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DESCRIPCION

Uso del gen NcSAG4 para el diagnéstico y prevencion de la neosporosis, y como marcador para el andlisis de la
patogenia

Objeto de la invencion

La presente invencion se establece en el campo de la sanidad animal y se refiere, segtin se expresa en el enunciado
de esta memoria descriptiva, al diagndstico, anélisis de la patogenia y la prevencién de la enfermedad producida por
el parasito protozoo Neospora caninum. De forma mds concreta la invencién se relaciona con la molécula polinucleo-
tidica correspondiente al gen NcSAG4 de N. caninum, su RNA mensajero y el antigeno que codifica, NcSAG4, siendo
éste una proteina especifica del estadio de bradizoito, asi como los oligonucledtidos, los vectores recombinantes, las
células hospedadoras transformadas, y las proteinas expresadas de forma recombinante, el uso de éstos como reacti-
vos para el diagnéstico de la enfermedad, su aplicacién al desarrollo de técnicas moleculares que permitan estudiar la
patogenia de la enfermedad, ademads de su utilidad para la produccién de vacunas.

Antecedentes
La neosporosis

N. caninum es un pardsito protozoo perteneciente al phylum Apicomplexa que incluye otros pardsitos patégenos
importantes como Toxoplasma gondii con el que guarda mucha relacidon. N. caninum esta descrito desde 1989 como
agente productor de aborto y mortalidad neonatal en el ganado bovino (Thilsted and Dubey. 1989. J. Vet. Diagn. Invest.
1, 205-209), aunque es capaz de infectar a un amplio espectro de especies de mamiferos (Buxton et al. 2002. Trends
Parasitol. 18, 546-552).

La neosporosis bovina estd considerada como una enfermedad parasitaria de distribucién cosmopolita y una de
las causas mds frecuentes de fallo reproductivo en los diversos paises donde se ha estudiado (Trees et al. 1999. Int. J.
Parasitol. 29, 1195-1200; Anderson et al. 2000, Anim. Reprod. Sci. 60-61, 417-431), incluido Espafia (Gonzalez et al.
1999. Vet. Rec. 144, 145-150; Pereira-Bueno et al. 2003. Vet. Parasitol. 111, 143-152). La manifestacion clinica mas
importante de la infeccidn en las hembras gestantes es el aborto y generalmente tiene lugar entre el tercer y noveno
mes de gestacion, siendo mds frecuente en tomo a los 5-6 meses. Los terneros afectados que nacen vivos pueden
presentar problemas neuromusculares, apareciendo los primeros signos clinicos a los 4-5 dias post-parto, aunque estos
se pueden retrasar hasta dos semanas. Sin embargo, lo més frecuente es el nacimiento de terneros clinicamente sanos,
pero crénicamente infectados (Dubey and Lindsay. 1996. Vet. Parasitol. 67, 1-59). Asi mismo la neosporosis puede
afectar a los perros, su hospedador definitivo, donde produce polimiositis, encefalitis, paralisis y puede causar a la
muerte (Lindsay and Dubey. 1989. J. Parasitol. 75, 163-165; Buxton et al. 2002. Trends Parasitol. 18, 546-552).

Como T. gondii, N. caninum tiene un ciclo de vida que comprende tres estadios. Los esporozoitos, que infectan
al hospedador intermediario por ingestién de los ooquistes eliminados por el hospedador definitivo. Por otro lado,
los taquizoitos, la forma de replicacién rdpida, responsables de las fase aguda de la infeccidn, cuya misioén es la
diseminacion a través de los tejidos del hospedador. Este proceso finaliza cuando el hospedador desarrolla inmunidad
y se establece entonces una fase crénica, con una multiplicacién lenta del pardsito, formandose quistes tisulares con
bradizoitos en su interior, los cuales se han observado tanto en el tejido nervioso de diversas especies con infecciones
naturales y experimentales (Dubey et al., 1988, J. Am. Vet. Med. Assoc. 193, 1259-1263; Dubey et al. 1990. J. Am.
Vet. Med. Assoc. 197: 1043-1044; Barr et al. 1992.J. Vet. Diagn. Invest. 4, 365-367; Kobayashi et al. 2001. J. Parasitol.
87: 434-436), como en el tejido muscular esquelético del perro y de la vaca con infecciones naturales (Peters et al.
2001. Int. J. Parasitol. 31, 1144-1148). Estos bradizoitos permanecen latentes en los quistes de los tejidos hasta su
reactivacion (Antony and Williamson. 2001. New Zeal. Vet. J. 49, 42-47; Buxton et al. 2002. Trends Parasitol. 18,
546-552). Hoy en dia no se conocen los mecanismos que determinan el paso de taquizoito a bradizoito y viceversa en
los parésitos del grupo Apicomplexa como 7. gondii o N. caninum, pero se ha sugerido que la respuesta inmune puede
estar influyendo en la latencia y la reactivacion de la infeccidon en animales infectados de forma crénica (Lyons et al.,
2002, Trends Parasitol. 18, 198-201).

En relacién con la transmisién de la enfermedad, los estudios mas recientes indican la importancia relativamente
escasa de la transmision postnatal y la persistencia, durante toda la vida, de la infeccién congénita (Davison et al.
1999. Int. J. Parasitol. 29, 1683-1689; Hietala and Thurmond. 1999. Int. J. Parasitol. 29, 1669-1676). La transmision
congénita tiene un papel prominente con porcentajes que oscilan entre el 50% y el 95% (Wouda et al. 1998. Therio-
genology 49, 1311-1316; Pereira-Bueno et al. 2000. in: Hemphill and Gottstein (Eds.) Int. J. Parasitol. 30, 906-909)
y parece jugar un papel relevante en la propagacién y mantenimiento de la enfermedad (Bjorkman et al. 1996. J. Am.
Vet. Med. Assoc. 208, 1441-1444; Paré et al. 1996. Can. J. Vet. Res. 60, 133-139; Anderson et al. 1997. J. Am. Vet.
Med. Assoc. 210, 1169-1172; Schares et al. 1998. Vet. Parasitol. 80, 87-98).

Antigenos de N. caninum
En lo que se refiere a la comparacion de la composicion antigénica entre el taquizoito y el bradizoito de N. cani-
num, la informacién disponible hasta el momento es escasa, ya que tan solo se ha realizado un estudio en el que se

identificaron antigenos especificos del taquizoito o compartidos por ambos estadios (Fuchs ez al. 1998. J. Parasitol. 84,
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753-758), hecho que contrasta con los estudios realizados en 7. gondii, donde son varios los antigenos especificos de
estadio identificados y caracterizados. Entre los antigenos de N. caninum, se han descrito dos proteinas de superficie,
NcSAGI (Hemphill ef al. 1997. Parasitology, 115, 371-380), especifica de taquizoito, cuyo gen fue clonado por Howe
et al. (1998. Infect. Immun., 66, 5322-5328) y NcSRS2 (Hemphill et al. 1996. Parasitol. Res. 82, 497-504), que se
expresa de forma conjunta en los taquizoitos y en los bradizoitos. Estas dos proteinas de superficie de N. caninum han
sido ensayadas recientemente como vacunas de subunidades en un modelo murino (Cannas et al. 2003a. Parasitology
126 (Pt. 4), 303-312). Recientemente, se han identificado dos proteinas de micronemas, NcMIC3 (Sonda et al. 2000.
Mol. Biochem. Parasitol. 108, 39-51) y NcMIC1 (Keller ez al. 2002. Infect. Immun. 70, 3187-3198), que se expresan
en ambos estadios del pardsito. Asi mismo, se han incluido en el banco de genes dos secuencias de Neospora deno-
minadas NcMIC10 y NcMIC11, que podrian codificar dos proteinas de micronemas, ya que sus secuencias presentan
una homologia elevada con las secuencias que codifican las proteinas de 7. gondii TgMIC10 y TgMIC11, respecti-
vamente. Otros genes que han sido clonados son NcGRA6 y NcGRA7, que codifican proteinas de granulos densos
del taquizoito de N. caninum, en base a las cuales se ha desarrollado un ELISA para el diagnéstico de la enfermedad
(Lally ef al.1996. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 3, 275-279). Ademads de estas proteinas, otras de granulos densos de
29 y 67 kDa, denominadas NcNTPasa-I (Asai et al. 1998. Exp. Parasitol. 90, 277-285) y NcGRA2 (Ellis et al. 2000.
Parasitology 120 (Pt 4), 383-390), respectivamente, han sido identificadas y caracterizadas. Por otro lado, la proteina
NcMIC3, localizada en los micronemas de taquizoitos intracelulares (Naguleswaran et al. 2001. Infect. Immun. 69,
6483-6494), cuyo gen ha sido clonado, ha sido expresada como proteina recombinante para ser utilizada con fines
vacunales (Carenas et al. 2003b. J. Parasitol. 89 (Pt.1) 44-50).

Finalmente, NcSUBI es el unico gen clonado de N. caninum, que expresa un enzima. NcSUB 1 es una serin-
proteasa de 65 kDa (Louie and Conrad. 1999. Mol. Biochem. Parasitol. 103, 211-223; Louie et al. 2002. J. Parasitol.
88, 1113-1119), localizada en los micronemas del taquizoito, la cual presenta una elevada identidad aminoacidica con
la proteina de T. gondii denominada TgSUBI.

