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DESCRIPCION

Polipéptidos reconocidos por anticuerpos anti-Trichinela y sus aplicaciones.

La presente invencion se refiere a la utilizacién de nuevos antigenos identificados en el pardsito Trichinella en el
marco del diagndstico y de la prevencion de la triquinelosis.

La triquinelosis es una zoonosis asociada al consumo de carne infestada por el parasito Trichinella (MURRELL et
al., 2000).

Este nematodo de la clase Adenophorea pertenece a la familia Trichinellidae 1a cual comprende 8 especies y 3
genotipos emparentados en 2 grupos filogenéticamente distintos: por un lado las triquinas encapsuladas (7. spiralis; T.
nativa; T. britovi; T. murrelli; T. nelsoni) que infestan a mamiferos, y por otro lado las triquinas no encapsuladas (7.
pseudospiralis; T. papuae; T. zimbabwensis) que infestan a mamiferos, aves y reptiles (GASSER et al., 2004). Todas
estas especies pueden infestar al ser humano.

El ciclo biolégico del pardsito es auto-heteroxeno: se desarrolla completamente en un mismo huésped que es
sucesivamente huésped definitivo (portador de pardsitos adultos) y huésped intermedio (portador de larvas infestantes)
(BOIREAU et al., 2002). El paso de las larvas infestantes de un huésped a otro es necesario para la realizacién de un
nuevo ciclo. Este paso se realiza mediante ingestion de carne cruda o poco cocida contaminada por las larvas. Durante
la digestion, éstas son liberadas, y penetran en el epitelio intestinal donde mudardn a gusanos adultos (Ad) sexuados.
Las hembras fecundadas expulsan a continuacion las larvas L1 NeoNatas (L1NN) que alcanzan los musculos estriados
a través de la circulacion linfatica y sanguinea. Estas larvas LINN penetran en las células musculares (estadio de
desarrollo infestante L1M: Larva L1 Muscular) a las que provocan la desdiferenciacion en células nutricias rodeadas
por una gruesa capsula de coldgeno protectora, en el caso de triquinas encapsuladas, y muy fina en el caso de las
triquinas llamadas no encapsuladas.

Mientras que la triquinelosis es asintomadtica en el animal, la infestacién humana se traduce, durante la fase in-
testinal inicial, en diarreas asociadas a nauseas, vomitos y violentos dolores abdominales, mientras que los sintomas
vinculados a la fase de invasién muscular se caracterizan por la asociacion de fiebre, edema facial y mialgias (CAPO &
DESPOMMIER, 1996). Ataques oculares, pulmonares, gastrointestinales, cardiacos y neurolégicos pueden completar
este cuadro clinico de la triquinelosis cuya evolucién puede ser mortal. El cardcter crénico de la infestacién, marcado
por la persistencia de dolores musculares en los pacientes, estd asociado a la supervivencia del pardsito dentro de la
célula nutricia.

El tratamiento especifico de las triquinelosis humanas con antihelminticos es tanto mas eficaz en cuanto el diagnés-
tico de la infestacion se realiza precozmente para permitir una accion contra todos los estadios parasitarios y sobre todo
antes de la formacidn de la capsula protectora de coldgeno alrededor de las larvas L1M (FOURESTIE et al., 1988).

Los datos epidemiolégicos han demostrado una distribucién geografica del pardsito en todas las latitudes asociada a
un modo de transmision que implica muchas especies de la fauna salvaje que mantienen también un ciclo de infestacién
doméstica representado principalmente por el cerdo (DUPOUY-CAMET, 2000).

Las epidemias de triquinelosis humana, zoonosis emergente o re-emergente, constituyen un auténtico problema de
salud publica en el mundo debido a los hdbitos alimentarios y a controles sanitarios no siempre eficaces (MURRELL
& POZIO, 2000). Estas epidemias implican esencialmente carne de cerdo y de jabali, asi como de caballo (BOIREAU
et al., 2000).

La prevencion de la contaminacién humana pasa, por lo tanto, por una coccién en el centro de la carne y la mejora
de las condiciones de cria y/o de control de las triquinelosis animales (cerdo, caballo, jabali y otras especies animales
salvajes sensibles a Trichinella) (BOIREAU et al., 2002).

Las técnicas de cribado de la triquinelosis se dividen en dos categorias: 1) la deteccidn directa de las larvas L1M,
mediante triquinoscopia (observacion microscopica de un fragmento de carne), o después de la digestion artificial de
muestras de musculos, y 2) la deteccién indirecta mediante diferentes métodos inmunolégicos, que permiten detectar
anticuerpos dirigidos contra los antigenos de Trichinella.

A cada uno de los estadios de desarrollo del parasito: adulto (Ad), larva neonatal (L1NN), y larva muscular (L1M),
le corresponde un perfil antigénico particular.

Son las preparaciones antigénicas obtenidas de larvas del estadio L1M las que se utilizan actualmente para el
inmunodiagnéstico. En efecto, las fracciones antigénicas de los dos estadios precoces Ad y L1INN son dificiles de
purificar, y hasta ahora no se habian podido identificar antigenos inmunodominantes asociados a uno y/o a otro de
estos dos estadios.

Se utilizan principalmente preparaciones de antigeno total soluble, obtenidas mediante lisis de las larvas, centrifu-
gado del lisado, y recuperacién del sobrenadante o, mds frecuentemente, antigenos de excrecion/secrecion (antigenos
E/S).
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Los antigenos de excrecion-secrecién son producidos durante la puesta de las larvas L1M en condiciones de su-
pervivencia en un medio de cultivo; éstos proceden de un drgano particular, denominado el esticosoma, que estd
constituido por una cincuentena de células discoidales, los esticocitos. Los esticocitos contienen granulos cuyo con-
tenido es evacuado por un canaliculo en la luz del es6fago del parésito. Este contenido es muy antigénico, constituye
una parte de los antigenos de excrecidn secrecion. Estos antigenos forman una mezcla compleja de proteinas, que con-
tiene particularmente un grupo de glucoproteinas (denominadas antigenos TSL1) que portan una molécula glucidica
particular, conocida dnicamente en Trichinella y presente en todas las especies de este parasito, la beta-tivelosa.

Las preparaciones de antigenos de excrecién-secrecion que se utilizan actualmente como referencia en materia de
inmunodiagndstico de la triquinelosis se obtienen a partir de medio de cultivo de larvas L1M de Trichinella spiralis.
Después de 18 a 20 horas de cultivo, el medio se recupera por filtracion, y a continuacién se concentra (GAMBLE et
al., 1983; GAMBLE et al., 1988).

Las preparaciones de antigeno total soluble tienen, como principal inconveniente, su falta de especificidad. Fre-
cuentemente se observan reacciones antigénicas cruzadas con otras parasitosis. Los antigenos de excrecidn-secrecion
permiten obtener una mejor especificidad. Sin embargo, en los dos casos, resulta dificil producir en gran cantidad lotes
estandarizados de antigeno.

Las secuencias de ADN que codifican el antigeno E/S, y sus utilizaciones para producir antigenos ttiles para el
diagnéstico o la vacunacion contra la infeccion por 7. spiralis, se divulgan en la patente US5422263.

Los antigenos de Trichinella y sus epitopos inmunodominantes son revisados por Boireau et al., MULTIDISCI-
PLINARITY FOR PARASITES, VECTORS AND PARASITIC DISEASES, VOL 1 MEDIMOND PUBLISHING
CO, VIA RUBBIANI 6/2, 40124 BOLONIA, ITALIA, paginas 181-188; 2004.

La estructura sacaridica que contiene beta-tivelosa, que representa un epitopo inmunodominante de las prepara-
ciones de antigeno E/S (REASON et al., 1994; Patentes US 5541075 y 5707817) se sintetizé quimicamente, y se ha
propuesto su utilizacién para el inmunodiagndstico de Trichinella.

Este reactivo presenta una buena especificidad, pero su sensibilidad parece mds reducida que la de las preparaciones
de antigeno E/S. Ademads, la sintesis de esta estructura por via quimica sigue siendo costosa y pesada de realizar.

Otro problema que se plantea en el marco del diagnéstico serolégico de Trichinella es la existencia de una “ventana
ciega” de deteccion que corresponde a los estadios precoces de la infestacion, lo que se traduce en resultados falsos
negativos. Ademads, en el caballo, se ha observado una desaparicion progresiva de los anticuerpos 25 semanas después
de la infestacion.

Los inventores intentaron identificar antigenos inmunodominantes asociados a los estadios precoces de la infes-
tacion por Trichinella, y utilizables para el diagndstico seroldgico de la triquinelosis, para proporcionar medios de
obtencion de una deteccion precoz, especifica, y sensible de las infestaciones con Trichinella, tanto en el ser humano
como en animales. Con este fin, los inventores investigaron si existia, entre los productos de los genes expresados por
Trichinella en el estadio LINN y/o en el estadio Ad, proteinas que poseyeran las propiedades antigénicas deseadas.

En este marco, descubrieron que una proteina de Trichinella spiralis, que forma parte de las proteinas expresadas
especificamente en el estadio LINN en este organismo, constituia un antigeno inmunodominante, que permite una
deteccion precoz de la respuesta humoral dirigida contra Trichinella y que se conservaba ademads entre diferentes
especies de Trichinella.

Esta proteina se denominard en lo sucesivo en este documento NBL1. La secuencia completa de ADNc que codifica
esta proteina, asi como la secuencia polipeptidica que se deduce de ella son accesibles respectivamente en el Genbank
con los nimeros AF331160 y AAK16520 (alias Swissprot Q9BJL7); estas secuencias estdn anotadas como “serina
proteasa SS2, especifica de las larvas neonatas”. Estas secuencias también son reproducidas respectivamente en el
listado de secuencias en el anexo con los nimeros SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2. Una secuencia parcial de ADNc que
codifica esta proteina, asi como la secuencia polipeptidica que de ella se deduce son accesibles respectivamente en el
Genbank con los nimeros EY491941 y AAR36900 (alias Swissprot Q6RUJ3).

Los inventores han demostrado ademas que la inmunorreactividad asociada a la respuesta humoral dirigida contra
NBLI1 estaba localizada en la parte C-terminal de esta proteina, e identificaron un epitopo inmunodominante respon-
sable de esta reactividad.

