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Anticuerpo monoclonal 7D2 especifico anti-exospora,
seleccionado y caracterizado por su capacidad de
reconocer epitopos presentes en la exospora de
microsporidios de la especie Nosema ceranae, con el
fin de ser utilizado en el diagnoéstico diferencial
mediante técnicas inmunoquimicas, en particular la de
inmunofluorescencia indirecta (IF1), en el diagndstico
de las nosemosis de la abeja causada por Nosema
ceranae, también conocida como nosemosis seca o
diarrea seca, asociada al Sindrome de
Despoblamiento de las Colmenas. AcMc 7D2 puede
ser aplicado, solo o en combinacién con otros
agentes, en la preparacion de composiciones y en
sistemas de deteccién comerciales para el
diagndstico de dicha enfermedad de las abejas.



10

15

20

25

30

35

ES 2 548 424 Al

DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal 7D2 especifico anti-exospora Nosema ceranae para el
diagnostico mediante técnicas inmunoquimicas de las nosemosis de la abeja.-

El objeto de la presente invencién es el anticuerpo monoclonal (AcMc) 7D2 especifico anti-
exospora, para ser utilizado mediante técnicas inmunoquimicas, en particular la de
inmunofluorescencia indirecta (IF1), en el diagndstico de las nosemosis de la abeja causada
por Nosema ceranae, también conocida como nosemosis seca o0 diarrea seca, asociada al

Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas.

El desarrollo de este AcMc especifico anti-exospora frente a la especie de microsporidio
objeto de estudio, Nosema ceranae, para su uso mediante técnicas inmunoquimicas, se
presenta como una buena alternativa con respecto a las actuales técnicas basadas en
marcadores moleculares, como PCR y Multiplex PCR, muy laboriosas y costosas, ya que
ofrece la misma eficacia en la deteccion y diferenciacion de las esporas de las dos especies
de microsporidios del género Nosema relacionadas con dicha patologia de las abejas,
Nosema apis, propia de la abeja europea Apis mellifera, y Nosema ceranae, propia de la
abeja asiatica Apis ceranae, lo que cada vez tiene mayor importancia dado el aumento

detectado de infecciones por Nosema ceranae en Apis mellifera.

CAMPO TECNICO.-

El campo técnico de la invencion es el de las Inmunoglobulinas, dentro de los anticuerpos
monoclonales frente a patégenos parasitos, y en particular, el de investigacion y desarrollo
de anticuerpos monoclonales para su utilizacibn mediante técnicas inmunoquimicas contra

los microsporidios mas frecuentes de abejas.

ESTADO DE LA TECNICA.-

La importancia econdémica de la industria apicola es indiscutible ya que, las abejas son
insectos polinizadores que cumplen un papel muy importante en la naturaleza. El proceso de
polinizacion es critico en la produccion de alimentos y por lo tanto, para la continuacién del
modo de subsistencia humana. Es mas, la polinizacién es un proceso que une directamente
los ecosistemas naturales con los sistemas de produccion agricola (FAO, 2008; Gisder y

col., 2010; Klein y col., 2007). El papel de estos insectos ha hecho que, en la actualidad,
2
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exista un elevado interés por la reciente disminucion de polinizadores detectada en distintas
regiones del mundo (FAO, 2008; Williams, 2005).

En los ultimos afos, se ha observado una elevada mortalidad en las abejas de diferentes
zonas geograficas y en consecuencia una reduccién en la produccion de miel (Chauzat y
col.,, 2004; Faucon, 2005). Los andlisis realizados sobre estas abejas han mostrado un
incremento en los casos diagnosticados de nosemosis. La nosemosis es una patologia
descrita en las abejas productoras de miel producida por organismos intracelulares,
concretamente, microsporidios pertenecientes al género Nosema. Existen dos especies
pertenecientes a este género relacionadas con esta patologia: Nosema apis paréasito de las
abejas occidentales y europeas, Apis mellifera, y Nosema ceranae parasito de la abeja
asiatica Apis cerana. Sin embargo, el hecho de que en los Ultimos afios, en las diferentes
zonas apicolas, tanto en nuestro pais como en otras regiones geograficas, se haya
detectado un aumento de las infecciones por N. ceranae en la abeja occidental y europea A.
mellifera unido a una elevada mortalidad de las abejas y consecuentemente a una reduccion
en la produccion de miel, hace necesaria la diferenciacion entre las dos especies (Faucon,
2005; Higes y col., 2004; Higes y col., 2005; Martin y col., 2005).