En relacion a los antigenos especificos del bradizoito de Neospora no se ha identificado ninguno hasta el momento,
debido a la dificultad de obtener quistes con bradizoitos tanto in vitro como in vivo. Sin embargo en 7.gondii si se han
descrito antigenos especificos de bradizoito entre los cuales se ha descrito un antigeno de superficie (SAG4/p18) que
es reconocido por un anticuerpo monoclonal (T83B1) dirigido frente a una proteina de 18 kDa (Tomavo ef al. 1991.
Infect. Immun. 59, 3750-3753). El gen TgSAG4 que codifica esta proteina en T.gondii ha sido clonado y caracterizado
por Odberg-Ferragut et al. (1996, Mol. Biochem. Parasitol. 82, 237-244).

El antigeno TgSAG4 T.gondii es una proteina de membrana anclada por fosfatidil-inositol-glicanos (PI-G). La
deteccion de este antigeno especifico del estadio de crecimiento lento, asociado a la infeccién crénica por 1. gondii,
tiene un valor diagndstico importante como han puesto de manifiesto recientemente Cultrera et al. (2002, Mol.Cell.
Probes 16, 31-39). Estos autores han desarrollado una RT-PCR para la deteccién de la infeccion por 7. gondi, basada
en la deteccion del mRNA del gen TgSAG4 en liquido cefalorraquideo de enfermos de SIDA, en los que T. gondii
puede producir una encefalopatia fatal.

Diagndstico y prevencion de la neosporosis

Asi pues, debido a que la transmisién vertical de la enfermedad parece ser el mejor método de establecimiento
de la enfermedad de forma persistente en las explotaciones y a que la neosporosis es una de las principales causas
de abortos y mortalidad neonatal en el ganado bovino, con las subsiguientes pérdidas econdmicas, el control debe ir
encaminado, fundamentalmente, a reducir la prevalencia de la infeccién en las explotaciones, estableciendo medidas
de desecho y reposicion selectivas para reducir el efectivo infectado.

El diagndstico etiolégico del aborto en el ganado bovino es complejo y laborioso. En aquellos casos en los que
se llega a un diagndstico etioldgico, mds del 90% corresponden a agentes infecciosos y parasitarios entre los que,
actualmente, ocupa un lugar destacado N. caninum. En cuanto al diagndstico de la infeccidon por N. caninum, es
imprescindible la realizacion del diagndstico laboratorial para confirmar la etiologia del aborto, ocupando un lugar
destacado las técnicas de diagndstico seroldgico, las cuales proporcionan una informacioén inicial acerca de la magnitud
del problema. En adultos, el diagnéstico laboratorial se realiza mediante la deteccién de anticuerpos especificos en el
suero, lo cual es muy util a la hora de establecer medidas eficaces para el control de la infeccién ya que este tipo de
estudios proporciona informacién muy valiosa sobre la distribucién y frecuencia de la infeccion en las explotaciones
(seroprevalencia de rebafio) y sobre el riesgo de aborto por neosporosis en los rebafios infectados (seroprevalencia
intra-rebafio) (Thurmond and Hietala. 1995. Parasitol. 81, 364-367; Paré et al. 1996. Can. J. Vet. Res. 60, 133-139).

Por lo tanto, el perfeccionamiento del diagndstico es de suma importancia para determinar de forma precisa el
estado sanitario de los animales. En este sentido se han llevado a cabo una serie de estudios con el objetivo de validar las
técnicas seroldgicas que se utilizan en la actualidad, esclareciendo algunos aspectos controvertidos, como la eleccién
del punto de corte en funcién de la edad del animal y la técnica utilizada (Alvarez-Garcia et al. 2003. Vet. Res. 34,
341-352).

Puesto que en la actualidad se estdn utilizando diversas técnicas de diagnéstico frente a N. caninum (Ferre et
al. 2003. Res. Adv. Microbiol. 3, 157-167), pero ninguna de éstas permite distinguir entre una infeccion reciente y
una croénica, la identificacion de antigenos especificos de taquizoito y bradizoito, respectivamente, permite desarro-
llar técnicas de diagndstico que aportan mas informacion sobre el futuro de la explotacién respecto a los abortos y
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mejoran el control de la enfermedad. La expresion de estos antigenos como proteinas recombinantes y su utilizacién
para el diagndstico serolégico de la neosporosis, aportan una herramienta novedosa muy valiosa. En este sentido, se
han desarrollado métodos de diagnéstico como el ELISA, basados en diversas proteinas de N. caninum producidas en
diferentes tipos de sistemas de expresion heterélogos (Lally et al. 1996. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 3, 275-279; Louis
et al. 1997. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 4 (6), 692-699), pero hasta el momento ninguno basado en antigenos especifi-
cos de bradizoito. Del mismo modo el desarrollo de anticuerpos monoclonales y sueros policlonales monoespecificos
frente a los antigenos especificos de estadio, representa una alternativa para el diagndstico mediante el desarrollo de
un ELISA de competicién, como el que se ha realizado frente a una proteina de 65 kDa del taquizoito de N. caninum
(Baszler et al. 1996. J. Clin. Microbiol. 34 (6), 1423-1428).

Por otro lado, el control farmacolégico de la neosporosis en el ganado bovino es inviable en la actualidad, no se
tiene experiencia en el tratamiento farmacolégico de la enfermedad en bovinos y los datos de que se dispone son poco
alentadores. Sin embargo, los elevados costes de un posible tratamiento, la aparicién de posibles resistencias y los
residuos en carne o leche, limitan la quimioterapia como medida de control. De esta forma a las medidas de manejo
del rebafio habria que afadir la inmunoprofilaxis.

En este sentido, las investigaciones llevadas a cabo en los tltimos afios para la elaboracién de una vacuna frente a
N. caninum han incluido la evaluacién de vacunas muertas con resultados variables, encontrando en algunos protec-
cién contra la transmisién vertical en un modelo murino (Liddell et al., 1999, J.Parasitol. 85: 1072-1075), pero no en
un modelo bovino (Andrianarivo et al., 1999, Int. J. Parasitol. 30: 985-990). También se ha utilizado la inmunizacion
con vacunas vivas, basadas en aislados menos virulentos (Atkinson et al. 1999. Parasitology 118: 363-370) o mutantes
sensibles a la temperatura (Lindsay et al. 1999. J. Parasitol. 85: 64-67), en ensayos de vacunacion en ratones con el
objetivo de estimular una respuesta inmune protectora frente a una infeccién letal por N. caninum, obteniendo resulta-
dos prometedores pero no definitivos, presentando el problema de originar animales persistentemente infectados. Por
otro lado, las vacunas de subunidades presentan una serie de ventajas respecto a las vacunas tradicionales (Jenkins.
2001. Vet. Parasitol. 101, 291-310), entre ellas la seguridad y la estabilidad relativa de las proteinas recombinantes,
comparadas con los pardsitos vivos, la flexibilidad de incorporar sélo aquellos antigenos que inducen una respuesta
inmune protectora, asi como la capacidad de establecer una produccién a gran escala. El desarrollo de vacunas de
subunidades para la prevencién de la infeccidn, el aborto o la transmisién vertical de la infeccidn, basadas en los
antigenos de N. caninum, aporta un instrumento nuevo para el control de la misma. Por el momento, son escasos los
trabajos realizados en este sentido. Se han utilizado tan s6lo antigenos de taquizoito o compartidos por ambos estadios,
como protefnas recombinantes expresadas y purificadas a partir de un sistema procariota, entre ellos NcMIC3 que in-
dujo inmunidad protectora frente a la neosporosis cerebral en un modelo murino (Cannas et al. 2003. J. Parasitol. 89
(1), 44-50), asi como NcSAG1 y NcSRS2, dos proteinas de superficie del taquizoito, inoculadas en el mismo modelo
de forma combinada como antigenos recombinantes y vacunas de DNA (Cannas et al. 2003. Parasitology 126, 303-
3.12), obteniendo buenos resultados. Recientemente se han utilizado plasmidos que expresan la proteina NcGRA7 o la
proteina NcsHSP33, como vacunas de DNA en un modelo murino, obteniendo una proteccidn parcial frente a la trans-
misién congénita de la infeccién (Liddell et al. 2003. J. Parasitol. 89 (3), 496-500). Sin embargo, hasta el momento
actual el desarrollo de estas vacunas no se ha basado en antigenos especificos del estadio de bradizoito, puesto que el
primero que se describe en N. caninum es el producido por el gen NcSAG4 tal y como se expone en la descripcién de
la invencién de esta memoria.

Segtn lo expuesto en estos antecedentes, el aislamiento de genes que se expresan de forma especifica en cada
estadio es de gran interés para el estudio de esta enfermedad y de los mecanismos moleculares que determinan el
establecimiento de la infeccion crénica, asi como la reactivacion de la infeccidén, mejorando el conocimiento y control
de esta enfermedad. En este sentido, el aislamiento del gen NcSAG4 en N. caninum, homdlogo del gen TgSAG4,
que codifica una proteina especifica del estadio de bradizoito en 7. gondii, su clonacién y la expresion del antigeno
especifico de estadio NcSAG4 como proteina recombinante, segtin se expone en la descripcién de la invencién de esta
memoria, aporta una solucién de gran utilidad para el diagndstico de la neosporosis, asi como para el andlisis de la
patogenia de la enfermedad, y su uso vacunal representa una alternativa para el control de la misma.