Por otro lado, los inventores identificaron, a partir de un banco de ADNc de los estadios precoces mezclados
Ad+L1INN de T spiralis un nuevo gen, denominado en lo sucesivo en este documento 411.

La secuencia de este gen se representa en el listado de secuencias en el anexo con el nimero SEC ID N° 3, y la
de su producto de traduccion con el nimero SEC ID N° 4. Este producto de traduccién de este gen estd emparentado
(78,7% de identidad) con un antigeno E/S, denominado proteina Tp21-3, identificado en T. pseudospiralis (AAF79206;
NAGANQO et al., 2001), asi como con el producto de traduccién del ORF 17.20 hipotético de T. spiralis (AAB48489),
con el que presenta el 86,6% de identidad.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2356 394 T3

El producto de traduccién del gen 411 también permite detectar en un estadio precoz, la respuesta humoral dirigida
contra diferentes especies de Trichinella.

Ademais, cada uno de los antigenos NBL1 y 411 permiti6, durante los ensayos realizados, detectar animales infes-
tados por Trichinella que no habian sido detectados ni por el otro antigeno, ni por el antigeno E/S, al menos durante el
periodo D15-D30 después de la infestacion (pi).

La asociacién del antigeno NBL1 (o de un epitopo inmunodominante de éste) con el antigeno 411 permite, por lo
tanto, mejorar la sensibilidad del diagndstico, particularmente en los estadios precoces de la infestacion (de 15 a 20
dias después de la infestacion).

La presente invencion tiene, por consiguiente, por objeto la utilizacion de un polipéptido antigénico reconocido por
anticuerpos anti-Trichinella como reactivo para la deteccidn de anticuerpos anti-Trichinella en una muestra bioldgica,
caracterizada por que dicho polipéptido se selecciona entre:

a) un polipéptido que comprende un epitopo inmunodominante del antigeno NBL1, epitopo que es definido por la
secuencia PSSGSRPTYP (SEC ID N° 5);

b) un polipéptido, también denominado en lo sucesivo en este documento antigeno 411, que comprende los ami-
nodcidos 25-175 de la secuencia SEC ID N° 4 (que representan la forma madura de la proteina 411), o que
comprende una secuencia que presenta al menos el 80%, y por orden de preferencia creciente, al menos el 85%,
el 90%, o el 95% de identidad con la secuencia de los aminodacidos 25-175 de la secuencia SEC ID N° 4.

La presente invencion tiene mas particularmente por objeto un procedimiento de deteccién de la presencia de
anticuerpos anti-Trichinella en una muestra biolégica, procedimiento que se caracteriza por que comprende:

- la puesta en contacto de dicha muestra bioldgica con uno o mas polipéptidos a) y/o uno o mds polipéptidos
b), tal como se han definido anteriormente, en condiciones que permiten la formacién de un complejo antige-
no/anticuerpo con los anticuerpos anti-Trichinella eventualmente presentes en la muestra;

- la deteccidn, mediante cualquier medio apropiado, del complejo antigeno/anticuerpo eventualmente formado.

Generalmente, dicha muestra bioldgica es una muestra de suero. Puede obtenerse a partir de cualquier sujeto
(mamiferos, ave o reptil) que pertenezca a una especie que pueda resultar infestada por Trichinella, y en el que se
desea detectar la presencia de esta pardsito. Ventajosamente, se trata de una muestra obtenida a partir de un mamifero,
por ejemplo de un animal de ganaderia, o de un paciente humano.

Ventajosamente, se utiliza una mezcla, que comprende uno o mas polipéptidos a) y/o uno o mas polipéptidos b),
tal como se han definido anteriormente.

Esta asociacion permite particularmente ampliar el espectro de reactividad, con respecto a cada uno de los poli-
péptidos utilizado de forma individual.

Los polipéptidos a) definidos anteriormente, con la exclusion del antigeno NBL1 completo identificado con el
nimero de entrada del Genbank AAK16520, también forman parte, como tales, del objeto de la presente invencion.

Entre estos polipéptidos de acuerdo con la invencién, se mencionaran particularmente los polipéptidos que con-
tienen una o mdas de las siguientes secuencias: la secuencia: PSSGSRPTYPSSGSR (SEC ID N° 6); la secuencia
PSSGSRPTYPYTGSR (SEC ID N° 7); la secuencia RPTSPSSGSRPTYPS (SEC ID N° 8).

Esto engloba, por ejemplo, fragmentos de la regién C-terminal del antigeno NBL1: se mencionarén particularmente
los fragmentos que contienen la siguiente secuencia:

ENSPEGTVKWASKEDSPVDLSTASRPTNPYTGSRPTSPSSGSRPTYPSSGSRPTSPSSGSRPTYPSSGSRP
TYPSSGSRPTYPYTGSRPTPQKPVFPSYQKYPPAVQKYIDSLPSGTQGTLEYTVTQNGVTTTT (SEC ID
N° 11)

que corresponde a los aminoacidos 326-459 de la secuencia SEC ID N° 2; y sub-fragmentos de esta secuencia SEC
ID N° 11, particularmente los que comprenden la siguiente secuencia:

PSSGSRPTYPSSGSRPTSPSSGSRPTYPSSGSRPTYPSSGSRPTYP (SEC ID N° 9)

que corresponde a los aminodcidos 363-409 de la secuencia SEC ID N° 2 y, mds particularmente, los fragmentos
que comprenden la siguiente secuencia:

SRPTNPYTGSRPTSPSSGSRPTYPSSGSRPTSPSSGSRPTYPSSGSRPTYPSSGSRPTYPYTGSRPT  (SEC
ID N° 10)

que corresponde a los aminodcidos 349-415 de la secuencia SEC ID N° 2.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2356 394 T3

Los polipéptidos b) definidos anteriormente, a excepcion de los identificados con los nimeros de entrada al Gen-
Bank AAF79206 y AAB48489 forman parte, como tales, del objeto de la presente invencién. Los polipéptidos preferi-
dos son, particularmente, el polipéptido de secuencia SEC ID N° 4, o el polipéptido correspondiente a los aminodcidos
25-175 de la secuencia SEC ID N° 4, asi como los polipéptidos que presentan al menos el 90%, o preferiblemente al
menos el 95% de identidad con la secuencia SEC ID N° 4, o con la secuencia de los aminoacidos 25-175 de la secuen-
cia SEC ID N° 4. La presente invencidn engloba particularmente a los polipéptidos quiméricos que comprenden una
0 mas copias de la secuencia PSSGSRPTYP (SEC ID N°5), o de un fragmento del antigeno NBL1 que contiene esta
secuencia y/o una o mas copias de un polipéptido b) tal como se han definido anteriormente, eventualmente fusionados
a una o més secuencias heterélogas diferentes.

La presente invencién también tiene por objeto los polinucledtidos que codifican los polipéptidos de acuerdo con la
invencidn, asi como vectores recombinantes que comprenden dichos polinucledtidos, y células huésped transformadas
por dichos vectores.

La presente invencién también tiene por objeto una composicién que comprende uno o mds polipéptidos a) y uno
o mads polipéptidos b), tal como se han definido anteriormente, asi como una composicién que comprende uno o mas
polinucleétidos que codifican dichos polipéptidos.

Los polipéptidos a) y b) definidos anteriormente pueden utilizarse en el marco de diferentes métodos de detec-
cion de anticuerpos, que se conocen en si mismos. Como ejemplos, se mencionardn particularmente los métodos de
tipo ELISA (directo, indirecto o “sdndwich”), los métodos de microaglutinacion en perlas, asi como los métodos de
transferencia electroforética acoplada a un inmunomarcado.

La presente invencion también tiene por objeto un kit para la deteccién de la presencia de anticuerpos anti-
Trichinella en una muestra bioldgica, caracterizado por que comprende uno o mas polipéptidos a) y/o uno o mas
polipéptidos b) tal como se han definido anteriormente, y, llegado el caso, tampones y reactivos apropiados para la
constitucién de un medio de reaccién que permite la formacién de un complejo antigeno/anticuerpo y, opcionalmente,
medios de deteccidn de dicho complejo antigeno/anticuerpo.

Ventajosamente, dicho kit comprende un polipéptido a) y/o un polipéptido b) tal como se han definido anteriormen-
te, inmovilizados sobre un soporte sélido. Como ejemplos no limitantes de soportes sélidos utilizables, se mencionardn
placas de microvaloracidn, perlas, microperlas o microparticulas, bandas, etc....

Dicho kit también puede comprender muestras de referencia, tales como uno o mds sueros negativos y uno o mas
SUEros positivos.

La presente invencidn también tiene por objeto la utilizacién de un polipéptido a) o de un polipéptido b), tal como
se han definido anteriormente, para la preparacion de anticuerpos dirigidos especificamente contra dicho polipéptido.

Estos polipéptidos pueden utilizarse en el marco de diferentes métodos, conocidos en si mismos, de preparacién de
anticuerpos. Estos pueden utilizarse, por ejemplo, (eventualmente después de la adicién de un adyuvante apropiado)
para la inmunizacién de un animal. También pueden injertarse sobre un soporte de cromatografia de afinidad, para
permitir purificar, a partir de un liquido bioldgico, los anticuerpos dirigidos especificamente contra el polipéptido en
cuestién. El liquido biolégico puede ser, por ejemplo, suero de un animal previamente inmunizado con el polipéptido
en cuestion, o un sobrenadante de hibridoma; también puede tratarse del suero de un animal infestado por Trichinella
a partir del que se desea aislar una sub-poblacién de anticuerpos dirigidos especificamente contra el polipéptido en
cuestion.

La presente invencién también engloba cualquier anticuerpo dirigido especificamente contra un polipéptido a) o
un polipéptido b) tal como se han definido anteriormente. Puede tratarse de anticuerpos policlonales o0 monoclonales.
Los anticuerpos preferidos son aquellos que reconocen el epitopo PSSGSRPTYP (SEC ID N° 5).

Los anticuerpos dirigidos especificamente contra un polipéptido pueden obtenerse mediante diversas técnicas co-
nocidas en si mismas, y particularmente mediante los métodos convencionales que comprenden la inmunizacién de
un animal con el polipéptido en cuestién (eventualmente con la adicién de un adyuvante apropiado), y la recupera-
cidén de su suero (para la produccién de anticuerpos policlonales), o de sus células linfocitarias (para la produccién de
anticuerpos monoclonales).