La patologia producida por N. ceranae en A. mellifera cursa de forma mas agresiva que en
su hospedador habitual A. cerana. Si bien la nosemosis por N. apis cursa de forma aguda
asociada a diarrea, en el caso de la producida por N. ceranae el cuadro cambia,
caracterizandose por la ausencia de sintomas diarreicos (diarrea seca) y el debilitamiento
progresivo de las colmenas, produciendo la muerte de las mismas en los casos mas graves.
Esta patologia se encuentra incluida dentro de las posibles causas del Sindrome de
Despoblamiento de las Colmenas (Higes y col., 2008; Higes y col., 2006; Higes y col., 2004;
Higes y col., 2005).

La diferenciacion entre las esporas de N. ceranae y las de N. apis mediante microscopia
Optica resulta bastante complicada, ya que las esporas de las dos especies de Nosema son
muy similares y dificilmente diferenciables. Aunque las esporas de N. ceranae son de un
tamafio ligeramente menor (4,7 x 2,7 um) que las de N. apis (6 x 3 um) (Fries y col., 1996),
si se comparan los rangos de tamafio que se han descrito para las esporas de ambas
especies, existe un pequefio solapamiento, por lo que las esporas mas pequefias de N. apis
podrian confundirse con las més grandes de N. ceranae. Otra caracteristica que se puede

tener en cuenta a la hora de diferenciar estas especies mediante microscopia 6ptica es que
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las esporas de N. ceranae, en algunos casos, se presentan ligeramente dobladas, lo que les

proporciona una apariencia menos consistente que las de N. apis (Fries y col., 2006).

Para una mejor diferenciacién entre las infecciones de las dos especies, se aconseja la
utilizacion de cortes histoldgicos en los que se puede apreciar como se distribuyen éstas en
las células del ventriculo recién infectado. Es tipico de las infecciones por N. apis que las
células epiteliales de A. mellifera en las que se encuentran las esporas maduras estén
rodeadas de células vegetativas (merozoitos) del parésito. Probablemente esto sea el
resultado de la germinacion intracelular de las esporas y la subsiguiente transmision
horizontal entre células epiteliales vecinas (Fries, 1989). Las infecciones por N. ceranae en
su hospedador original A. cerana, se presentan como focos aislados, de una sola célula
epitelial en cuyo interior también se encuentran las esporas maduras que se han
desarrollado. Esto, y el hecho de que no se encuentren esporas vacias en las células
infectadas, hace pensar que esta especie no ha desarrollado la capacidad de transmision
horizontal entre células (Fries y col., 1996). Sin embargo, cuando N. ceranae infecta A.
mellifera, presenta un patrén similar al de N. apis en éste hospedador, lo que descarta la
histologia como una técnica que permita el diagndstico diferencial de las dos especies
(Higes y col., 2007).

Las mayores diferencias entre las dos especies de Nosema aparecen al estudiar la
ultraestructura de sus esporas. El tibulo polar en N. apis es de mayor tamafio, con 26-32

vueltas (Fries, 1989) que el de N. ceranae que so6lo presenta 20-23 (Fries y col., 1996).

En ausencia de unas caracteristicas morfolégicas externas claras que permitan el
reconocimiento de las dos especies utilizando el microscopio Optico de campo claro, ha
hecho que se desarrollen otras técnicas basadas en marcadores moleculares, como PCR y
Multiplex PCR (Martin-Hernandez y col., 2007) altamente sensibles que permiten la

deteccién en paralelo de ambas especies.