Descripcion de la invenciéon

Uso del gen NcSAGH4 para el diagnéstico y la prevencion de la neosporosis, y como marcador para el andlisis de la
patogenia.

La invencidn tiene por objeto proporcionar un reactivo de utilidad para su empleo con fines diagndsticos y vacuna-
les frente a N. caninum. Ademds, facilita un marcador para el andlisis de la patogenia de la neosporosis, principalmente
para el estudio del establecimiento de la fase crénica de la infeccién, asi como de la reactivacién de la misma. De esta
forma se describe una tecnologia molecular que ha permitido la identificacién, aislamiento y caracterizacion del gen
NcSAGH4 de N. caninum, siendo éste el primer gen especifico del estadio de bradizoito que se describe en este parasito.
Para ello se amplifican por PCR varios fragmentos de DNA del gen NcSAG4, utilizando una combinacién de cuatro
oligonucleétidos degenerados, disefiados en base a la secuencia de aminoécidos de la proteina TgSAG4 de 7. gondii,
uno de los cuales (SEQ ID NO: 1) se describe por Odberg-Ferragut et al. (1996, Mol. Biochem. Parasitol. 82, 237-
244). Los otros tres oligonucleétidos disefiados se denominaron SAG4-2, SAG4-3 y SAG4-4 siendo identificados en
la lista de secuencias como SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, respectivamente. A partir de la secuencia
obtenida se disefian otros cuatro oligonucledtidos para completar la secuencia del gen, mediante la técnica del paseo
cromosomico. Asf, los oligonucleétidos IRSSAG4 (SEQ ID NO: 5) y 2RSSAG4 (SEQ ID NO: 6) se utilizaron para
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completar el gen en sentido 5’. Los oligonucleétidos 1F3SAG4 (SEQ ID NO: 7) y 2F3SAG4 (SEQ ID NO: 8) se
utilizaron para completar el gen en sentido 3’.

La presente invencién describe un método de clonacién del gen NcSAG4, mediante su amplificacién por PCR,
utilizando oligonucleétidos especialmente disefiados para ello y su posterior digestion con enzimas de restriccion.
Esta clonacion se realiza en dos tipos de plasmidos, pPRSET y pcDNA3.1/His (ambos de Invitrogen), para la expresién
en un sistema procariota y eucariota, respectivamente. En el pldsmido pRSET se inserta una parte del gen NcSAG4,
que codifica desde el aminoacido 29 al 148 incluidos, correspondiente a la secuencia de la proteina NcSAG4 madura,
excluyendo las regiones del péptido sefial del extremo amino de la proteina, asi como del posible péptido sefial del
extremo carboxilo de la misma. Para ello se amplifica por PCR la regién correspondiente del gen NcSAG4 a partir de
DNA gendémico de N. caninum, utilizando los oligonucledtidos disefiados a tal fin denominados F85NcSAG4 (SEQ
ID NO: 13) y Re444NcSAG4 (SEQ ID NO: 14). En este sistema, la proteina recombinante pPRNcSAG4 se expresa
bajo la direccion del promotor de la RNA polimerasa del fago T7, como proteina de fusién, unida en su extremo
amino a un bloque de histidinas que facilita su purificacién por cromatografia de afinidad. Para producir la proteina
recombinante pRNcSAG4, se utilizan células de la cepa rosetta(DE3)pLysS de E. coli (Novagen), que expresan de
forma inducida la RNA polimerasa del fago T7, por adicién de IPTG al medio de cultivo, permitiendo la expresién de
las proteinas recombinantes. El uso de esta proteina recombinante para diagndstico serolégico de la neosporosis, aporta
una herramienta novedosa muy valiosa para el diagnéstico diferencial de las diferentes fases, aguda y crénica, de la
infeccion, mediante ELISA, radioinmunoanilisis (RIA), o cualquier otro método basado en la capacidad antigénica de
dichos polipéptidos, como se demuestra en el desarrollo de esta invencién, mediante la técnica de “western blot” que
se describe. De esta forma se detectan anticuerpos frente a la proteina pPRNcSAG4, separada mediante electroforesis
en condiciones desnaturalizantes en geles de acrilamida-DATD al 15%, en sueros de fetos y terneros congénitamente
infectados de forma natural por N. caninum. Esto indica la utilidad de esta proteina no sélo desde el punto de vista
del diagnéstico diferencial de la infeccion aguda y crénica por N. caninum, sino también desde la perspectiva de la
prevencion, mediante su utilizacién como vacuna.

Del mismo modo el desarrollo de anticuerpos monoclonales y sueros policlonales monoespecificos frente a la
proteina recombinante pRNcSAG4, representa una alternativa para el diagndstico mediante el desarrollo de un ELISA
de competicién basado en estos. Asi mismo estos anticuerpos monoclonales o sueros policlonales especificos frente a
los polipéptidos descritos en esta invencion, se utilizan para el diagndstico de la infeccidn crénica por N. caninum en
los tejidos de los animales mediante inmunohistoquimica, inmunofluorescencia o cualquier otro método basado en la
deteccidn del pardsito por el citado suero.

Un objetivo de la presente invencién es el de proporcionar vacunas frente a la neosporosis, la transmisién vertical
y el establecimiento de la infeccién crénica. El sistema de expresion de genes heterdlogos en procariotas, presenta la
ventaja de poder producir a gran escala el antigeno recombinante, utilizindolo como vacuna de subunidades. Estas
vacunas tienen otra ventaja y es la de ser utilizadas como vacunas marcadas, siendo la respuesta inmune que producen
facilmente distinguible de la producida por el pardsito en los animales infectados, lo que es de vital importancia en
las campanas de erradicacion de las enfermedades. Ademads estas vacunas son seguras, lo que representa un beneficio
respecto de las vacunas basadas en vectores recombinantes como los viricos. Estos dltimos sin embargo presentan la
ventaja de su replicacién lo que permite la inmunizacién con baja dosis.

Sin embargo, este tipo de proteinas recombinantes utilizadas como vacuna de subunidades, inducen una respuesta
inmune principalmente de tipo humoral. Asi, para dirigir la respuesta inmune también hacia una respuesta de base
celular, se utilizan adyuvantes que orienten esta respuesta. Por otro lado, para orientar la respuesta de base celular y
asegurar el plegamiento adecuado de las proteinas, se utilizan las vacunas de DNA.

La presente invencién describe una vacuna de DNA basada en la proteina NcSAG4, que se utiliza o no en com-
binacién con la proteina recombinante pPRNcSAG4, producida en el sistema procariota descrito anteriormente. Para
ello, la regioén codificante completa del gen NcSAG4 se amplifica por PCR mediante la utilizacién de los oligonu-
cleétidos disefiados a tal fin denominados FNcSAG4 (SEQ ID NO: 11) y ReNcSAG4 (SEQ ID NO: 12), y se inserta
en un vector de expresion para células de mamifero, el pldsmido pcDNA3.1/His, en los sitios de restriccion Bam HI
y Eco RI, obteniendo el plasmido recombinante al que se ha denominado pCDA10, que se utiliza como vacuna de
DNA.

Por otro lado, la presente invencién describe la utilizacién del gen NcSAG4 como marcador de la fase de bradizoito
de N. caninum, asociada a la infeccion crénica. Este gen es utilizado como marcador mediante el uso de las moléculas
nucleotidicas descritas en esta invencion para el diagndstico de la infeccidn crénica por N. caninum a partir de tejidos
o fluidos de los animales infectados mediante PCR o RT-PCR, hibridacidn in situ con sondas de DNA, o cualquier otro
método de deteccién basado en los 4cidos nucleicos del parasito. Se detalla un método de deteccién de la expresion del
gen NcSAGH4 en el parasito, mediante RT-PCR, basada en los oligonucleétidos disefiados para el aislamiento del gen
denominados 1F3SAG4 (SEQ ID NO: 7) y 1R5SAG4 (SEQ ID NO: 5). Esta RT-PCR permite la utilizacién del gen
NcSAG4 como marcador del cambio de estadio de N. caninum, en el hospedador intermediario, siendo una herramienta
necesaria para el andlisis de los mecanismos que determinan el establecimiento de la infeccidn crénica, asi como
aquellos que estan implicados en la reactivacién de la infeccidn, en los animales persistentemente infectados, y de los
factores que influyen en estos procesos, asi como para determinar la eficiencia de los productos vacunales frente a N.
caninum, en cuanto a la proteccion frente al establecimiento de la infeccién crénica y la reactivacién. Del mismo modo
el uso del promotor del gen NcSAG4 para expresar genes heterdlogos en células de N. caninum transfectadas gracias
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a construcciones genéticas elaboradas con el citado promotor, permite el andlisis de los mecanismos moleculares que
determinan la conversién de estadio de taquizoito a bradizoito y a la inversa, tanto en sistemas de expresion in vitro
como in vivo, en cultivos celulares o en animales de experimentacién.
Descripcion de los dibujos

Para complementar la descripcién y con objeto de ayudar a una mejor compresién de las caracteristicas de la
invencidn, se acompaila a la presente memoria descriptiva, como parte integrante de la misma, un juego de dibujos en
donde con carécter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1

Representa la amplificacion de las secuencias Nc175 y Nc312 del genoma de N. caninum, segin se explica en el
ejemplo 1 de esta memoria.