Los polipéptidos a) y b) definidos anteriormente, asi como los polinucleétidos que codifican estos polipéptidos,
pueden utilizarse para la preparacién de composiciones inmundgenas, y particularmente de vacunas anti-Trichinella.

La presente invencidn también tiene por objeto una composicién inmundgena, que comprende uno o mas poli-
péptidos a) y/o uno o mas polipéptidos b) tal como se han definido anteriormente, o uno o mas polinucleétidos que
codifican dichos polipéptidos, asociados a uno o mds adyuvantes que permiten mejorar la respuesta inmunitaria.

De acuerdo con una realizacion preferida de una composiciéon inmundgena de acuerdo con la invencion, se trata de
una vacuna.
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Una gran variedad de adyuvantes que permiten aumentar la inmunogenicidad de los péptidos son conocidas en
si mismos por el especialista en la técnica: se mencionardn, como ejemplos de adyuvantes, la alimina (hidréxido de
aluminio), el adyuvante completo o incompleto de Freund (AIF), los liposomas, asi como los virosomas (envueltas
virales reconstituidas), los derivados peptidicos del dcido murdmico, etc. En el caso de una vacuna, se seleccionard,
por supuesto, un adyuvante farmacolégicamente aceptable; como ejemplos de adyuvantes preferidos se mencionaran
los adyuvantes de tipo emulsion “de agua en aceite”, por ejemplo los adyuvantes comercializados por la compaiifa
SEPPIC con las denominaciones MONTANIDE ISA 70 y MONTANIDE ISA 775, y que también se describen en las
Patentes EP 480 982, EP 825 875, US 5422109, US 6251407 y US 6610309.

Llegado el caso, particularmente en el caso de péptidos cortos (< 30 aminodcidos), dichos polipéptidos pueden
acoplarse a una proteina portadora.

Como ejemplos de protefnas portadoras, se mencionard particularmente la KLH (keyhole limpet hemocyanin [he-
mocianina de lapa californiana]), la albimina de suero bovino (BSA), ovoalbiimina, anatoxina tetdnica o diftérica.
También puede formarse una composicién multiepitdpica, asociando varias copias de un mismo péptido entre si, y
eventualmente con otros epitopos peptidicos, en forma de polipéptidos quiméricos, o por medio de una cadena poli-
mérica, por ejemplo una polilisina.

Si se utiliza como inmundgeno un polinucledtido, la composicién inmunégena puede presentarse en forma de un
vector recombinante en el que se inserta(n) el(los) polinucleétido(s) a administrar. Pueden utilizarse, por ejemplo,
vectores virales tales como poxvirus, adenovirus, retrovirus, lentivirus, herpesvirus, y AAV (adeno-associated virus
[virus adenoasociado]), etc... También puede presentarse en forma de una bacteria no patégena, transformada por uno o
mas vectores de expresion que contienen dicho(s) polinucle6tido(s). También se puede administrar directamente el(los)
polinucleétido(s), en forma de ADN desnudo, o incorporarlo en liposomas. En el caso de una vacuna, se utilizard
preferiblemente una bacteria no patégena (por ejemplo un lactobacilo, o una cepa no patégena de Escherichia coli o
de Salmonella suis), o un vector derivado de una cepa viral de vacuna; por ejemplo un vector derivado de una cepa de
vacuna del virus de la pseudorabia (enfermedad de Aujeszky).

La presente invencién se entenderd mejor con ayuda de la siguiente descripcidn, que se refiere a ejemplos que
ilustran la utilizacién de los antigenos NBL1 y 411, para el inmunodiagndstico precoz de la triquinelosis.
Leyenda de las figuras

Figura 1: Secuencia de la proteina THX-NBL1(Cterm).

La secuencia procedente de NBL1 se indica en negrita y las secuencias procedentes del plasmido pET102 se
indican en cursiva.

Figura 2: Inmunorreactividad de la proteina THX-NBL1(Cterm). M: Marcador de pesos moleculares; 1: suero de
cerdo negativo; 2: suero de cerdo infestado experimentalmente por 20000 L1M de T. spiralis.

Figura 3: Comparacion de las cinéticas de aparicion de los anticuerpos anti-Trichinella detectados mediante ELISA
THX-NBL1(Cterm) o mediante ELISA Ag E/S en sueros de cerdos infestados por T spiralis.

A: Deteccién mediante ELISA THX-NBL1(Cterm); B: Deteccién mediante ELISA Ag E/S.

En abscisas: nimero de dias después de la infestacion; en ordenadas: porcentaje de reactividad. El umbral de
deteccion de los ELISA estd marcado con una raya negra (44% para ELISA THX- NBL1(Cterm) y 14% para ELISA
Ag E/S). La media y las desviaciones tipicas de la proporcién muestra/control positivo son idénticas para cada grupo
de cerdos infestados.

Figura 4: Especificidad del ELISA NBL1(Cterm).

En abscisas: cohorte de 230 muestras negativas procedente de cerdos industriales o de cerdos criados al aire libre.
Las 5 muestras positivas proceden de sueros de cerdos infestados experimentalmente. El umbral es igual a 2 veces el
valor medio de las muestras negativas. En ordenadas: porcentaje de reactividad.

Figura 5: Secuencia de la proteina THX-411.

La secuencia procedente de 411 se indica en negrita. Las secuencias procedentes del plasmido se indican en cursiva.

Figura 6: Inmunorreactividad de la proteina THX-411.

1: suero positivo 50 dias pi; 2: suero positivo 30 dias pi; 3: suero negativo -5 dias; 4: control conjugado. M:
Marcador de pesos moleculares.
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Figura 7: Comparacioén de las cinéticas de aparicion de los anticuerpos anti-Trichinella detectados mediante ELISA
THX-411 o mediante ELISA Ag E/S en sueros de cerdos infestados por 7. spiralis.

A: Deteccion mediante ELISA THX-411; B: Deteccién mediante ELISA Ag E/S.

En abscisas: nimero de dias después de la infestacion; en ordenadas: porcentaje de reactividad. El umbral de
deteccion de los ELISA estd marcado con una raya negra (52% para el ELISA THX-411 y 14% para el ELISA Ag
E/S). La media y las desviaciones tipicas de la proporciéon muestra/control positivo se indican para cada grupo de
cerdos infestados.

Ejemplo 1
Produccion de la proteina recombinante thx-nbll(cterm), que contiene una porcion c-terminal de NBLI

Se realiz6 un inmunocribado de un banco de ADNc de L1NN de Trichinella spiralis con un suero de cerdo ob-
tenido 35 dias después de la infestacién exponencial con 10000 L1M de T. spiralis. La secuenciacién de los clones
reconocidos por este suero permitié determinar que la mayor parte de estos codificaban una misma proteina.

Esta proteina es una supuesta proteasa de serina, cuya secuencia de ADNc y la secuencia de aminodcidos deducida,
estdn disponibles respectivamente en el Genbank con los nimeros AF331160 y AAK16520, y se reproducen también
en este documento con los nimeros SEC ID N° 1 y SEC ID N° 2. Se denomina en este documento NBL1.

Una porcién de la parte C terminal de la proteina se amplificé con ayuda de los oligonucleétidos NBL1CtermF
(5’-CACCGAAAATTCTCCTGAAGGA-3’) (SEC ID N° 12) y NBLICtermR (5’-TGTTGTTGTAGTAACTCC-3)
(SEC ID N° 13), y de la ADN polimerasa AccuPrime Pfx DNA polymerase (Invitrogen), y se clon6 en el plasmido
pET102D/topo utilizando el kit de expresién Champion pET102 Directional TOPO de acuerdo con las recomendacio-
nes del fabricante (Invitrogen).

El plasmido recombinante obtenido, denominado pET102-NBL1(Cterm) codifica una proteina de fusién tiorredo-
xina-NBL1(Cterm) (THX-NBL1(Cterm), de 291 amino4acidos, que porta en posicién C-terminal una etiqueta de poli-
histidina. La secuencia de esta proteina de fusion se representa en la Figura 1.

La proteina de fusion THX-NBL1(Cterm) se expresé en bacterias E. coli BL21 Star (DE3), BL21 (DE3) pLys
(Invitrogen) transformadas con el plasmido pET102-NBL1(Cterm), y se purificé por cromatografia de afinidad en
condiciones desnaturalizantes en columna Ni-NTA (Ni-NTA spin columns kit; Ni-NTA beads), utilizando el protocolo
recomendado por el proveedor (Qiagen).

La proteina de fusion THX-NBL1(Cterm) purificada aparece, después de la electroforesis en condiciones desnatu-
ralizantes (SDS-PAGE) en forma de una banda con el tamafio esperado de 31,1 kDa.

La inmunorreactividad de la proteina THX-NBL1(Cterm) frente a un suero de cerdo libre de triquinelosis y a un
suero de cerdo infestado por 20000 larvas L1M de T. spiralis extraido 60 dias después de la infestacion, se analizd
mediante transferencias de Western.

Después de la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), la proteina se electrotransfiri a una
membrana Hybond P (PVDF) siguiendo las instrucciones del proveedor (Amersham). Las membranas se prehibridaron
durante 1 h en TBS-T (Tris-HCl 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,1%) y un 5% de leche desnatada.
Después de 2 lavados en TBS-T durante 1 minuto, y a continuacién 3 lavados en TBS-T durante 5 minutos, las
membranas se incubaron durante 1 h con el suero de cerdo diluido a 1/200 en TBS. Después del lavado, las membranas
se incubaron durante 20 minutos con el anticuerpo secundario de conejo anti-IgG de cerdo marcado con fosfatasa
alcalina (A1192, Sigma) diluido a 1/30000, y a continuacion el sustrato NBT/BCIP (E116, Interchim) puro durante 30
minutos para la revelacién del marcado.

Los resultados se ilustran mediante la Figura 2.