La técnica de PCR al ser de gran sensibilidad permite la deteccién del parasito con bajas
cargas parasitarias en todos los estados del ciclo (WeissVossbrinck, 1999) y la
secuenciacion de sus productos permite la identificacion y diferenciacion de las dos
especies de Nosema (Higes y col., 2006). Un marcador que se ha utilizado para el
diagnéstico de microporidios es la subunidad pequefia (SSU) del ARN ribosomal (16S
rRNA). En estos pardsitos, las secuencias de los genes de la 16S rARN son m4s cortas y no

comparten apenas homologias con las de otros eucariotas. Ademdas, son secuencias
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altamente conservadas. Muchas de estas secuencias se encuentran disponibles en la base
de datos del Gene Bank. Klee y col. han desarrollado un método basado en el analisis de
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP-PCR) de la SSU rRNA con
el que se puede distinguir entre N. apis y N. ceranae (Klee y col., 2007). Martin-Hernandez y
col. a su vez han disefiado una PCR doble o multiple que permite el diagndstico simultaneo
de las dos especies en la misma reaccion (Martin-Hernandez y col., 2007). Chen y col. han
ido mas lejos poniendo a punto una PCR mudltiple y a la vez cuantitativa en tiempo real (Q-
PCR) lo que no sb6lo permite la deteccion simultanea de las dos especies sino la

cuantificacién de las mismas (Chen y col., 2009).

Sin embargo, estas técnicas de biologia molecular no estan exentas de complicaciones, al
resultar laboriosas, con un gran nimero de horas necesarias para su desarrollo, y suponer
un coste elevado, por requerir equipamiento y reactivos caros. Por todo ello, resulta de
especial interés la busqueda de una alternativa mas econdémica y menos laboriosa, pero de
igual eficacia que las técnicas moleculares, para la diferenciacion a nivel de especie. En este
sentido, el desarrollo de anticuerpos monoclonales (AcMc) frente a la especie objeto de
nuestro estudio, N. ceranae, para su uso en la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl)

se presenta como una buena alternativa.

El desarrollo de AcMc permite obtener clones de células hibridas o hibridomas que
producen, de forma continua e ilimitada, anticuerpos “monoespecificos” de actividad

biolégica conocida y especificidad constante (KéhlerMilstein, 1975).

En lo que se refiere al parasito en estudio N.ceranae, el desarrollo de anticuerpos
monoclonales constituye en la actualidad una novedad. Si bien diferentes autores describen
en sus trabajos la obtenciéon de AcMc en otras especies de Nosema como N. bombycis,
microsporidio parasito del gusano de seda (Li y col., 2009; Shamim y col., 1997; Zhang y
col., 2007) , N. locustae parasito de saltamontes (Keohane y col., 2001; KnoblettYoussef,
1996) u otros microsporidios mas frecuentes en el hombre como E. bieneusi (Accoceberry y
col., 1999; Achbarou y col., 1999; Sheoran y col., 2005; Zhang y col., 2005), E, cuniculi
(Enriquez y col., 1997; Furuya y col., 2008a; Furuya y col., 2008b; MoDrancourt, 2004), E.
hellem (Aldras y col., 1994; Lujan y col., 1998; MoDrancourt, 2002; Visvesvara y col., 1994)
o E. intestinalis (Beckers y col., 1996; del Aguila y col., 2010), hasta la fecha no se conoce el
desarrollo de AcMc especificos frente a las dos especies causantes de la nosemosis de la

abeja, N.ceranae y N. apis.
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Tampoco se han encontrado patentes relativas a la aplicacion de técnicas inmunoquimicas
de diagnostico utilizando AcMc especificos para el diagnostico de las nosemosis de la abeja.
Existen patentes sobre la aplicacion de otras técnicas de diagnéstico de las nosemosis de
otros insectos o animales, como por ejemplo las patentes chinas con nimero de publicacion
CN1470872-A, por “Método para la deteccion de nosemosis en Bombix mori y otros
insectos, y su kit", y CN1428437-A, por “Método de deteccién de nosemasis en gusanos de
seda por hibridizacién molecular de &cidos nucleicos”, pero no relacionadas o asociadas con

las abejas.

Por consiguiente, el objeto de la presente invencién que a continuacion se describe en
detalle, es la obtencién y caracterizacibn de un anticuerpo monoclonal especifico anti-
exospora para ser utilizado en el diagnéstico mediante IFI u otras técnicas inmunoquimicas
de las nosemosis de la abeja causada por Nosema ceranae, es decir, un AcMc que permita
la diferenciacion a nivel de especie de este microsporidio del género Nosema utilizando un

microscopio Optico con fluorescencia.