Figura 2

Representa el esquema del paseo cromosémico o “genome walking”, segin se explica en el ejemplo 1 de esta
memoria.

Figura 3

Representa la insercién del gen NcSAG4 en pldsmidos de expresion. Panel A. PcDNA3.1/His. Panel B: pRSET,
seglin se explica en el ejemplo 2 de esta memoria y el esquema de la proteina recombinante pPRNcSAG4 (Panel C),
segun se explica en el ejemplo 2 de esta memoria.

Figura 4

La figura muestra la seleccién de los plasmidos recombinantes por digestion con enzimas de restriccion, segin se
explica en el ejemplo 2 de esta memoria.

Siendo WM “Molecular weight standards, low range (Bio-rad)”.
Figura 5

Expresion de la proteina recombinante pRNcSAG4 en E. coli, segtin se explica en el ejemplo 2 de esta memoria.
Figura 6

Caracterizacion d,e la inmunogenicidad de la proteina recombinante pRNcSAG4, segtin se explica en el ejemplo 3
de esta memoria.

Figura 7

Deteccién de la transcripcion del gen NcSAG4 en el estadio de bradizoito de N. caninum por RT-PCR, segtn se
explica en el ejemplo 4 de esta memoria.

Modo de realizacion de la invencion

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, los cuales no son limitativos de
su alcance, que viene definido exclusivamente por la nota reivindicatoria adjunta.

Ejemplo 1
Aislamiento y caracterizacion del gen NcSAG4

Para el aislamiento del gen NcSAG4 de N. caninum se utilizé el método denominado paseo cromosémico o “geno-
me-walking”, que permite amplificar por PCR fragmentos de DNA cuya secuencia se desconoce pero que flanquean
regiones de DNA conocidas.

Para amplificar la secuencia conocida, se utilizaron cuatro oligonucleétidos degenerados mejorando los descritos
para clonar el gen TgSAG4 de T. gondii (Odberg-Ferragut et al., Mol. Biochem. Parasitol. 82 (1996) 237-244). Uno
de los oligonucleétidos directos usado fue el oligo la (SEQ ID NO 1), descrito por estos autores, siendo disefiados los
otros tres en base a las secuencias de aminodcidos codificadas por el gen TgSAG4 de T. gondii presentes en las bases
de datos de las siguientes cepas: RH (AF340224.1), PLK (Z69373.1), Prugniaud (AF340225.1) y CEP (AF340226.1).
Asi se disefié un oligonucleétido directo, al que se denominé SAG4-2 (SEQ ID NO: 2) y dos oligonucleétidos inversos
a los que se denominé SAG4-3 (SEQ ID NO: 3) y SAG4-4 (SEQ ID NO: 4).
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Para realizar la PCR se utilizaron 0,4 ug de DNA gendmico, aislado a partir de taquizoitos de N. caninum. Para
el aislamiento del DNA gendmico se utilizé un kit comercial, siguiendo las indicaciones de uso (GenomicPrep Cells
and Tissue DNA Isolation kit, Amersham Biosciences). Como testigo positivo se utiliz6 DNA genémico de T. gondii
aislado de la misma forma. Como DNA polimerasa se utiliz6 el enzima EcoTag (Ecogen) a 2.5 U por reaccién, en
el tampdn correspondiente, en presencia de Cl,Mg (4 mM), dNTPs (200 uM) y 40 pmol de cada oligonucledtido
degenerado. Las condiciones de la PCR fueron: 5 minutos de desnaturalizacién a 94°C, seguido de 40 ciclos de 1
minuto a 94°C, 1 minuto de anillamiento en el que se hizo un gradiente de temperatura, desde 43°C hasta 56°C (figura
1, carriles 4-9), 1 minuto a 72°C, aumentando la elongacién un segundo en cada ciclo, y finalmente una elongacién de
10 minutos a 72°C. Como testigo negativo se utilizé la mezcla de reaccién sin DNA (figura 1, carril 1) o bien DNA
genémico procedente de células MARC-145 sin infectar (figura 1, carriles 2 y 3).

Como resultado de la PCR se amplificaron varios fragmentos al utilizar la temperatura de anillamiento de 56°C,
que fueron separados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% en TBE al 1x (figura 1), tanto a partir del
DNA genémico de N. caninum (figura 1, carril 9) como de T. gondii (figura 1, carril 12). De estos fragmentos dos se
correspondian con el tamafio esperado para la combinacién de los oligonucleétidos la y SAG4-3 de 175 pb (Nc175),
y la con SAG4-4 de 312 pb (Nc312). Estos fragmentos de DNA fueron purificados a partir de un gel de agarosa al
2% en tampén TBE 1x, utilizando un kit comercial (GenomeGENECLEAN®Turbo nucleic acid purification kit, Q-
BIOgene) siguiendo las indicaciones del fabricante y secuenciados con el oligonucledtido 1a (Servicio de secuencia-
cién del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”, CSIC-UAM). La secuencia de nucleétidos resultante
se compardé con las existentes en las bases de datos (BLASTN-nr, www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) presentando una si-
militud del 82% con la secuencia del gen TgSAG4 de tres cepas de T. gondii, en 64 pb del fragmento. Asi mismo, al
traducir la secuencia Nc175 a las diferentes fases de lectura posibles, y compararla con la base de datos de T. gondii
(TgGI: TIGR Toxoplasma gondii gene index, www.tigr.org/tdb/tgi/tggi), mostré una similitud del 68% con un grupo
de secuencias descrito como proteina de superficie (TC2754), que coincide con las proteinas que codifican las secuen-
cias del gen TgSAG4 de las cepas anteriormente citadas (RH, PKL, Prugniaud y CEP) y con un EST descrito a partir
de una genoteca de bradizoitos de la cepa ME49 (Toxoplasma gondii v3, Parasite Consensus EST Data bases). Por
ultimo se compard la secuencia Nc175 con la base de datos de N. caninum (NcGI: TIGR Nespora caninum gene index,
www.tigr.org/tdb/tgi) y no presentd similitud alguna con las secuencias descritas hasta el momento.

Una vez aislada la secuencia Nc175 se identificé el gen NcSAG4 utilizando el método del paseo cromosémico o
“genome walking”, en sentido 5’ y 3* a partir de la secuencia Nc175, a partir del DNA genémico de N. caninum,
utilizando un kit comercial (Universal Genome Walker™ kit, BD Biosciences Clontech). El primer paso para llevar
a cabo esta técnica es la digestion (figura 2, pasol) del DNA genémico con cuatro enzimas de restriccion distintas
que producen extremos romos: EcoRV (1), Dral (2), Pvull (3) y Stul (4), y su posterior ligacién a unos adaptadores
(figura 2, paso 2), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. A continuacidén, con cada una de las genotecas
asi obtenidas se realiza una PCR doble utilizando unos oligonucleétidos que se unen al adaptador (APl y AP2) y
los oligonucledtidos especificos del gen, disefiados en funcién de la secuencia gendmica conocida (figura 2, paso
3). Los oligonucleétidos disefiados a partir de la secuencia Nc 175 para realizar el paseo cromosémico en sentido
5’ se denominaron 1R5SSAG4 (SEQ ID NO: 5) y 2R5SAG4 (SEQ ID NO: 6) y los disefiados para realizar el paseo
cromosomico en sentido 3’ se denominaron 1F3SAG4 (SEQ ID NO: 7) y 2F3SAG4 (SEQ ID NO: 8). La primera
PCR se realiz6 con cada una de las “genotecas de DNA gendmico” utilizando los oligonucleétidos AP1 y IR5SAG4
6 1F3SAG4, para realizar el paseo cromosémico en sentido 5’ o 3’, respectivamente, siguiendo las instrucciones de
la casa comercial, utilizando una DNA polimerasa termoestable de larga distancia (Advantage® Genomic PCR Kkit,
BD Biosciences Clontech). Las condiciones en las que se realizé la PCR fueron 7 ciclos de 25 segundos a 94° y 3
minutos a 68°C seguidos de 32 ciclos de 25 segundos a 94°C y 3 minutos a 64°C, con una elongacién final a 64°C
durante 7 minutos. La segunda PCR se llevo a cabo a partir de una dilucién 1:50 de los productos de la primera PCR
y se realizé con los oligonucleétidos AP2 y 2R5SAG4 6 2F3SAG4, para realizar el paseo cromosémico en sentido
5’ 6 3’ respectivamente. Las condiciones en que se realiz6 la segunda PCR fueron: 5 ciclos de 25 segundos a 94°C y
6 minutos a 68°C, seguidos de 20 ciclos de 25 segundos a 94°C y 6 minutos a 64°C con una elongacion final a 64°C
durante 10 minutos. Los fragmentos de DNA obtenidos mediante el paseo cromosdmico se purificaron como se ha
descrito anteriormente y se secuenciaron (figura 2, paso 4).