Se observa una inmunorreactividad muy fuerte de de THX-NBL1(Cterm) con el suero del cerdo infestado por 7.
spiralis.
Ejemplo 2
Utilizacion de THX-NBLI(Cterm) para detectar la respuesta humoral dirigida contra Trichinella

La proteina THX-NBL1(Cterm), preparada como se ha descrito en el ejemplo 1 anteriormente, se evalué mediante

ELISA indirecto frente a sueros obtenidos de cerdos infestados por Trichinella, en comparacién con el antigeno de
excrecion/secrecion (E/S) de T. spiralis.
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El antigeno E/S de referencia se prepara de acuerdo con el protocolo descrito por GAMBLE et al., (1988). Se ha
obtenido a partir del sobrenadante de cultivo de las larvas L1M mantenidas en condiciones de supervivencia durante
24 h en RPMI 1640 que contiene el 1% de piruvato, el 15% de suero fetal bovino (SVF), el 1% de L-glutamina, 100
U/ml de penicilina 100 U/ml y 100 pg/ml de estreptomicina.

Para los ensayos de ELISA, el antigeno diluido en tampén PBS 1X, a razén de 1,25 pg/ml para el antigeno E/S
y de 2 ug/ml para THX-NBL1(Cterm), se incuba durante 1 noche a 4°C en placas de 96 pocillos (placas MediSorp,
NUNC). Después de 3 lavados (PBS 1X, Tween 20 al 0,05%), las placas se saturan a temperatura ambiente durante 1
h con una solucién de leche desnatada diluida al 2% en la solucién de lavado.

Se depositan en cada pocillo 100 ul de suero de cerdo diluido a 1/20 en tamp6n PBS 1X, con la adicién de Tween
20 al 0,05%. Después de la incubacién durante 30 minutos a 37°C, seguida de 3 lavados (PBS 1X, Tween 20 al
0,05%), se depositan en cada pocillo 100 ul de la solucidén de conjugado (proteina G-peroxidasa (P-8170, Sigma)
diluida al 1/32000 en tampé6n PBS 1X, con la adicién de Tween 20 al 0,05%. Después de una nueva incubacién
durante 30 minutos a 37°C, seguida de 3 lavados (PBS 1X, Tween 20 al 0,05%), se depositan en cada pocillo 100 ul
de una solucién de sustrato (3,3°,5,5’ tetrametilbenzidina-peréxido de hidrégeno: TMB3). Después de 20 minutos de
incubacién a temperatura ambiente en la oscuridad, la reaccidn se interrumpe mediante la adicién de 100 pl/pocillo de
H,S0, 0,5 M. La lectura de las placas se realiza mediante medicidn de la absorbancia a 450 nm.

El resultado de las lecturas de las placas de ELISA se presenta en forma del porcentaje de reactividad de un suero
de muestra con respecto a un suero de control positivo.

E
% de P (DO muestra — DO control negativo/DO control positivo — DO control negativo) x 100

El umbral de positividad (igual a 2 veces el valor medio de las muestras negativas de referencia) es del 14% para
el ELISA Ag E/S, y del 44% para el ELISA THX-NBL1 (Cterm).

Se comparé la cinética de aparicién de los anticuerpos anti-Trichinella detectados mediante ELISA THX-NBL1
(Cterm) o mediante ELISA Ag E/S en sueros de cerdos convencionales infestados experimentalmente por 200, 1000
620000 larvas L1M de T. spiralis.

Los resultados se ilustran mediante la Figura 3.

El antigeno THX-NBL1(Cterm) permite la deteccién dependiente de la dosis de las respuestas humorales dirigidas
contra 7. spiralis. La deteccidn de epitopos conformacionales mediante este ensayo ELISA asociada a la deteccién
de epitopos lineales mediante transferencia de Western demuestran, por otro lado, el cardcter inmunodominante de la
proteina NBL1 de Trichinella. E1 ELISA THX-NBL1(Cterm) detecta la seroconversion a partir del 25° dia pi, mientras
que el ELISA Ag E/S solamente detecta la seroconversién 10 dias mds tarde.

La deteccién mediante ELISA Ag E/S, y ELISA THX-NBL1(Cterm) de las respuestas humorales inducidas por 7.
spiralis y las otras tres especies de Trichinella identificadas en Europa, T. nativa, T. britoviy T. pseudospiralis, también
se comparo.

Los resultados se resumen en la Tabla I a continuacion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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El conjunto de estos resultados muestra que el ELISA THX-NBL1(Cterm) permite una deteccién particularmente
precoz de las respuestas humorales, a partir del 15° dia pi, para los animales fuertemente infestados y una deteccién
ligeramente retardada para los animales infestados con una carga media de 1000 L1M (25° dia pi). Se obtuvieron
resultados similares con cerdos holoxénicos infestados de acuerdo con el mismo protocolo. La seroconversion mas
precoz detectada mediante el ELISA Ag E/S era el 25° dia pi. La comparacion de los resultados obtenidos con los 2
ensayos de ELISA demostré un aumento de 5 a 20 dias en términos de precocidad para el diagnéstico de T. spiralis
mediante la utilizaciéon del ELISA THX-NBL1(Cterm) (Tabla I). Ademads, los animales infestados por T. spiralis
que fueron diagnosticados a la vez mediante el ELISA Ag E/S y el ELISA THX-NBLI1(Cterm) vieron como, para
todos, su ventana de deteccion seroldgica se reducia con el ELISA THX-NBL1(Cterm). La sensibilidad del ELISA
THX-NBL1(Cterm) se demostré con el cribado efectivo de 7/9 cerdos convencionales durante este experimento con
animales, es decir 3/3 cerdos infestados por 20000 L1M, 3/3 cerdos infestados por 1000 L1M y 1/3 cerdo infestado
por solamente 200 L1M de T spiralis. Las detecciones estaban asociadas a la carga parasitaria muscular de 7. spiralis
en estos animales que variaba de media de 3 larvas por gramo (LpG) para los cerdos infestados experimentalmente por
200 L1M, 43 LpG para los cerdos infestados experimentalmente por 1000 L1M, y 538 LpG para los cerdos infestados
experimentalmente por 20000 L1M.

Las respuestas humorales inducidas por las otras tres especies de Trichinella identificadas en Europa, T. nativa, T.
britoviy T. pseudospiralis, también se detectaron, a su vez, de forma dependiente de la dosis mediante el ELISA THX-
NBL1(Cterm), demostrando la conservacion genética y antigénica de NBL1 en el género Trichinella (inmunodomi-
nancia), y por consiguiente todo su interés para el diagndstico de amplio espectro de las triquinelosis. La sensibilidad
y la precocidad del diagnéstico (15° dia pi) se confirmaron. La ventana de seroconversion se redujo de 5 a 45 dias con
el ELISA THX-NBLI1(Cterm), y a semejanza de la infestacion por T. spiralis, el conjunto de los animales que fueron
diagnosticados a la vez mediante ELISA Ag E/S y ELISA THX-NBL1(Cterm) vieron como su ventana de deteccién
seroldgica se redujo con el ELISA THX-NBL1(Cterm). Ademds, el andlisis de la infestacién por la especie T. nati-
va demuestra la gran sensibilidad del ELISA THX-NBL1(Cterm) que diagnosticé 6/9 animales (contra 5/9 animales
mediante el ELISA Ag E/S) de los cuales 2 eran cerdos no cribados mediante el ELISA Ag E/S mientras que la carga
parasitaria muscular era de media de solamente 7 x 107 a 0,1 LpG.

La especificidad del ELISA THX-NBL1(Cterm) se demostré con ayuda de los sueros extraidos en el conjunto de
los animales antes de cada infestacién experimental y hasta 10 dfas pi. Mds de 200 sueros de cerdos criados al aire
libre se utilizaron para mostrar la especificidad de la molécula. Ningtn cerdo negativo para Trichinella reaccioné con
el ELISA THX-NBL1(Cterm).

Estos resultados se ilustran mediante la Figura 4.

Ejemplo 3
Identificacion de un epitopo inmunodominante de NBLI

Se realiz6 un andlisis in silico (por ordenador) de la secuencia de aminoacidos deducida de la parte C terminal de
NBLI, para predecir las regiones mds antigénicas.

Los resultados del andlisis in silico condujeron a la seleccién de 11 péptidos solapantes que abarcan 113 amino4-
cidos de la parte C terminal de NBL1 (del aminoécido 327 al aminodacido 440). Las secuencias de estos péptidos se
indican a continuacién

NSEM1: NH2-NSPEGTVKWASKEDS-CONH2 (SEC ID N° 14)

NSEM2: NH2-ASKEDSPVDLSTASR-CONH?2 (SEC ID N° 15)

NSEM3: NH2-LSTASRPTNPYTGSR-CONH2 (SEC ID N° 16)

NSEM4: NH2-PYTGSRPTSPSSGSR-CONH2 (SEC ID N° 17)

NSEMS:  NH2-PSSGSRPTYPSSGSR-CONH2 (SEC ID N° 6)

NSEM6: NH2-PSSGSRPTSPSSGSR-CONH2 (SEC ID N° 18)

NSEM7: NH2-PSSGSRPTYPYTGSR-CONH2 (SEC ID N° 7)

NSEMS: NH2-PYTGSRPTPQKPVFP-CONH2 (SEC ID N° 19)

NSEM9: NH2-QKPVFPSYQKYPPAV-CONH?2 (SEC ID N° 20)

NSEM10: NH2-KYPPAVQKYIDSLPS-CONH2 (SEC ID N° 21)

NSEM11: NH2-RPTSPSSGSRPTYPS-CONH?2 (SEC ID N° 8).

11
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La antigenicidad de los péptidos NSEM frente a un suero de cerdo infestado por 20000 larvas L1M de T. spiralis
y recogido 60 dias después de la infestacion se evalué mediante ELISA indirecto, utilizando un protocolo idéntico
al descrito en el Ejemplo 2, excepto que los péptidos, previamente biotinilados se incuban (2 pg/ml en PBS 1X; 100
(l/pocillo) en placas pretratadas con estreptavidina.

Se detectaron tres péptidos inmunorreactivos (NSEMS, 7 y 11). El andlisis de la secuencia primaria de los péptidos
inmunorreactivos revelo la presencia de un motivo comtin de 10 aminoécidos (PSSGSRPTYP) (SEC ID N° 5). Este
motivo estd presente, por otro lado, 4 veces en toda la secuencia de la proteina NBL1. Por otro lado, la cartografia
de epitopos mediante péptidos solapantes de 6 aminoacidos permitié demostrar la importancia primordial de un solo
aminodcido, una tirosina, para la inmunorreactividad del epitopo lineal en los péptidos.