COMPENDIO DE LA INVENCION.-

El referido anticuerpo monoclonal especifico reivindicado de invencion es 7D2, obtenido y
caracterizado por su capacidad de reconocer epitopos presentes en la exospora de
microsporidios de la especie Nosema ceranae, con el fin de ser utilizado en el diagndstico y
caracterizacion mediante IFI u otras técnicas inmunoquimicas de las nosemosis de la abeja
causada por dicha especie de microsporidios, también conocida como nosemosis seca o

diarrea seca, asociada al llamado Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas.

El AcMc 7D2 ha sido producido en un hidrodoma de ratén de la cepa BALB/c, que es la

cepa de referencia y la mas empleada para la obtencion de anticuerpos monoclonales.

Los resultados obtenidos de reactividad y especificidad del AcMc 7D2 especifico anti-
exospora por el hibridoma seleccionado frente a antigenos o epitopos de N. ceranae, asi
como los resultados de evaluacion de reacciones cruzadas de este anticuerpo monoclonal
frente a N. apis y otras especies de microsporidios, avalan su utilizacion en muestras
procedentes de colmenas para el diagnéstico diferencial de las dos especies utilizando la
técnica de IFIl. Los distintos patrones de reconocimiento del AcMc 7D2 frente a ambas
especies de Nosema resultantes de su caracterizacion mediante Western-Blot confirman su

uso para el diagnostico diferencial de las mismas utilizando dicha técnica.
6



10

15

20

25

30

35

ES 2 548 424 Al

Estos resultados obtenidos con el AcMc 7D2 constituyen la base para su utilizacion, solo o
en combinaciéon con otros agentes, en la preparacion de composiciones y sistemas de
deteccion de caracter comercial para el diagnostico diferencial mediante técnicas

inmunoquimicas de las de las nosemosis de la abeja causada por Nosema ceranae.

Las composiciones comerciales para el diagnéstico de la referida enfermedad de la abeja
seran composiciones farmaceéuticas o veterinarias cuyo agente o principio reactivo sea el
AcMc 7D2 especifico anti-exospora, utilizables mediante técnicas inmunoquimicas, como
pueden ser inmunofluorescencia, tanto indirecta (IFI) como directa (IFD), técnicas
inmunoenzimaticas, como ELISA o inmunoelectrotransferencia (Western-Blot), cultivos

celulares “in vitro”, 0 microscopia electronica de transmision (MET).

Las tres figuras incluidas al final de la presente memoria, cuyos resultados se comentan en
el apartado de forma de realizaciobn de la invencion, muestran diferentes aspectos del
proceso de obtencion y posterior caracterizacion del AcMc 7D2 frente a esporas de N.
ceranae y N. apis. para el fin a que este anticuerpo monoclonal se destina, que es el servir
de base para la preparacion de composiciones y sistemas de deteccién y diagnéstico
diferencial de las nosemosis de la abeja causada por dicha primera especie de

microsporidios, Nosema ceranae.

La Figura 1 esquematiza el protocolo de inmunizacién en la obtencién del AcMc 7D2.

La Figura 2 muestra los resultados de reactividad del AcMc 7D2 mediante la técnica de IFI

frente a esporas de N. ceranae.

La Figura 3 muestra el patron de reconocimiento antigénico mediante Western-Blot (SDS-
PAGE al 12%) utilizando el AcMc 7D2 frente a extracto de espora completa de A: N.
ceranae y B: N. apis., siendo Calle 1: extracto de espora completa, y M: marcador de peso

molecular.

FORMA DE REALIZACION.-

En la obtencion del anticuerpo monoclonal especifico en cuestién, los protocolos de
inmunizacion se llevaron a cabo en ratones de la cepa BALB/c. Esta cepa se caracteriza por
presentar una elevada histocompatibilidad con la linea de mieloma o plasmacitoma (P3X63-

Ag.8.653) ya que deriva de la misma cepa animal, favoreciendo la estabilidad de los hibridos
7
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obtenidos en las fusiones celulares, de ahi que sea la mas empleada para la obtencion de

anticuerpos monoclonales.