De esta forma, al comparar las secuencias de los diferentes fragmentos amplificados se pudo determinar una se-
cuencia de 601 nucleétidos (SEQ ID NO: 9). Esta secuencia se denominé NcSAG4, por su homologia con la del gen
TgSAG4 de T. gondii, que codifica una proteina especifica de la fase de bradizoito. Asi mismo, se comprobé la existen-
cia de una fase de lectura abierta (ORF) de 522 pb, de un tamafio similar a su homoéloga en 7. gondii, que codifica una
proteina de 173 aminodcidos (SEQ ID NO: 10). Al hacer la comparacién de la secuencia de aminoacidos que codifica
esta ORF, con las secuencias existentes en las bases de datos (BLASTx, www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), se encontré
una similitud del 69% con las de la proteina TgSAG4 de las diferentes cepas de T. gondii.

Ejemplo 2
Expresion del antigeno NcSAG4 como proteina recombinante

Una vez identificado el gen NcSAG4, se insert6 la region codificante en vectores de expresion para producir el an-
tigeno NcSAG4 como proteina recombinante en un sistema heterélogo. Para el sistema eucariota se eligi6 el plasmido
de expresion pcDNA3.1/His©-C (Invitrogen) (figura 3, panel A) y para el sistema procariota el plasmido de expresién

pRSET-C (Invitrogen) (figura 3, panel B). En el pldsmido pcDNA3.1/His©-C se insert6 la regién codificante com-
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pleta del gen NcSAG4 en los sitios BamHI y EcoRI. Para ello se realizé una PCR a partir del DNA genémico de N.
caninum, utilizando oligonucleétidos disefiados para este fin (OligopANALYZER 1.0.2.). El oligonucledtido directo
se denomin6é FNcSAG4 (SEQ ID NO: 11), en cuyo extremo 5’ se incluy6 un sitio especifico de reconocimiento para
BamHI, seguido de un sitio Ncol, anterior a una secuencia idéntica al extremo 5° de la ORF del gen NcSAG4. El
oligonucleétido inverso se denominé ReNcSAG4 (SEQ ID NO: 12), en cuyo extremo 5’ se incluyé un sitio especifico
de reconocimiento para EcoRI, seguido de una secuencia inversa complementaria al extremo 3’ de la ORF del gen
NcSAGH4.

Para la expresion en procariotas se inserté una parte del gen NcSAG4, que codifica una forma truncada de la pro-
teina, desde el aminodcido 29 al 148 incluidos, en los sitios BamHI y EcoRI del plasmido pRSET-C. Para ello se
disefiaron dos oligonucleétidos utilizando el programa de ordenador (OligoANALYZER 1.0.2.). El oligonucleétido
directo se denominé F85NcSAG4 (SEQ ID NO: 13), en cuyo extremo 5’ se incluy6 un sitio especifico de recono-
cimiento para BamHI, seguido de una secuencia idéntica a la ORF del gen NcSAG4 desde el nucleétido 83 al 100.
El oligonucleétido inverso se denominé Re444NcSAG4 (SEQ ID NO: 14), en cuyo extremo 5’ se incluyd un sitio
especifico de reconocimiento para EcoRI, seguido de un triplete de terminacién (TAA) y a continuacién la secuencia
inversa complementaria de la ORF del gen NcSAG4, desde el nucle6tido 328 al 444.

Para realizar la PCR en ambos casos, se utilizaron 0,1 ug de DNA gendémico por reaccién, aislado a partir de
taquizoitos de N. caninum. Como DNA polimerasa se utilizé EcoStart (Ecogen), 1,25 U por reaccion, en un volumen
final de 25 ul en el tampdn correspondiente, en presencia de 2,5 mM de Cl,Mg, dNTPs (200 uM) y 40 pmol de
cada oligonucleétido. Las condiciones de la PCR fueron 7 minutos de desnaturalizacién a 95°C, seguido de 40 ciclos
de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 53°C, 4 minutos a 72°C, aumentando la elongacién un segundo en cada ciclo, y
finalmente una elongacién de 10 minutos a 72°C. Los productos de la PCR fueron visualizados en un gel de agarosa
al 1,5% en tampo6n TAE 1x, tefiido con bromuro de ethidio (BrEt), observando un tamafio de 542 pb, correspondiente
al esperado para la ORF del gen NcSAG4, y de 385 pb para el gen truncado. Posteriormente, estos fragmentos de
DNA fueron purificados y digeridos con los enzimas de restriccion BamHI (SU) y EcoRI (6U) en el tampdn adecuado
(tamp6n B, Roche) en un volumen final de 50 pl, durante cuatro horas a 37°C en un bafio de agua. Al mismo tiempo y
en idénticas condiciones fue digerido cada vector plasmidico. Estos pldsmidos fueron tratados al final de la digestién
con 2 U del enzima fosfatasa alcalina de gamba (SAP) durante 30 minutos en la misma reaccién de digestién a
37°C. Posteriormente se inactivé el enzima SAP durante 20 minutos a 65°C, en presencia de EDTA 10 mM. Una
vez realizada la digestion, tanto el DNA plasmidico como los productos de PCR fueron visualizados en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 1,5% en tampén TAE 1x tefiido con BrEt, y posteriormente purificados a partir del
mismo.

Para la manipulacién de los plasmidos se siguié bdsicamente la metodologia descrita por Sambrook y cols.
(1989). Una vez purificado cada fragmento de DNA digerido fue ligado a 50 ng del vector correspondiente, sien-
do el pcDNA3.1/His®-C (Invitrogen) para la ORF completa del gen NcSAG4 y el plasmido pRSET-C para el gen
truncado, en una proporcion 1:3 vector:inserto, en presencia de 1U del enzima T4DNA ligasa, en el tampoén adecuado
y en un volumen final de 15 wl. La ligacién se realizé en tubos de 0,5 ml (Multi™, Sorenson BioScience), en un
termociclador durante 18 horas a 12°C, siendo conservada posteriormente a -20°C hasta su uso.

Una vez realizada la ligacion ésta fue utilizada para transformar células de la cepa DH5« de E.coli competentes
congeladas, mediante electroporacién. Para transformar las bacterias por electroporacién se siguieron basicamente las
indicaciones de la casa comercial del electroporador (GenePulser™, Bio-rad). Se utilizaron cubetas de electroporacién
de 2 mm (Equibio) previamente enfriadas en hielo. Las bacterias competentes se descongelaron y se mantuvieron en
hielo, hasta afiadir 5 pl de la ligacién. Una vez transcurrido un minuto en hielo se sometieron a un pulso de 2,5
kV a 25 yFD y 200 Ohm, durante 4-5 segundos. Inmediatamente las bacterias transformadas se resuspendieron en
500 ul de medio SOC MgSO, 10 mM, MgCl, 10 mM y glucosa 20 mM afiadidos a medio SOB: bactotriptona 2%,
extracto de levadura al 0,5%, NaCl 10 mM y KCl 2,5 mM) y se crecieron durante una hora a 37°C y finalmente 200
ul de la suspension celular fueron plaqueados en medio LB-agar (1,5% de agar noble) en presencia de 100 pg/ml de
Ampicilina, antibidtico frente al que presentan resistencia los plasmidos utilizados. Las bacterias transformadas con
los plasmidos fueron seleccionadas tras su crecimiento en las placas con el medio adecuado, durante 18 horas a 37°C.
Se seleccionaron 10 clones de cada una y se crecieron toda la noche a 37°C en 3 ml de medio LB liquido con 100 pg/de
Ampicilina, para el posterior aislamiento del DNA plasmidico. Este DNA fue obtenido por el método de lisis alcalina
y posteriormente visualizado en un gel de agarosa al 0,8% en tamp6n TAE 1x, para seleccionar aquellos clones con
el plasmido del tamafio esperado. Los pldsmidos de interés se denominaron pCDA, numerado del 1 al 10 segun el
clon, al pldsmido construido por insercién de la ORF completa del gen NcSAG4 en el pldsmido pcDNA3.1/His©-C,
cuyo tamafio esperado era de 6.028 pb. El plasmido obtenido por insercioén de la forma truncada del gen NcSAG4,
del nucleétido 83 al 444, en el pRSET-C (3.235 pb), se denominé pRC, del 1 al 10, segtin el clon. Segun el tamafio
observado se seleccionaron cuatro clones de cada uno para su caracterizacidon por enzimas de restriccion (figura 4). Asi
se digirieron los plasmidos obtenidos con los enzimas de restriccién BamHI (5U) y EcoRI (6U) en el tampén adecuado
(tampén B, Roche) en un volumen final de 20 ul, durante dos horas a 37°C en un bafio de agua. El DNA plasmidico
digerido se separ6 en un gel de agarosa al 0,8% en tamp6n TBE 0,5%, observando la liberacién de un fragmento del
tamafio adecuado en cada uno de los plasmidos construidos. Asi, los pldsmidos pCDAS5, pCDA6, pCDA9 y pCDA10
liberaron un fragmento de 528 pb (figura 4, panel A, carriles 1 al 4 respectivamente), siendo el fragmento de 371
pb en los plasmidos pRC6, pRC7, pRC9 y pRC10 (figura 4, panel B, carriles 3 al 6 respectivamente). Ademas, se
cortaron los vectores pcDNA3.1/His©-C (figura 4, panel A, carril 5 y 6) y pRSET-C (figura 4, panel B, carril 1) y se
utilizaron como testigos de la digestion. En el gel de agarosa se cargé también el plasmido pRSET-C (figura 4, panel
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B, carril 2) sin digerir. Los plasmidos pCDA10 y pRC10 fueron secuenciados utilizando el oligonucleétido comercial
T7, confirmado la insercidn de los fragmentos en el vector de expresion de forma correcta.