Experimentos complementarios demostraron finalmente que NSEM11 era el péptido mas reactivo comparado con
N5SEMS y NSEMY7 en términos de sensibilidad y de precocidad.

Este péptido se compard con el antigeno E/S de T. spiralis, como se describe en el Ejemplo 2 para THX-NBLI1
(Cterm).

Los resultados se resumen en la Tabla II a continuacidn:

(Tabla pasa a pagina siguiente)

12
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Estos resultados muestran que el ELISA NSEMI11 permite la deteccion de las infestaciones moderadas con 7.
spiralis. Ademds, se obtuvo una deteccion precoz a partir del 20ésimo dia después de la infestacion, es decir de 5 a 10
dias antes de lo permitido por el ELISA Ag E/S.

Se observa también una disminucién del indice de anticuerpos anti-NSEM11 después del pico de deteccidon, lo que
confirma este caracter precoz, y que es util para poner fecha a una infestacién reciente. El conjunto de los cerdos infes-
tados por T. spiralis y diagnosticados mediante el ELISA NSEM11 peptidico presenta una ventana de seroconversion
en parte similar, pero en la mayoria de los casos mds reducida que la observada con el ELISA Ag E/S.

Por otro lado, NSEM11 presenta reacciones antigénicas cruzadas con el suero de cerdos infestados por T. nativa, T.
britovi y T. pseudospiralis demostrando la inmunodominancia de este péptido del estadio LINN de Trichinella. Estas
reacciones antigénicas cruzadas conducen a una deteccién que puede obtenerse de 5 a 30 dias antes que con el ELISA
AgE/S.

Sin embargo, se ha observado una erosién de la sensibilidad en comparacién con el ELISA Ag E/S, en términos
de deteccién retardada para animales infestados por 7. pseudospiralis y co-detectados mediante los dos ensayos. A
contrario, el ELISA NSEM11 también permiti6é diagnosticar un animal infestado por 7. nativa y no cribado mediante
el ELISA Ag E/S mientras que la carga parasitaria muscular era residual.

La especificidad del ELISA NSEM11 se evalu6 con ayuda de sueros extraidos de 300 animales antes de la infesta-
cién experimental y hasta 10 dias pi. Esta especificidad es superior al 99% (no se ilustran los resultados).

Ejemplo 4
Identificacion y aislamiento del antigeno 411

El clon de ADNc 411 se seleccioné a partir de un banco de ADNc de los estadios invasivos precoces Ad+LINN
de T. spiralis.

La secuencia nucleica de este clon de ADNc, asi como la secuencia polipeptidica deducida, se determinaron, y se
representan respectivamente en la lista de secuencias con los niimeros SEC ID N° 3 y SEC ID N° 4. El marco abierto
de lectura de 411 codifica una supuesta proteina de 20 kDa. A excepcién de un péptido sefial, no se identificé ningtin
dominio proteico.

La comparacién del marco abierto de lectura completo de 411 con las secuencias disponibles en el Genbank
muestra que éste presenta el 78,7% de identidad con la proteina Tp21-3 de excrecién/secrecion identificada en T.
pseudospiralis (AAF79206; NAGANO et al., 2001), y el 86,6% de identidad con la secuencia del ORF 17.20 hipotético
de T. spiralis presentada por Polvere y Despommier (AAB48489). Estas comparaciones de secuencias identifican a
411 como un nuevo miembro de esta familia de genes comun al género Trichinella.

El marco abierto de lectura completo de 411 se amplificé con ayuda de los oligonucleétidos 411F (5’-CACCC
GAGAAAACATGCAT-3’) (SEC ID N° 22) y 411R (5’-TCCATTCAATTTTGCGTCAC-3") (SEC ID N° 23), y la
ADN polimerasa AccuPrime Pfx DNA polymerase (Invitrogen), y se cloné en el plasmido pET102D/topo, utili-
zando el kit de expresién Champion pET102 Directional TOPO de acuerdo con las recomendaciones del fabricante
(Invitrogen).

El plasmido recombinante obtenido, denominado pET102-411 codifica una proteina de fusién tiorredoxina-411
(THX-411) de 330 aminodcidos, para una masa molecular predicha de 36,7 kDa, y que porta en posicién C-terminal
una etiqueta de polihistidina. La secuencia de esta proteina de fusion se representa en la Figura 5.

La proteina de fusion THX-411 se expresé en bacterias E. coli BL21 Star (DE3), BL21 (DE3)pLys (Invitrogen)
transformadas con el plasmido pET102-411, y se purific6 mediante cromatografia de afinidad en condiciones desna-
turalizantes en columna Ni-NTA (Ni-NTA spin columns kit; Ni-NTA beads), utilizando el protocolo recomendado por
el proveedor (Qiagen).

La proteina de fusién THX-411 purificada aparece, después de la electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) en forma da una banda con el tamaiio esperado de 36,7 kDa.

La inmunorreactividad de la proteina THX-411 frente a un suero de cerdo libre de triquinelosis, y del suero del
mismo cerdo, 30 dias y 50 dias después de la infestacién por 20000 larvas L1M de T. spiralis se compar6 con la
del antigeno de referencia E/S (preparado como se ha descrito en el ejemplo 2 anteriormente). El andlisis se rea-
lizé mediante transferencia de Western, utilizando el mismo protocolo que el descrito en el ejemplo 1 anterior-
mente.

Los resultados se ilustran mediante la Figura 6.
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Se observa una inmunorreactividad muy fuerte de THX-411 con los sueros del cerdo infestado por T. spiralis y
la deteccién precoz de anticuerpos anti-411 (30 dias pi). Se observa un ligero ruido de fondo debido a las reacciones
cruzadas entre las proteinas bacterianas residuales de alta masa molecular que subsisten en la preparacién de THX-
411 y los anticuerpos anti E. coli presentes en los sueros.

Ejemplo 5
Utilizacion de THX-411 para detectar la respuesta humoral dirigida contra Trichinella

La proteina, preparada como se ha descrito en el ejemplo 4 anteriormente, se evalué mediante ELISA indirecto
frente a sueros obtenidos de cerdos infestados por Trichinella, en comparacion con el antigeno de excrecién/secrecién
(E/S) de T. spiralis.

Se compard la cinética de aparicion de los anticuerpos anti-Trichinella detectados mediante ELISA THX-411 o
mediante ELISA Ag E/S en sueros de cerdos convencionales infestados experimentalmente con 200, 1000 6 20000
larvas LIM de T. spiralis. La deteccién mediante ELISA Ag E/S, y ELISA THX-411 de las respuestas humorales
inducidas por T. spiralis y las otras tres especies de Trichinella identificadas en Europa, T. nativa, T. britovi y T.

pseudospiralis, también se comparo.

El protocolo utilizado es idéntico al descrito en el Ejemplo 2. El antigeno THX-411 se utilizé a 2 ug/ml, y el
antigeno E/S a 1,25 pg/ml.

El umbral de positividad es del 14% para el ELISA Ag E/S, y del 52% para el ELISA THX-411.

Los resultados se ilustran mediante la Figura 7, asi como mediante la Tabla III a continuacién.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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El conjunto de estos resultados muestra que el antigeno 411 permite la deteccion dependiente de la dosis de las
respuestas humorales dirigidas contra 7. spiralis. La deteccién de epitopos conformacionales mediante este ensayo
ELISA asociada a la deteccidn de epitopos lineales mediante transferencia de Western demuestran, por otro lado, el
cardcter inmunodominante de la proteina 411 de Trichinella.

La proteina recombinante THX-411 permite una deteccion particularmente precoz de los anticuerpos dirigidos
contra 7. spiralis (a partir del 20° dia pi para los animales fuertemente infestados por 20000 L1M). La seroconversién
viene acompafiada por un perfil de respuestas humorales que tienen valores elevados y mantenidos hasta el 60 dia pi.
La seroconversion de los animales infestados con una carga moderada y reducida del parasito se detect6 de forma mas
tardia al 30° dia pi y 60° dia pi, respectivamente. La seroconversion mas precoz detectada mediante el ELISA Ag E/S
es el 25° dia pi.

Los animales infestados por T. spiralis que fueron diagnosticados a la vez mediante el ELISA Ag E/S y el ELISA
THX-411 vieron como, para 2/5 de ellos, su ventana de deteccién seroldgica se reducia con el ELISA THX-411,
con una ganancia de 5 a 10 dias en términos de precocidad. La sensibilidad del ELISA THX-411 se demostrd con el
cribado efectivo de 5/9 cerdos convencionales durante esta experimentacién animal, es decir 3/3 cerdos infestados por
20000 L1M, 1/3 cerdos infestados por 1000 L1M y 1/3 cerdo infestado por solamente 200 L1M de T. spiralis. Las
detecciones estaban asociadas a la carga parasitaria muscular de 7. spiralis en estos animales, que variaba de media
de 3 larvas por gramo (LpG) para los 30 cerdos infestados experimentalmente por 200 L1M, 43 LpG para los cerdos
infestados por 1000 L1M, y 538 LpG para los cerdos infestados por 20000 L1M.

Las respuestas humorales inducidas por T. nativa, T. britovi y T. pseudospiralis también se detectaron, a su vez,
mediante el ELISA THX-411 (10/12 animales infestados por 20000 L1M), que demuestran la conservacion genética y
antigénica de 411 en el género Trichinella y, por consiguiente, todo su interés para el diagndstico de amplio espectro
de las triquinelosis. La precocidad del diagnéstico se confirmé a partir del 20° dia pi. La ventana de seroconversion se
redujo de 5 a 20 dias con el ELISA 411, y a semejanza de la infestacién por T. spiralis, del 50% al 100 de los animales
que fueron diagnosticados a la vez con ELISA Ag E/S y ELISA THX-411 vieron como su ventana de deteccién
seroldgica se reducia con el ELISA THX-411. El anélisis de la infestacion por la especie T. nativa demostré una
mayor sensibilidad del ELISA THX-411 que diagnosticé 6/9 animales (contra 5/9 animales mediante el ELISA Ag
E/S) mientras que la carga parasitaria muscular era solamente de media de 7 x 10 a 0,1 LpG. Ademds, se obtuvieron
perfiles de respuestas humorales similares para los animales infestados por T. spiralis y T. nativa, mientras que la
intensidad de la infestacion generada por esta dltima especie era significativamente menor, lo que sugiere un caricter
inmunégeno muy importante de la proteina 411 de T. nativa y su utilizacién para la deteccién de esta especie resistente
a la congelacion.