Los protocolos de inmunizacién y sangrias se llevaron a cabo en el Animalario de la facultad
de Farmacia de la Universidad San Pablo-CEU (n° de registro CEE ES280220000015) y
siguiendo las normas establecidas por el Real Decreto 233/1988 del 14 de marzo que
transcribe la Directiva del Consejo 86/609 CEE.

Los lotes de ratones estaban constituidos por 10 ratones hembra de la cepa BALB/c de 7
semanas que fueron inmunizados mediante la administracién intraperitoneal de 5x10° 6
2,5x10° esporas purificadas de Nosema ceranae procedentes de colmenas con abejas

infectadas diluidas en un volumen final de 0,2 ml de PBS por raton.

Los ratones se inmunizaron durante un total de 182 dias, segun se muestra en la Figura 1,
gue incluyeron los dias de inoculacion (hasta dia 152 inclusive) y los de sangria (hasta dia

182 inclusive). Se muestra, a continuacion, la pauta de inoculaciones:

Inéculos:

- Dia 1: se inoculd por via intraperitoneal 5x10’ esporas purificadas de Nosema

ceranae. en 0,2 ml de PBS por raton.

- Dia 12: se inoculé por via intraperitoneal 5x10’ esporas purificadas de Nosema

ceranae, en 0,2 ml de PBS por ratén.

- Dia 97: se inoculé por via intraperitoneal 5x10’ esporas purificadas de Nosema

ceranae. en 0,2 ml de PBS por ratén.

- Difa 121: se inoculé por via intraperitoneal 2,5x10° esporas purificadas de

Nosema ceranae en 0,2 ml de PBS por raton.

- Dia 152: se inoculé por via intraperitoneal 2,5x10" esporas purificadas de

Nosema ceranae. en 0,2 ml de PBS por raton.

Durante este tiempo se estudiaron la evolucion y tasa de anticuerpos producidos por los

ratones tras la inmunizacion frente a las esporas de Nosema ceranae. Para ello se
8
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obtuvieron los sueros policlonales mediante la extraccion de sangre por via safena
(Microvette R Cat. 16440, CB 300, Sarstedt), obteniéndose un volumen de 0,1 a 0,4 ml de
sangre por ratén, tal y como reflejan las sangrias de la Figura 1. Los sueros policlonales
obtenidos se titularon mediante IFI con el fin de conocer el nivel de anticuerpos producidos
frente a N. ceranae. Se muestra a continuacion la pauta de las sangrias, asi como, el titulo

sérico obtenido en cada una de ellas:

Sangrias:

- Dia 0: se realizé la extraccion de la sangre por via safena, obteniéndose un
volumen de 150 ul de sangre por ratén. El suero policlonal obtenido presenté un

titulo sérico de 0, con ausencia de respuesta humoral frente a N. ceranae.

- Dia 49: se realizé la extraccion de la sangre por via safena, obteniéndose un
volumen de 150 pl de sangre por raton. El suero policlonal obtenido present6é un

titulo sérico de 400 frente a N. ceranae.

- Dia 112: se realiz6 la extraccion de la sangre por via safena, obteniéndose un
volumen de 370 pl de sangre por ratén. El suero policlonal obtenido presenté un

titulo sérico de 1.600 frente a N. ceranae.

- Dia 131: se realiz6 la extraccion de la sangre por via safena, obteniéndose un
volumen de 200 pl de sangre por ratén. El suero policlonal obtenido presenté un

titulo sérico de 1.600 frente a N. ceranae.

- Dia 182: se realiz6 la extraccién de la sangre por via safena, obteniéndose un
volumen de 200 ul de sangre por ratén. El suero policlonal obtenido presenté un

titulo sérico de 3.200 frente a N. ceranae.

Una vez finalizado el protocolo de inmunizacién, 3 6 4 dias antes de la fusion celular se
administré una dosis de recuerdo por via intravenosa para estimular las células esplénicas.
Para la fusion se utilizd polietilenglicol (PEG) como agente quimico fusionante de

membranas.