La proteina recombinante pRNcSAG4 (SEQ ID NO: 15) comprende desde el aminodcido 29 hasta el 148, codifi-
cados por la ORF del gen NcSAG4, descrita en esta invencién y se corresponde con la secuencia aminoacidica de la
posible proteina NcSAG4 madura, en la que faltarian el péptido sefial del extremo amino asi como el posible péptido
sefial del extremo carboxilo, segtin los criterios revisados por Gerber et al. (1992. JBC 267. 12168-12173), unido en el
extremo amino a un bloque de aminodcidos que incluye 6 histidinas, lo que permite su purificacion por cromatografia
de afinidad, el péptido T7-tag asi como una zona de reconocimiento de la enteroquinasa. En la figura 3, panel C se
presenta un esquema de la proteina recombinante pRNcSAG4.

Para expresar la proteina recombinante en el sistema procariota, células de la cepa Rosetta(DE3)pLysS de E.
coli (Novagen) fueron transformadas con el pldsmido pRC10, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Las
células transformadas con el pldsmido pRC10, fueron plaqueadas en medio LB-agar con ampicilina (100 ug/ml) y
cloranfenicol (34 ug/ml) y crecidas toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se seleccionaron 6 colonias de las placas
y se crecieron durante la noche a 37°C en 3 ml del mismo medio liquido de seleccién. Al dia siguiente se diluy6 el
cultivo 1:10 en el mismo medio de crecimiento y se mantuvo en idénticas condiciones hasta alcanzar una Agy, de
0,9 OD. A continuacién, se indujo la expresién de la proteina recombinante en presencia de IPTG 1 mM, durante 4
horas en agitacién a 250 rpm y 37°C. Finalmente las células fueron recogidas por centrifugacién a 3.500 xg durante
15 minutos. Una vez retirado el sobrenadante los sedimentos fueron conservados a -80°C hasta su uso.

Para caracterizar la expresion de las proteinas recombinantes, los sedimentos celulares, recogidos anteriormente,
se lisaron en una solucién de rotura comercial denominada BugBuster (Novagen), al 1x en Tris 20 mM pH 7,98 a
una concentracion de 5 ml1gr de sedimento celular. Se incubaron en agitacién suave y temperatura ambiente, en
presencia del enzima Benzonasa (Novagen, 1U/ml de Bugbuster 1x), durante 40 min. A continuacién se separd la
fraccién soluble del sedimento, donde se encuentran los cuerpos de inclusion, por centrifugacién a 20.000 xg durante
15 minutos para determinar la localizacién de la proteina de interés. Posteriormente se lavaron los cuerpos de inclusién
seglin las indicaciones de la casa comercial. Finalmente se separaron las proteinas, solubilizadas en tampdn de carga
de Laemmli 1x (Laemmli. 1970. Nature 227, 680-685), en una proporcién de 50 pl/ml de cultivo original, mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de acrilamida-DADT al 15% (figura 5). Se separaron las
proteinas tanto de un extracto total de las bacterias recogidas antes de la induccién (Figura 5, carril 1), como después de
la induccién (Figura 5, carril 2), asi como el sobrenadante (Figura 5, carril 3) y el sedimento, recogidos anteriormente
(Figura 5, carril 4), y también los cuerpos de inclusién tras los lavados (figura 5, carril 5). De esta forma se confirmé
la expresion de la proteina recombinante pRNcSAG4 en las células Rosetta(DE3)pLysS de E. coli (Novagen), con la
masa molecular aparente esperada de 17,2 kDa y su localizacién en cuerpos de inclusién.

Ejemplo 3
Determinacion de la inmunogenicidad de la proteina pRNcSAG4

Se determind la inmunogenicidad de la proteina recombinante pPRNcSAG4 mediante “western blot” (figura 6),
utilizando sueros de origen bovino procedentes de animales infectados de forma natural con N. caninum. La infeccién
de estos sueros habia sido diagnosticada previamente por la técnica de ELISA e inmunofluorescencia indirecta (IFI),
presentando titulos de anticuerpos especificos elevados. Se realizaron tres lavados de los cuerpos de inclusién donde
se localiza la protefna pRNcSAG4, utilizando una solucién BugBuster al 0,1x, segiin indica la casa comercial. A
continuacion se separaron las proteinas en geles de acrilamida-DATD al 15%, mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, y finalmente se realiz6 la electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 ym (Bio.rad),
a 400 mA durante una hora sumergida en tamp6n de transferencia enfriado previamente (Tris 25 mM, glicina 192 mM
pH 8,5 y metanol al 20%). Los sueros de origen bovino que se utilizaron fueron de diferentes origenes. Asi se utilizaron
sueros de animales en los que posiblemente se esté instaurando la infeccién crénica, desarrollando bradizoitos, como
aquellos procedentes de animales nacidos con una infecciéon congénita, que muestran seropositividad precalostral,
o aquellos fluidos corporales procedentes de fetos abortados durante el dltimo tercio de gestacion. Por otro lado se
usaron sueros procedentes de vacas que habian abortado, representativos de una posible reactivacién de la infeccién
por N. caninum, que motiva el aborto. Asi, se utilizaron los sueros precalostrales de tres terneros (figura 6, paneles A
y B, carriles 1, 2 y 3), con titulos elevados frente a N. caninum por IFL. Del mismo modo se utiliz6 liquido abdominal,
con titulo de anticuerpos frente a N. caninum elevados por IFI, de fetos abortados durante el segundo (figura 6, paneles
Ay B, carril 4) y tercer tercio de gestacién (figura 6, paneles A y B, carriles 5 y 6) procedentes de vacas que habian
abortado, seropositivas a N. caninum (Figura 6, paneles A y B, carriles 7 y 8). Por ultimo se utilizé el suero de otras
dos vacas que habian abortado (Figura 6, paneles A y B, carriles 9 y 10), seropositivas a N. caninum por IFI, con un
titulo de anticuerpos elevado.

Como testigo de la técnica, se realiz el “western blot” en paralelo con los mismos sueros, en una membrana a
la que se transfirié un extracto soluble procedente de taquizoitos de N. caninum producidos “in vitro”, utilizando los
mismos sueros. Para producir el extracto soluble, asi como para realizar el “western blot”, se sigui6é bdsicamente el
protocolo descrito anteriormente (Alvarez et al. 2002. Vet. Parasitol. 107, 17-27). Asi, se bloquearon las membranas
con BSA al 3% en TBS con Tween-20 al 0,05% (TBS-T) durante una hora en agitacioén a temperatura ambiente. A
continuacidén se incubaron las membranas con los sueros de origen bovino, a una dilucién 1:20 en TBS-T con BSA al
0,3%, durante dos horas en agitacién a 37°C. Tras tres lavados rdpidos con TBS-T, seguidos de uno de 15 minutos y
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dos de 5 minutos, las membranas se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-IgG de bovino conjugado
con peroxidasa (Hipra), a una dilucién 1:200 en TBS-T con BSA al 0,3%, durante una hora en agitacién a 37°C. Tras
otra serie de lavados en las condiciones anteriores, se revel6 con una solucién de sustrato preparada inmediatamente
antes de su uso (60 mg de 4-Cloro-1-Naphtol disuelto en 20 ml de metanol, 100 ml de TBS y 0,060 ml de peréxido de
hidr6geno), durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y en agitacion.

Mediante el “western blot” se detectd una respuesta evidente frente a la proteina recombinante en aquellos sueros
precalostrales procedentes de los terneros infectados congénitamente por N. caninum (figura 6, panel A, carriles 1, 2
y 3), asi como en el liquido abdominal de un feto abortado durante el tltimo tercio de la gestacion (figura 6, panel
A, carril 6). Estos animales mostraron una respuesta evidente frente a los antigenos inmunodominantes del estadio de
taquizoito (figura 6, panel B, carriles 1-3 y 6), a excepcién de dos de los fetos abortados (figura 6, panel B, carriles 4
y 5). Sin embargo no se detecté una respuesta evidente en las vacas que habian abortado (figura 6, panel A, carriles
7-10), en las que sin embargo hubo una respuesta evidente frente a los antigenos inmunodominantes del estadio de
taquizoito (figura 6, panel B, carriles 7-10).