La especificidad del ELISA THX-411 se evalu6 con ayuda de sueros extraidos de 150 animales antes de la infes-
tacion experimental y hasta 10 dias pi. Esta especificidad es superior al 99% (no se ilustran los resultados).

Conclusion

Los antigenos NBL1 y 411 constituyen antigenos inmunodominantes y conservados en el género Trichinella. Los
ensayos ELISA que utilizan estos antigenos (NBL1 parte C terminal; epitopo peptidico NSEM11 de NBL1; antigeno
411) tienen una especificidad frente a Trichinella superior al 99%, y permiten el diagndstico precoz (15-60 dias después
de infestacién) de las triquinelosis porcinas producidas por las 4 especies de Trichinella identificadas en Europa.

El ensayo ELISA que utiliza la proteina recombinante purificada THX-NBL1(Cterm), que contiene el epitopo
inmunodominante de NBL1 localizado en la parte C terminal de la proteina, es especifico de Trichinella, sensible, y
permite el diagndstico de las triquinelosis porcinas con una precocidad aumentada en de 5 a 45 dias con respecto al
ELISA Ag E/S. Ademads, este ensayo permitié obtener una ventana de deteccion seroldgica reducida con respecto al
ELISA Ag E/S en el 100% de los animales que fueron diagnosticados a la vez mediante el ELISA Ag E/S y mediante
el ELISA THX-NBL1(Cterm).

El ensayo ELISA que utiliza la proteina recombinante purificada THX-411 reproduce con una sensibilidad actual-
mente un poco mas reducida (17/36 animales diagnosticados) las cinéticas de las respuestas humorales detectadas
mediante el ELISA Ag E/S. Sin embargo, la sensibilidad de este nuevo ELISA permitié diagnosticar un cerdo no
cribado mediante el ELISA Ag E/S. El ELISA THX-411 puede permitir el diagnéstico de las triquinelosis porcinas
con una precocidad aumentada en de 5 a 20 dias con respecto al ELISA Ag E/S. Ademads, del 50% al 100% de los
animales que fueron diagnosticados a la vez mediante ELISA Ag E/S y ELISA THX-411 vieron como su ventana de
deteccion seroldgica se reducia con el ELISA THX-411.

El conjunto de estos resultados muestra que los antigenos NBL1 y 411 pueden utilizarse, como alternativa al
antigeno E/S, o como complemento a éste, para el diagndstico serolégico precoz de las triquinelosis. Ademds, la
asociacion de estos dos nuevos antigenos de Trichinella permite la mejora de la sensibilidad del ELISA mediante el
diagndstico de un animal suplementario.

La asociaciéon de NBL1 (Cterm) con un péptido inmunodominante de tipo NSEM11, y 411 permite mejorar la
sensibilidad del diagnéstico de Trichinella (24/36 animales detectados).
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El efecto aditivo de NBL1 con 411 se traduce en el aumento de deteccién de un animal, inducido por 411, as{
como en la deteccién mds precoz de un animal, inducida por 411. El triptico (NB1L, 411, NSEM11) estabiliza en el
tiempo los ensayos ELISA mediante la co-deteccion simultdnea de anticuerpos mediante 2 6 3 antigenos, sin aumento
suplementario, sin embargo, en términos de nimero de animales.

Por el contrario, el diagndstico precoz < 30 dias pi se obtiene gracias a los dos antigenos NBL1 y 411.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un polipéptido antigénico reconocido por anticuerpos anti-Trichinella como reactivo para la de-
teccién de anticuerpos anti-Trichinella en una muestra biolégica, caracterizada por que dicho polipéptido comprende
un epitopo inmunodominante del antigeno NBL1, epitopo que estd definido por la secuencia PSSGSRPTYP (SEC ID
N°5).

2. Utilizacion de acuerdo con la Reivindicacion 1, caracterizada por que se utiliza una mezcla que comprende
uno o mas polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacién 1, opcionalmente en combinacién con uno o mas
polipéptidos que comprenden los aminodcidos 25-175 de la secuencia SEC ID N° 4, o que comprenden una secuencia
que presenta al menos el 70% de identidad con la secuencia de los aminoéacidos 25-175 de la secuencia SEC ID
N° 4.

3. Polipéptido antigénico reconocido por anticuerpos anti-Trichinella, tal como se define en la Reivindicacion 1,
con la exclusién del polipéptido identificado por el nimero de entrada del GenBank AAK16520.1 y del polipéptido
identificado por el nimero de entrada del GenBank AAR36900.1.

4. Polipéptido antigénico de acuerdo con la Reivindicacién 3, que contiene una o mas de las siguientes secuencias:
la secuencia: PSSGSRPTYPSSGSR (SEC ID N° 6); la secuencia PSSGSRPTYPYTGSR (SEC ID N°7); y la secuencia
RPTSPSSGSRPTYPS (SEC ID N° 8).

5. Polipéptido antigénico de acuerdo con la Reivindicacion 4, que contiene los aminodcidos 363-409 de la secuen-
cia SEC ID N° 2.

6. Polipéptido antigénico de acuerdo con la Reivindicacién 3, caracterizado por que estd constituido por un
polipéptido quimérico que comprende una o mas copias de un polipéptido tal como se define en la Reivindicacién
1, opcionalmente con una o mds copias de un polipéptido tal como se define en la Reivindicacién 2, eventualmente
fusionados con una o varias secuencias heterélogas.

7. Polinucleétido que codifica un polipéptido antigénico de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 3
ab.

8. Vector recombinante que contiene uno o mds polinucleétidos de acuerdo con la Reivindicacién 7.
9. Célula huésped transformada por un vector recombinante de acuerdo con la Reivindicacién 8.

10. Utilizacion de un polipéptido tal como se define en la Reivindicacién 1, para la obtencién de una composicion
utilizable para la produccién de anticuerpos.

11. Anticuerpo que reconoce especificamente a un polipéptido tal como se define en la Reivindicacion 1.

12. Anticuerpo de acuerdo con la Reivindicacién 11, caracterizado por que reconoce al epitopo PSSGSRPTYP
(SEC ID N° 5).

13. Procedimiento de deteccion de la presencia de anticuerpos anti-Trichinella en una muestra bioldgica, procedi-
miento que se caracteriza por que comprende:

- lapuesta en contacto de dicha muestra bioldgica con uno o més polipéptidos tal como se definen en la Reivindi-
cacién 1, opcionalmente en combinacién con uno o mds polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacién
2, en condiciones que permiten la formacién de un complejo antigeno/anticuerpo con los anticuerpos anti-
Trichinella eventualmente presentes en dicha muestra;

- la detecciéon, mediante cualquier medio apropiado, del complejo antigeno/anticuerpo eventualmente formado.

14. Kit para la deteccién de la presencia de anticuerpos anti-Trichinella en una muestra biolégica, caracterizado
por que comprende uno o mds polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacion 1, opcionalmente en combinacién
con uno o mds polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacién 2 y, llegado el caso, tampones y reactivos
apropiados para la constitucién de un medio de reaccién que permita la formacién de un complejo antigeno/anticuerpo
y, opcionalmente, medios de deteccion de dicho complejo antigeno/anticuerpo.

15. Kit de acuerdo con la Reivindicacién 14, caracterizado por que dicho(s) polipéptido(s) estd(n) inmovi-
lizado(s) sobre un soporte sélido.

16. Composicién inmundgena, que comprende uno o mds polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacién
1, opcionalmente en combinacion con uno o mas polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacién 2, o uno o
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mas polinucleétidos que codifican dichos polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacién 1, opcionalmente en
combinacién con uno o mds polinucledtidos que codifican dichos polipéptidos tal como se definen en la Reivindicacién
2, asociados a uno o mas adyuvantes que permiten mejorar la respuesta inmunitaria.

17. Composicién inmundgena de acuerdo con la Reivindicacién 16, caracterizada por que se trata de una vacuna.
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A ELISA THX-NBLI (Cctcrm): cinéticas de sucro de cerdos convencionales infectados por 7.
spiralis
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TVERCDETMCKSYRKKYENLVALTSSYKKLRSSQELKDYKQCIERCDAKLNGKGELKLEGKP
IPNPLLGLDSTRTGHHHHHH