Para la seleccién de hibridomas productores de anticuerpos especificos se utilizé el método

de la IFI, enfrentando los sobrenadantes de los cultivos de los hibridomas a esporas de N.
9
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ceranae (del Aguilay col., 2001). Este método pudo determinar la reactividad y especificidad
frente a antigenos o epitopos presentes en la exospora de N. ceranae, tal y como se
observa en la imagen de la Figura 2, aunque no se puede descartar el posible

inmunoreconocimiento de la endospora o de alguna estructura del esporoplasma.

Asimismo, se realizé la determinacién del isotipo de la inmunoglobulina secretada por el
hibridoma revelando la produccion de una IgM (Kit Pierce® Rapid Isotyping Kit with Kappa
and Lambda-Mouse de Termo Scientific Cat n°® 26179).

Ademas, se evalud la existencia de reacciones cruzadas con N. apis y otras especies de
microsporidios (Vittaforma corneae, Ancaliia algerae, Encephalitozoon intestinalis, E.
cuniculi., E hellem y Enterocytozoon bieneusi) mediante IFl, observdndose un mayor
reconocimiento de las esporas de N. ceranae con respecto a las de otras especies cuando
el sobrenadante se encontraba sin diluir y a las diluciones 1/5, 1/10 y 1/15. En la Tabla 1 se

recoge el resultado de evaluacion de reacciones cruzadas del AcMc 7D2 frente a distintas

especies de microsporidios. En esta tabla +++ = Fluorescencia de alta intensidad; ++

Fluorescencia de intensidad media; + = Fluorescencia de baja intensidad; +/-

Fluorescencia de baja intensidad sélo en algunas esporas; - = Sin fluorescencia.

TABLA 1
Diluciones de los sobrenadantes saturados
AcMc  Especie g:ln 1/25  1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
N. ceranae  +++ ++ ++ ++ + +/- -
N. apis - - - - - - -
V. corneae + - - - - - R
A. algerae + - - - - - -
F1.7D2 E. ] ] ) ] ] ) )
intestinalis
E. cuniculi - - - - - - R
E. hellem +/- - - - - - R
E. bieneusi - - - - - - R

Es importante destacar la ausencia total de reactividad del anticuerpo frente a esporas de N.
apis, (Tabla 1). Estos resultados avalarian la utilizacion de los AcMc en muestras
procedentes de colmenas para el diagnéstico diferencial de las dos especies utilizando la

técnica de IFI.

10
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La caracterizacion del AcMc se realiz6 mediante inmunoelectrotransferencia (Western-Blot)
tanto con la especie homdloga N. ceranae como con la especie heter6loga N. apis
utilizando en ambos casos extracto de espora completa. En el caso de N. ceranae se
observo un patrén de reconocimiento de bandas antigénicas comprendidas dentro del rango
de 132 a 20 kDa resaltando una fraccion antigénica de 74 a 68 kDa y otra de 26 kDa,
reconocidas con mayor intensidad, segun muestra la Figura 3.A. Se realizo el estudio
igualmente con la especie heterdloga N. apis. El resultado obtenido mostré un patrén de
bandas dentro del rango comprendido entre 88 y 9 kDa, reconociendo con una mayor
intensidad unas fracciones antigénicas de 88 y 42 kDa, asi como un doblete de bandas de
33 y 31 kDa (Figura 3.B, ANEXO IlI). Estos distintos patrones de reconocimiento del AcMc
7D2 frente al extracto de espora completa de ambas especies de Nosema mostrados en la
Tabla 2 de abajo, donde A = N. ceranae, B = N. apis y M = marcador de peso molecular,

permitirian su uso para el diagnostico diferencial de las mismas utilizando esta técnica.

TABLA 2
199
132
116
104-
111
[ 97
58 [ 88 |
68-
74
50
54
50
[46 ]
13
40
[ 37 | 37
33
31
30
[ 2%
26
24
22
[ 20 [ 20 | 20
/—
M A, B
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal 7D2 especifico anti-exospora, producido en el hidrodoma de
raton de la cepa BALB/c, seleccionado y caracterizado por su capacidad de reconocer

epitopos presentes en la exospora de microsporidios de la especie Nosema ceranae.

