, las reivindicaciones 22 a 24 no se han incluido en la bisqueda, ya que se refieren a nuevas
formas de fabricacién de la vacuna no basadas en descripcidn, sin que en ningdn momento se especifiquen
las caracteristicas técnicas del proceso de fabricacién. Del mismo modo, tampoco se ha incluido en la
biisqueda el objeto de las reivindicaciones 29 a 35, porque ni el aislado modificado genéticamente, ni los
usos del mismo aparecen suficientemente descritos.

En todos los casos se ha considerado que no se cumplen los requisitos de suficiencia descriptiva, claridad,
y base en descripcién, necesarios segtin los articulos 5y 6 del PCT.
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