Figura 5

Figura 6
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A ELISA THX-811: cincticas de sucro de cerdos comvencionales infectados por 7. spiralis
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<220>
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<400> 1
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cga
Arg

gga
Gly
105

cce
Pro

act
Thr

gce
Ala

act
Thr

att
Ile
185

agg
Arg

att
Ile

tct
Ser

tgt
Cys

gag
Glu
265

tgc
Cys

act
Thr

tca
Ser

cca
Pro
90

ggc
Gly

tca
Ser

agc
Ser

cac
His

tce
Ser
170

gcg
Ala

cct
Pro

tgc
Cys

aat
Asn

gca
Ala
250

ggt
Gly

aag
Lys

gga
Gly

tat
Tyr

75

cac
His

tac
Tyr

aat
Asn

aat
Asn

aac
Asn
155

tat
Tyxr

ttg
Leu

gtc
vVal

gtt
vVal

act
Thr
235

aat
Asn

ggt
Gly

aaa
Lys

tgc
Cys

gte
Val
315

tca
Ser

agc
Ser

ggt
Gly

atg
Met
140

ate
Ile

tat
Tyr

ctt
Leu

tgt
Cys

gtc
val
220

ttg
Leu

gtyg
Val

aaa
Lys

aat
Asn

gcc
Ala
300

aca
Thr

cat
His

agc
Ser

act
Thr
125

tat
Tyr

aaa
Lys

gtt
val

cgc
Arg

ttg
Leu
205

acc
Thr

aag
Lys

aga
Axg

gac
Asp

999
Gly
285

aga

Axg

tgg
Trp

cca
Pro

ttg
Leu
110

cga

cca
Pro

atg
Met

cag
Gln

ctg
Leu
190

cca
Pro

gga
Gly

caa
Gln

agt
Ser

agt
Ser
270

aaa

Lys

aaa
Lys

tta
Leu

tgg
Trp
85

tgce
Cys

ttt
Phe

aga
Arg

cat
His

cac
His
175

gca
Ala

gaa
Glu

tgg
Trp

gtt
Val

gaa
Glu
255

tgt
Cys

agt
Ser

ggt
Gly

aat
Asn
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80

cag
Gln

agt
Gly

g:za
Val

acg
Thr

gaa
Glu
160

tgg
Trp

gaa
Glu

cca
Pro

ggt
Gly

ggt
Gly
240

gtt
Val

caa
Gln

gtt
Val

tat
Tyx

aaa
Lys
320

att
Ile

ggt
Gly

ctt
Leu

tca
Ser
145

aaa
Lys

aac
Asn

act
Thr

aat
Asn

gat
Asp
225

gtc
val

att
Ile

ggt
Gly

caa
Gln

ccc
Pro
305

gct
Ala

caa
Gln

agt
Ser

acc
Thr
130

aga
Arg

gaa
Glu

cct
Pro

gtt
Val

gaa
Gla
210

acg

Thr

aaa
Lys

act
Thr

gat
Asp

tte
Phe
290

gga
Gly

gca
Ala

ttg
Leu

ctt
Leu
315

gcc
Ala

ttt
Phe

aaa
Lys

gtg
Val

tat
Tyr
195

ttt
Phe

tect
Ser
275

ggt
Gly

gtg
val

aaa
Lys

tta
Leu
100

gtt
Val

gca
Ala

aca
Thr

aag
Lys

atg
Met
180

tat
Tyr

ttg
Leu

gaa
Glu

atg
Met

tge
Cys
260

ggt
Gly

gtc
Val

tat
Tyr

gaa
Glu

85

aag
Lys

cat
His

cac
His

gtt
Val

cgc
Arg
165

aca
Thr

aat
Asn

act
Thr

aat
Asn

aag
LyS
245

gct
Ala

ggc
Gly

gtt
Val

gce
Ala

ctt
Leu
325

tca
Ser

ttc
Phe

tgt
Cys

gtg
val
150

ata
Ile

aca
Thr

gaa
Glu

cct
2ro

gga
Gly
230

aaa
Lys

gga
Gly

cca
Pro

agt
Ser

aaa
v

~YS
310

gaa
Glu

gaa
Glu

ggt
Gly

ata
Ile
135

acc
Thr

cca
Pro

aac
Asn

tat
Tyr

gga
Gly
215

act
Thr

gga
Gly

gct
Ala

ctg
Leu

tat
Tyr
295

gtt
Val

aat
Asn

acg
Thr

aaa
Lys
120

act
Thr

ggt
Gly

att
Ile

gac
Asp

acc
Thr
200

gat
Asp

act
Thr

act
Thr

atg
Met

ata
Ile
280

ggt
Gly

cca
Pro

tct
Ser

401

4498

497

545

593

641

689

737

785

833

881

929

9717

1025

1073
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cct gaa
Pro Glu
330

tta tct
Leu Ser
345

aca tct
Thr Ser

aga cca
Arg Pro

gga tca
Gly Ser

tat act
Tyr Thr
410

caa aaa
Gln Lys
425

gga acg
Gly Thr

aca aca
Thr Thr

gga
Gly

act
Thr

cca
Pro

aca
Thr

aga
Arg
395

gga
Gly

tat
Tyr

caa
Gln

aca
Thr

act
Thr

gca
Ala

tct
Ser

tct
Ser
380

cce
Pro

tca
Ser

ccg
Pro

gg9a
Gly

tat
Tyr
460

gta
val

tca
Ser

agt
Ser
365

cca
Pro

aca
Thr

aga
Arg

cca
Pro

acg
Thr
445

tat
Tyr

aaa
Lys

aga
Arg
350

gga
Gly

tct
Serx

tat
Tyr

cct
Pro

gca
Ala
430

cte

Leu

cac
His
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tgg
Trp
335

cca
Pro

tca
Ser

agt
Ser

cca
Pro

act
Thr
415

gtt
Val

gaa
Glu

ttt
Phe

gct
Ala

act
Thr

aga
Arg

gga
Gly

tet
Ser
400

cct
Pro

caa
Gln

tac
Tyr

tct
Ser

tca aaa
Ser Lys

aac cca
Asn Pro

ccc aca
Pro Thr

gaa gat
Glu Asp

340

tat act
Tyr Thr

355

370

tca aga
Ser Arg

385

agt gga
Ser Gly

caa aag
Gln Lys

aaa tac
Lys Tyr

aca gtc
Thr val

tat cca
Tyr Pro

ccc aca
Pro Thr

tca aqga
Ser Arg

cca gta
Pro Val

420

att gat
Ile Asp

435

450

aag taa

Lys
465

aca cag
Thr Gln

tcg
Ser

999
Gly

tct
Ser

tat
Tyr

cca
Pro
405

ttt
Phe

agt
Ser

aat
Asn

cca
Pro

tca
Ser

agt
Ser

cca
Pro
390

aca
Thr

cca
Pro

tta
Leu

gga
Gly

gtc
Val

aga
Arg

gga
Gly
375

tct
Ser

tat
Tyr

tca
Ser

cca
Pro

gtt
Val
455

gat
Asp

ccg
Pro
360

tca
Ser

agt
Ser

cca
Pro

tac
Tyr

agce
Ser
440

act
Thr

aaatattatg attaattcac

tactgctctg aacgtaatta asaaaggaat atttattaaqg cattttaata tgacacatta

tatatattaa aacagtcaaa tttgaaaaaa aaaaaaaaaa aa

<210>2
<211> 465
<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 2

Met His
1

Val Tyr

Ile Cys

Ala Trp
50

Lys

Leu

Lys

35

Ile

Ile Thr His Lys

Leu Val Ser Gly

20

Met Ile Arg Arg

Leu Leu Phe Leu

5

55

Ser Ile

Gln Lys

25

Leu Phe

40

Ser Ala

val

10

Leu

Gln

Ala

Ser Arg

Gln Tyr

Tyr Thr

Ser Pro

His

Ile

Ser

Thr

Tyr

30

45

60

Ser

Met

Leu

Phe Ala
15
Ile Phe

Thr Phe

Gly Ala

1121

1169

1217

1265

1313

1361

1409

1457

1507

1567

1609
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Phe
65

Arg
Ile
Gly
Leu
Ser
145
Lys
Asn
Thr
Rsn
Asp

225

Val

Gly

Gln

Pro

305

Ala

Ser

Asn

Pro

Glu

Ile

Gln

Ser

Thr

130

Arg

Glu

Pro

Val

Glu

210

Thr

Lys

Thr

Asp

Phe

290

Gly

Ala

Lys

Pro

Thr
370

Cys
Val
Leu
Leu
115
Ala
Phe
Lys
Val
Tyr
195
Glu
Thr
Ile
Phe
Ser
275
Gly
Val
Lys
Glu
Tyr

355

Tyr

Gly

Gly

Leu

100

val

Ala

Thr

Lys

Met

180

Tyr

Leu

Glu

Met

Cys

260

Gly

Val

Tyr

Glu

Asp

340

Thr

Pro

Val
Gly
85

Lys
His
His
val
Arg
165
Thr
Asn
Thr
Asn
Lys
245
Ala
Gly
Val
Ala
Leu
325
Ser

Gly

Ser

Pro

70

Thr

Ser

Phe

Cys

val

150

Ile

Thr

Glu

Pro

Gly

230

Lys

Gly

Pro

Ser

Lys

310

Glu

Pro

Ser

Ser
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His

Asp

Glu

Gly

Ile

135

Thr

Pro

Asn

Tyr

Gly

215

Thr

Gly

Ala

Leu

Tyr

295

Val

Asn

Val

Arg

Gly
375

Phe

Val

Thr

Lys

120

Thr

Gly

Ile

Asp

Thr

200

Asp

Thx

Thr

Met

Ile

280

Gly

Pro

Ser

Asp

Pro

360

Ser

Lys

Arg

Gly

105

Pro

Thr

Ala

Thr

Ile

185

Arg

Ile

Ser

Cys

Glu

265

Cys

Thr

Ser

Pro

Leu

345

Arg

Pro

Pro

90

Gly

Ser

Ser

His

Ser

170

Ala

Pro

Cys

Asn

Ala

250

Gly

Lys

Gly

Tyx

Glu
330

.Ser

Ser

Pro

Tyr

75

His

Tyr

Asn

Asn

Asn

155

Tyr

Leu

Val

Val

Thr

235

Asn

Gly

Lys

Cys

val

315

Gly

Thr

Pro

Thr

Ile

Ser

Ser

Gly

Met

140

Ile

Tyr

Leu

Cys

Val

220

Leu

Val

Lys

Asn

Ala

300

Thr

Thr

Ala

Ser

Ser
380

Trp

His

Ser

Thr

125

Tyr

Lys

Val

Arg

Leu

205

Thr

Lys

Arg

Asp

Gly

285

Arg

Trp

Val

Ser

Ser

365

Pro

Lys

Pro

Leu

110

Arg

Pro

Met

Gln

Leu

150

Pro

Gly

Gln

Ser

Ser

270

Lys

Lys

Leu

Lys

Arg

350

Gly

Ser

Ser

Trp

95

Cys

Phe

Arg

His

His

175

Ala

Glu

Trp

Val

Glu

255

Cys

Ser

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Ser

Ser

Gly

80

Gln

Gly

Val

Thr

Glu

160

Trp

Glu

Pro

Gly

Gly

240

Val

Gln

vVal

Tyr

Lys

320

Ala

Thr

Arqg
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Ser Arg
385

Ser Gly

Gln Lys

Lys Tyr

Thr Val
450

Lys
465

<210>3
<211> 700
<212> ADN

Pro

Serx

Pro

Ile

435

Thr

Thr

Arg

Val

420

Asp

Gln

<213> Trichinella spiralis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(528)