2. Uso del anticuerpo monoclonal 7D2, segun reivindicacion 1, solo o en combinacién con
otros agentes, en la preparacion de composiciones y sistemas de deteccién comerciales
para el diagndstico diferencial mediante técnicas inmunoquimicas de las nosemosis de la

abeja causada por Nosema ceranae.

3. Uso del anticuerpo monoclonal 7D2 en el diagndstico diferencial de las nosemosis de la
abeja causada por Nosema ceranae, segun reivindicacion 2, donde las técnicas
inmunoquimicas de aplicacion del anticuerpo monoclonal serian inmunofluorescencia,
indirecta (IFl) y directa (IFD), inmunoenzimaticas (ELISA) e inmunoelectrotransferencia

(Western-Blot), cultivo celular y microscopia electronica de transmision (MET)

4. Composiciones farmacéuticas o veterinarias cuyo agente o principio reactivo es el
anticuerpo monoclonal 7D2, segun reivindicaciones anteriores, utilizables en cualquier
técnica inmunoquimica y muestra bioldgica en el diagndstico de las nosemosis de la abeja

causada por Nosema ceranae.
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realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ARONSTEIN KATHERINE A et al. "Evaluation of Nosema 30.11.2010
ceranae spore-specific polyclonal antibodies" W. Journal of
Apicultural Research 2011 VOL: 50 No: 2 Pags: 145-151

ISSN 0021-8839(print) ISSN 2078-6913(electronic)

Doi: doi:10.3896/IBRA.1.50.2.06.

D02 ARONSTEIN K A et al. "A serological method for detection of 28.02.2013
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2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencidn, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-4, es un anticuerpo monoclonal especifico anti-
exospora, producido por el hibridoma de ratén de la cepa BALB/c, capaz de reconocer epitopos presentes en la exospora de
microsporidios de la especie Nosema ceranae (reiv. 1). Es también objeto de la invencién el uso de dicho anticuerpo para la
preparacién de composiciones y sistemas de deteccion para el diagnostico de nosemosis de la abeja causada por Nosema
ceranae (reiv. 2-4).

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento DO1 divulga un anticuerpo policlonal especifico frente a la proteina SWP-32 de la exospora de N. cerenae.
Este anticuerpo reconoce especificamente antigenos de la espora de N. cerenae y no presenta reaccion cruzada con
lisados de esporas de N. apis en diluciones 1:5000 en la deteccion de, al menos, 1x103 esporas por ensayo (ver Fig. 3).

El documento D02 divulga un método seroldgico para la deteccion de Nosema ceranae basado en el uso de un anticuerpo
frente a la proteina SWP-32 de la espora de Nosema cerenae. El método se trata de un inmunoensayo mediante la técnica
ELISA.

La invencion definida en la reivindicacion 1 no difiere de la técnica conocida descrita en el documento DO1 en ninguna forma
esencial. La diferencia entre el anticuerpo divulgado en el documento D01 (anti-SWP-32) y el reivindicado en la presente
solicitud (7D2), radica en que el anticuerpo anti-SWP-32 es un anticuerpo policlonal. Para un experto en la materia, no
supondria un esfuerzo inventivo, partiendo de epitopos conocidos en la exospora de N. cerenae y de anticuerpos
policlonales frente a ellos, el obtener un anticuerpo monoclonal frente a dichos epitopos. Por lo tanto, la invencién segun la
reivindicacion 1 se considera obvia para un experto en la materia. Por consiguiente, la invencién segun la reivindicacién 1 no
se considera que implique actividad inventiva.

Por otro lado, a la vista de lo que se conoce del documento D02 no se considera que requiera ningun esfuerzo inventivo
para un experto en la materia utilizar un anticuerpo capaz de reconocer epitopos presentes en la exospora de microsporidios
de la especie Nosema ceranae para la preparacion de composiciones y sistemas de deteccion, tal y como se describe en las
reivindicaciones 2-4. Por consiguiente, la invencién reivindicada en las reivindicaciones 2-4 no implica actividad inventiva.
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