Estos resultados confirman la existencia de una respuesta frente a la proteina NcSAG4, en el animal infectado de
forma natural, en aquellos casos en los que se puede estar instaurando la forma crénica de la infeccidn, es decir aquellos
casos en los que se produce la transformacion del taquizoito al bradizoito, lo que confirma la especificidad de la
proteina NcSAG4 de esta fase de crecimiento lento del pardsito, como ocurre con su homéloga en 7. gondii (TgSAG4).
La falta de respuesta frente a la pRNcSAG4 en aquellos animales con infeccién aguda, en los que es caracteristico
el estadio de taquizoito, que sin embargo presentan una respuesta evidente frente al extracto de taquizoito, confirma
nuevamente la especificidad de la proteina NcSAG4 del estadio de bradizoito.

Ejemplo 4
Determinacion de la transcripcion del gen NcSAG4 en la fase de bradizoito de N. caninum por RT-PCR

Para determinar la especificidad de estadio de la transcripcion del gen NcSAG4 de N. caninum, se ha desarrollado
una RT-PCR realizada a partir del RNA total extraido de bradizoitos cultivados in vitro. Para la produccién de los
bradizoitos en cultivos celulares se sigui6 el método descrito por Risco-Castillo et al. (2003) J. Parasitol., enviado para
publicar). Para ello se utilizaron taquizoitos de N. caninum (Barber et al. 1995. Parasitol. 111, 563-568), para infectar
monocapas de células MARC-145 (Kim et al. 1993. Arch. Virol. 133, 477-483), a una dosis hospedador-parasito
de 2:1. Los cultivos celulares infectados se mantuvieron en DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% en
presencia de Hepes (pH 7.2) 15 mM, glutamina (2 mM), penicilina (10 U/ml), estreptomicina (10 ug/ml), fungizona
(25 ng/ml) e incubadas a 37°C y 5% CO,.

Para inducir la conversion de estadio, se trataron los cultivos infectados con nitroprusiato sédico (SNP) a una con-
centracion de 70 uM en el medio de cultivo durante 7 dias tras la infeccidn, siendo reemplazado cada dos dias. Como
testigo negativo, se mantuvieron los cultivos infectados sin tratamiento con SNP, para la produccion de taquizoitos.
Una mezcla de taquizoitos y bradizoitos fue recogida por raspado del tapiz celular infectado y tratado con SNP, centri-
fugando a 1350 xg durante 15 min a 4°C. Los taquizoitos producidos en los cultivos infectados sin tratar con SNP se
recogieron de la misma forma. Tras dos lavados en PBS en las mismas condiciones, los zoitos se resuspendieron uti-
lizando una aguja de 25G y se purificaron utilizando columnas de sephadex™ G25 (PD-10, Amersham Biosciences),
para eliminar los restos celulares. Para ello, tras equilibrar la columna con 5 ml de PBS, se dej6 fluir por gravedad la
suspension de zoitos en 5 ml de PBS. Tras dos lavados con el mismo volumen de PBS, se recogieron los zoitos por
centrifugacién a 1350 xg durante 15 min. a 4°C. Los zoitos recogidos se mantuvieron congelados a -80°C hasta su uso.

Para la extraccion del RNA total se utilizaron sedimentos de 107 taquizoitos o una mezcla de taquizoitos y bra-
dizoitos, producidos segtin se describe anteriormente. Para ello se utiliz6 el kit comercial NucleoSpin RNA IT (BD
Biosciences Clontech), siguiendo las indicaciones de la casa comercial. El RNA total obtenido se separé mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% en tampdén TAE1x, para comprobar su calidad.

Para llevar a cabo la RT-PCR en un solo tubo, se emplearon 100 ng del RNA total de cada origen, taquizoito
o bradizoito, y se utilizé un kit comercial denominado “Qiagen® One-step RT-PCR kit” (Qiagen), siguiendo las
indicaciones de la casa comercial (figura 7). Para ello se emplearon los oligonucleétidos denominados 1R5SAG4
(SEQID NO: 5)y 1F3SAG4 (SEQ ID NO: 7). La RT se llevé a cabo a 50°C durante 30 minutos. Las condiciones de la
PCR fueron 15 minutos de desnaturalizacién a 95°C, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 61°C, 1
minuto a 72°C y finalmente una elongacién de 10 minutos a 72°C. Los productos de la PCR fueron visualizados en un
gel de agarosa de alta resolucién al 3% en tampén TBE 0,5x, tefiido con bromuro de ethidio (BrEt). Como resultado
de la RT-PCR se confirm¢ la ausencia de transcripciéon del RNA mensajero (mMRNA) de NcSAG4 en los taquizoitos
(Figura 7, carril 2) y la presencia del citado mRNA en los bradizoitos (Figura 7, carril 3). Como testigo positivo de
la PCR se utilizaron 100 ng de DNA genémico obtenido a partir de taquizoitos de N. caninum (Figura 7, carril 4) y
como control negativo de la PCR se utilizé agua ultrapura, en lugar de muestra (Figura 7, carril 1). De esta forma se
confirma la especificidad de la transcripcion del gen NcSAG4, del estadio de bradizoito de N. caninum, al igual que
sucede en su homdlogo TgSAG4 de T. gondii.
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REIVINDICACIONES

1. Molécula polinucleotidica de 601 nucleétidos aislada de Neospora caninum y caracterizada por SEQ ID NO:
9, correspondiente al gen NcSAG4, que comprende una ORF de 522 nucleétidos que codifica la proteina antigénica
NcSAG4 de 173 aminodcidos y caracterizada por SEQ ID NO: 10.

2. Molécula polinucleotidica que comprende la secuencia de la ORF del gen NcSAG4 segun reivindicacién 1,
incluida en un vector de expresion, y preferentemente el plasmido pcDNA3.1-His-C (Invitrogen), por insercién de
la misma amplificada por PCR utilizando los oligonucleétidos FNcSAG4 y ReNcSAG4 caracterizados por SEQ II)
NO: 11 y SEQ ID NO: 12 respectivamente.

3. Molécula polinucleotidica que comprende la secuencia que incluye desde el nucleétido 83 hasta el 444 de
la ORF del gen NcSAG4 descrita en la reivindicacién 1, incluida en un vector de expresion, y preferentemente el
plasmido pRSET-C, por insercién de la misma amplificada por PCR utilizando los oligonucleétidos FSSNcSAG4 y
Re444NcSAG4, caracterizados por SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14, respectivamente.

4. Molécula polinucleotidica seleccionada del conjunto de secuencias constituido por el gen NcSAG4 de Neospora
caninum, caracterizado por SEQ ID NO: 9, por secuencias homélogas a NcSAG4 (SEQ ID NO: 9) que codifican
el antigeno NcSAG4 y por fragmentos de NcSAG4 (SEQ ID NO: 9) que codifican polipéptidos que conservan las
caracterfsticas antigénicas de NcSAG4.

5. El uso de los oligonucledtidos: SAG4-2, SAG4-3, SAG4-4, IRSSAG4, 2R5SAG4, 1F3SAG4 y 2F3SAG4, FNc-
SAG4, ReNcSAG4, F8SNcSAG4, Re444NcSAG4 caracterizados por SEQ ID NO: 2,3,4,5,6,7,8, 11, 12, 13 y 14,
para la deteccion de N. caninum por PCR o RT-PCR, para su utilizaciéon como sondas de DNA, o para la amplificacién
por PCR de cualquier fragmento de la secuencia descrita en la reivindicacién 1.

6. Un vector recombinante que comprenda la secuencia nucleotidica caracterizada por SEQ ID NO: 9 segtin
reivindicaciones 1 a 4.

7. Las células eucariotas hospedadoras transfectadas con los vectores recombinantes de la reivindicacién 6.
8. Las células procariotas hospedadoras transformadas con los vectores recombinantes de la reivindicacién 6.

9. Un polipéptido sustancialmente purificado o aislado seleccionado de (a) la proteina antigénica NcSAG4 de N.
caninum, caracterizada por SEQ ID NO: 10 segtin reivindicacién 1; (b) secuencias modificadas quimica o enzimatica-
mente derivadas de homdlogas a la proteina NcSAG4 (SEQ ID NO: 10) que conservan sus caracteristicas antigénicas;
(c) polipéptidos derivados de NcSAG4 (SEQ ID NO: 10) que conservan sus caracteristicas antigénicas; o (d) proteinas
recombinantes que incluyen NcSAG4 (SEQ ID NO: 10) o incluyen polipéptidos derivados de NcSAG4 (SEQ ID NO:
10) que conservan sus caracteristicas antigénicas.

10. El uso del promotor del gen NcSAG4 para expresar genes heter6logos en células de N. caninum transfectadas
por construcciones genéticas elaboradas con el citado promotor.

11. Uso de las moléculas polinucleotidicas descritas en las reivindicaciones 1 a 5 para el diagnéstico de la infeccién
crénica por N. caninum a partir de tejidos o fluidos de los animales infectados mediante PCR o RT-PCR, hibridacién
in situ con sondas de DNA o cualquier otro método de deteccién basado en los dcidos nucleicos del pardsito.

12. Uso de los polipéptidos descritos en la reivindicacion 9 para el diagndstico seroldgico de la infeccién crénica
por N. caninum mediante enzimoinmunoandlisis (ELISA), radioinmunoandlisis (RIA), inmunoblot o cualquier otro
método basado en la capacidad antigénica de dichos polipéptidos.