Tyr

Pxo

405

Phe

Ser

Asn

Pro
390
Thr
Pro

Leu

Gly
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Ser

Tyr

Ser

Pro

Val
455

Ser

Pro

Tyr

Ser

440

Thr

Gly Ser

Tyr Thr
410

Gln Lys
425

Gly Thr

Thr Thr

Arg
395
Gly
Tyr

Gln

Thr

Pro

Ser

Pro

Tyr
460

Thr

Arg

Pro

Thr

445

Tyr

Tyxr

Pro

Ala

430

Leu

His

Pro

Thr

415

Val

Glu

Phe

Ser

400

Pro

Gln

Tyr

Ser
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<400> 3

cga
Arg

ttg
Leu

gat
Asp

aca
Thr

gga
Gly
65

tgc
Cys

ttg
Leu

age
Ser

aca
Thr

act
Thr
145

aaa
Lys

gaa
Glu

aac
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu
S0

gaa
Glu

atg
Met

aaa
Lys

att
lle

atg
Met
130

tca
Ser

caa
Gln

aac
Asn

gtc
vVal

tta
Leu
35

tgc
Cys

agc
Ser

caa
Gln

gaa
Glu

ttt
Phe

115
tgc
Cys

agc
Ser

tgc
Cys

atg
Met

gta
Val
20

aaa
Lys

aaa
Lys

gac
Asp

cgt
Arg

gaa
Glu
100

gaa
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

atc
Ile

cat
His

ttc
Phe

aga
Arg

gca
Ala

att
Ile

tgc
Cys
85

gaa
Glu

gtt
Val

agt
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu
165

tgc
Cys

ttc
Phe

tgt
Cys

gaa
Glu

act
Thr
70

tgt
Cys

aaa
Lys

gct
Ala

tat
Tyr

aag
Lys
150

aga
Arg
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caa
Gln

gaa
Glu

act
Thr

gat
Asp
55

gat
Asp

gca
Ala

cga
Arg

gat
Asp

aga
Arg
135

cta
Leu

tgt
Cys

ttc
Phe

gcc
Ala

gag
Glu
40

gca
Ala

cat
His

aga
Arg

aga
Axrg

caa
Gln

120
aag

Lys

cga
Arg

gac
Asp

att
Ile

gcg
Ala
25

aag
Lys

att
Ile

cct
Pro

ctg
Leu

gga
Gly
105

aaa
Lys

aaa
Lys

tca
Ser

gca
Ala

ctc
Leu
10

aaa
Lys

caa
Gln

atg
Met

gac
Asp

aac
Asn
90

cct
Pro

aca
Thr

tat
Tyr

agce
Ser

aaa
Lys
170

tct
Ser

tca
Ser

act
Thr

aca
Thr

ttc
Phe
75

ggc
Gly

tca
Ser

gtt
Val

gaa
Glu

caa
Gln
155

ttg
Leu

agccagatat gaagaatgga gatatgcatt acaaagaaaa

tgttttataa aatctataaa tatcatttct aactgcatta

aaaataaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa actcgagggg

<210> 4
<211> 175
<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

ttg
Leu

ctg
Leu

gaa
Glu

gat
Asp
60

ctt
Leu

gct
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu

aat
Asn
140

gaa
Glu

aat
Asn

attttaactg aaataatttt

gaattttttt gaagaaaaat

ctc
Leu

gat
Asp

att
Ile
45

ctg
Leu

tta
Leu

caa
Gln

tta
Leu

aga
Arg

125
ttg

Leu

ttg
Leu

gga
Gly

ctt
Leu

gcc
Ala
30

tgt
Cys

ctt
Leu

tac
Tyr

gta
Val

ccg
Pro
11C

tgt
Cys

gta
Val

aaa
Lys

tta
Leu

tte
Phe
15

gta
Val

gct
Ala

ctc
Leu

gca
Ala

gct
Ala
95

tte
Phe

gat
Asp

gca
Ala

gac
Asp

cag
Gln
175

gggcceggte cc

tct
Ser

gac
Asp

caa
Gln

gag
Glu

act
Thr
80

cca
Pro

caa
Gln

gaa
Glu

ttg
Leu

tac
Tyr
160

taa

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

588

648

700
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<400> 4

Arg Glu Asn
1

Leu Asn Val
Asp Glu Leu
35

Thr Glu Cys
50

Gly Glu Ser

Cys Met Gln

Leu Lys Glu

Ser Ile Phe

115

Thr Met Cys
130

Thr Ser Ser
145

Lys Gln Cys

<210>5
<211>10
<212> PRT

Met

Val

20

Lys

Lys

Asp

Arg

Glu

100

Glu

Lys

Tyr

Ile

<213> Trichinella spiralis

<400> 5

Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro

1

<210> 6
<211> 15
<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 6

Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Ser Ser Gly Ser Arg

1

<210>17
<211> 15
<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

His

Phe

Arg

Ala

Ile

Cys

85

Glu

val

Ser

Lys

Glu
165

5

5

Cys

Phe

Cys

Glu

Thr

70

Cys

Lys

Ala

Tyr

Lys
150
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Gln

Glu

Thr

Asp

55

Asp

Ala

Arg

Asp

Arg

135

Leu

Cys

Phe

Ala

Glu

40

Ala

His

Arg

Arg

Gln

120

Lys

Arg

Asp

Ile

Ala

25

Lys

Ile

Pro

Leu

Gly

105

Lys

Lys

Ser

Ala

Leu

10

Lys

Gln

Met

Asp

Asn

30

Pro

Thr

Tyr

Ser

Lys
170

10

10

Ser

Ser

Thr

Thr

Phe

75

Gly

Ser

Val

Glu

Gln

155

Leu

Leu

Leu

Glu

Asp

Leu

Ala

Lys

Glu

Asn

140

Glu

Asn

Leu

Asp

lle

45

Leu

Leu

Gln

Leu

Arg

125

Leu

Leu

Gly

Leu

Ala

30

Leu

Tyr

val

Pro

110

Cys

vVal

Lys

Leu

Phe

15

val

Ala

Leu

Ala

Ala

95

Phe

Asp

Ala

Asp

Gln
175

15

Ser

Gln

Glu

Thr

80

Pro

Gln

Glu

Leu

Tyr
160
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<400> 7

Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Tyr Thr Gly Ser Arg
1 5 10 15

<210> 8

<211> 15

<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 8
Arg Pro Thr Ser Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Ser
1 5 10 15
<210>9
<211> 46
<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 9
Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro
1 5 10 15
Thr Ser Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Ser Sexr Gly Ser
20 25 30
Arg Pro Thr Tyr Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro
35 40 45
<210> 10
<211> 67
<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 10

Ser Arg Pro Thr Asn Pro Tyr Thr Gly Ser Arg Pro Thr Ser Pro Ser

1 5 10 15
Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Ser
20 25 30
Pro Sexr Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro
35 40 45
Thr Tyr Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Pro Tyr Thr Gly Ser
50 55 60
Arg Pro Thr
65
<210> 11
<211> 134
<212> PRT

<213> Trichinella spiralis
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<400> 11

Glu
1

Asn Ser Pro

Val Leu

20

Pro Asp

Pro Thr

35

Ser

Ser Gly Ser

50

Arg

Pro Ser Ser

65

Gly

Thr Tyr Pro Tyr

Gln
100

Pro Ser Tyr

Ser
115

Leu Pro Gly

Gly Val

130

Thr Thr
<210> 12

<211>22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> NBLI1CtermF

<400> 12

caccgaaaat tctcctgaag ga

<210> 13
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> NBL1CtermR

<400> 13
tgttgttgta gtaactcc

<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

Thr

85

Lys

Thr

Thr

Thr

Pro

Thr

Arg

70

Gly

Tyr

Gln

Thr

ES 2356 394 T3

Thr Val Lys Trp Ala

Ala Ser Arg Pro Thr

25
Serx Ser
40

Ser Gly Arg

Ser Pro Ser Ser

55

Gly

Ser
75

Pro Thr Tyr Pro

Thr
30

Ser Arg Pro Pro

Ala Gln

105

Pro Pro Val

Thx
120

Gly Leu Glu Tyr

Ser

Asn

Prxo

Ser

60

Ser

Gln

Lys

Thr

Lys

Pro

Thr

45

Arg

Gly

Lys

Tyr

Val
125

Glu

Tyr

30

Tyrx

Pro

Ser

Pro

Ile

110

Thr

Asp
15
Thr

Pro

Thy

val
95

Asp

Gln

Ser

Gly

Serx

Tyr

Pro

80

Phe

Ser

Asn

22

18
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ES 2356 394 T3

<400> 14

Asn Ser Pro Glu Gly Thr Val Lys Trp Ala Ser Lys Glu Asp Ser
1 5 10 15

<210> 15
<211>15

<212> PRT
<213> Trichinella spiralis

<400> 15

Ala Ser Lys Glu Asp Ser Pro Val Asp Leu Ser Thr Ala Ser Arg
1 5 10 15

<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 16

Leu Ser Thr Ala Ser Arg Pro Thr Asn Pro Tyr Thr Gly Ser Arg
1 5 10 15

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 17

Pro Tyr Thr Gly Ser Arg Pro Thr Ser Pro Ser Ser Gly Ser Arg
1 5 10 15

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 18

Pro Ser Ser Gly Ser Arg Pro Thr Ser Pro Ser Ser Gly Ser Arg
1 5 10 15

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 19
Pro Tyr Thr Gly Ser Arg Pro Thr Pro Gln Lys Pro Val Phe Pro
1 5 10 15
<210> 20

<211> 15

10
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ES 2356 394 T3

<212> PRT
<213> Trichinella spiralis

<400> 20
Gln Lys Pro Val Phe Pro Ser Tyr Gln Lys Tyr Pro Pro Ala Val
1 5 10 15

<210> 21

<211> 15

<212> PRT

<213> Trichinella spiralis

<400> 21

Lys Tyr Pro Pro Ala Val Gln Lys Tyr Ile Asp Ser Leu Pro Ser
1 5 10 15

<210> 22
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> 411F

<400> 22
cacccgagaa aacatgceat 19

<210> 23
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>411R

<400> 23

tccattcaat tttgcgtcac 20

11
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