13. Uso de anticuerpos monoclonales o suero policlonal especifico frente a los polipéptidos descritos en la reivin-
dicacién 9, para el diagnéstico serolégico de la infeccion crénica por N. caninum mediante un ELISA de competicion.

14. Uso de anticuerpos monoclonales o suero policlonal especifico frente a los polipéptidos descritos en la rei-
vindicacién 9, para el diagnéstico de la infeccién crénica por N. caninum en los tejidos de los animales mediante
inmunohistoquimica, inmunofluorescencia o cualquier otro método basado en la deteccion del parésito por el citado
suero.

15. Una composicién inmunogénica que comprenda: (a) un polipéptido descrito en la reivindicacién 9; (b) una
molécula polinucleotidica segtin reivindicaciones 1 a 4; (c) un vector recombinante como el descrito en la reivindica-
cion 6; (d) las células hospedadoras transfectadas segtin reivindicacién 7; o (e) las células hospedadoras transformadas
segun reivindicacion 8, formulada como vacuna contra la neosporosis.

16. Una composicién inmunogénica segun la reivindicacién 15, que comprenda un adyuvante o una o varias cito-
quinas.
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17. Un método de preparacién de una composicién inmunogénica que comprenda una combinacién: (a) un poli-
péptido segun la reivindicacion 9; (b) una molécula polinucleotidica que contenga una secuencia que codifique el po-
lipéptido de la reivindicacién 9; (c) un vector recombinante como los descritos en las reivindicacion 6; (d) las células
hospedadoras transfectadas segtn reivindicacion 7; (e) las células hospedadoras transformadas segin reivindicacién
8, formulada como vacuna contra la neosporosis.

18. Un kit de vacunacién para mamiferos contra la neosporosis que comprenda un contenedor que incluya una
composicién inmunogénica formulada como vacuna segun reivindicaciones 15, 16 y 17.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Uso del gen NcSAG4 para el diagnéstico y la prevencion de la neosporosis, y como marcador para el andlisis

de la patogenia.
<160> 15

<210>1
<211> 23
<212> DNA

<213> Neospora caninum

<220>

<221> modified_base
<222>6

<223>1i

<400> 1
tggacntayg ayttyaaraa rgc

<210>2
<211>23
<212> DNA

<213> Neospora caninum

<220>

<221> modified_base
<222> 12

<223>1i

<220>

<221> modified_base
<222> 15

<223>1i

<220>

<221> modified_base
<222> 18

<223>1i

<220>

<221> modified_base
<222>21

<223>1i

<400> 2
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<211>23
<212> DNA

<213> Neospora caninum

<220>

<221> modified_base
<222>3

<223>1i

<400> 3
acnggytcrt cyttrcartg rtc

<210>4

<211>24

<212> DNA

<213> Neospora caninum

<220>

<221> modified_base
<222> 22

<223>1i

<400> 4
rtcyttnacy ttraarcara angg

<210>5
<211>20
<212> DNA

<213> Neospora caninum
<400> 5
ccgacgaage cctgagaact

<210> 6
<211> 19
<212> DNA

<213> Neospora caninum

<400> 6

tgtcgectgt tgggttgta

<210>17
<211>24
<212> DNA

<213> Neospora caninum
<400> 7

gaaacaagaa aagagactat ctca
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<210> 8
<211>20
<212> DNA

<213> Neospora caninum
<400> 8
ccaggtgaga gtgtttcgat

<210>9
<211> 601
<212> DNA

<213> Neospora caninum

<400> 9
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aag
Lys

gga
Gly

tcc
Ser

tte

Phe
35

ceca
Pro

tac
Tyr

agce
Ser

acg
Thr

cee

Phe
115

aaa
Lys

gte
val

ata
Ile

56

104

152

200

248

296

344

392

440

488

536

20



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 10
<211> 173
<212> proteina

<213> Neospora caninum

<400> 10

Met Glu Lys Ser Ala
vVal Leu Ser Ala Cys

20

Tyr Asp Phe Lys Lys
35

Ile Ser Pro Gly Glu
50

Leu Ala Tyr Asn Pro
65

Gly Asp Ser Cys Arg
85

Ala Ala Thr Pro Ala
100

Leu Ala Phe Pro Thr
115

Cys Phe Lys Val Thr
130

Ile Lys Val Ala Gly
145

Ile Gly Ile Pro Ala
165

<210> 11
<211> 26
<212> DNA

<213> Neospora caninum
<400> 11
gccaggatce atggagaaaa gegect

<210> 12
<211> 31
<212> DNA

<213> Neospora caninum
<400> 12

ttcgaattcc ttatatcgaa ctcagtgcaa a

Phe

Ser

Pro

Ser

Thr

70

Asp

Pro

Asn

Asp

Ala

150

Leu

ES 2263 317 B2

Phe

Ala

Leu

Val

55

Gly

Glu

Thr

Ala
Thr
135

Gln

Ala

Pro
Trp
Asp
40
Ser
Asp
Pro
Trp
Val
120
Gln

Gly

Phe

Arg

Arg

25

Ser

Ile

Thr

Ile

Met
105

Pro

Lys

Leu

Ala

val
10
val
Asp
Gln
Gln
Glu

90

Gln

Ala

Asn

Ser

Leu
170

val

Glu

Glu

Asn

val

75

Leu

Thr

Lys

Lys

Ala

155

Ser

Leu
Gly
Thr
Ser
60
Leu
Ala
Gly
Gln
Thr
140

Ala

Ser

Cys

Lys

Arg

45

Gly

Arg

Thr

Ser

Thr
125
Leu

Leu

Ile

Phe
Asn
30
Lys
Ser
Ala

Leu

Thr
110

Thr

Thr

Gly

val

15

Txp

Glu

Ile

Ser

Phe

95

Arg

Pro

Ala

val

val

Ser

Thr

Thr

Ser

80

Pro

Thr

Phe

Ile

Ser
160

26

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 13
<211>28
<212> DNA

<213> Neospora caninum
<400> 13
ttatggatcc ggaagaactg gtcgtacg

<210> 14
<211> 30
<212> DNA

<213> Neospora caninum
<400> 14
tttgaattcc ttaggcgacc ttgattatcg

<210> 15
<211> 156
<212> Proteina

<213> Neospora caninum

<400> 15

Met Arg Gly Ser His
1 5

Gly Gly Gln Gln Met
20

Arg Trp Ile Arg Lys
35

Ser Asp Glu Thr Arg
50

Ile Gln Asn Ser Gly
65

Thr Gln Val Leu Arg
85

Ile Glu Leu Ala Thr
100

Met Gln Thr Gly Ser
115

Pro Ala Lys Gln Thr
130

Lys Asn Lys Thr Leu
145

His

Gly

Asn

Lys

Ser

70

Ala

Leu

Thr

Thr

Thr
150

ES 2263 317 B2

His

Arg

Trp

Glu

55

Ile

Ser

Phe

Arg

Pro

135

Ala

His

Asp

Ser

40

Thr

Thr

Ser

Pro
Thr
120

Phe

Ile

His

Leu
25

Tyr

Ile

Leu

Gly

Ala

108

Leu

Cys

Ile

Hig
10
Tyr
Asp
Ser

Ala

Asp
90

Ala

Ala

Phe

Lys

Gly

Asp

Phe

Pro

Tyr

75

Ser

Thr

phe

Lys

Val
155

Met
Asp
Lys
Gly
60
Asn
Cys
Pro
Pro
Val

140

Ala

Ala

Asp

Lys

45

Glu

Pro

Arg

Ala

Thr

125

Thr

Ser

Asp

30

Pro

Ser

Thr

Asp

Pro

110

Asn

Asp

Met
15
Lys
Leu
val

Gly

Glu
95

Thr

Ala

Thr

Thr

Asp

Asp

Ser

Asp

Pro

Trp

Val

Gln

28

30
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Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A US 2003180785 A (KRISHNAN et al.) 25.09.2003, todo el documento. 1-18
A SCHARES, G. et al., "Neospora caninum: identification of 19-, 38- 1-18
, and 40-kDa surface antigens and a 33-kDa dense granule antigen
using monoclonal antibodies.", EXP. PARASITOL., 1999, Vol. 92,
No. 2, paginas 109-119. Todo el documento.
A FUCHS, N. et al., "Differential expression of cell surface- and 1-18
dense granule-associated Neospora caninum proteins in
tachyzoites and bradyzoites.", J. PARASITOL., 1998, Vol. 84,
No. 4, paginas 753-758. Todo el documento.
A ODBERG-FERRAGUT, C. et al., "Molecular cloning of the Toxoplasma 1-18
gondii SAG4 gene encoding a 18kDa bradyzoite-specific surface
protein.", MOL. BIOCHEM. PARASITOL., 1996, Vol. 82, No. 2,
paginas 237-244. Todo el documento.
A BOHNE, W. et al., "Bradyzoite-specific genes.", CURR. TOP. 1-18

MICROBIOL. IMMUNOL., 1996, Vol. 219, paginas 81-91.
Todo el documento.

Categoria de los documentos citados
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misma categoria de la solicitud
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