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DESCRIPCION
Genes de Plasmodium malariae y Plasmodium ovale y usos de los mismos
Antecedentes de la invencion
Campo técnico

La presente invencion se refiere a métodos de deteccion de anticuerpos contra a P. malariae, P. ovale, P. vivaxy P.
falciparum utilizando antigenos derivados del gen de la Proteina de Superficie del Merozoito (MSP1) de las especies
de Plasmodium. La presente invencion también se refiere a kits para llevar a cabo los métodos.

Informacion Antecedente
Transmision de la malaria

La malaria es una enfermedad transmitida por mosquitos causada por un parasito. Al menos cuatro especies de
parasitos de la malaria pueden infectar a los seres humanos en condiciones naturales: Plasmodium falciparum, P.
vivax, P. ovale y P. malariae. Las dos primeras especies causan la mayor cantidad de infecciones en todo el mundo.
En particular, Plasmodium falciparum es el agente de la malaria grave, potencialmente mortal, causando de 700.000
a 2,7 millones de muertes anuales estimadas, la mayoria de ellos en nifios pequefios en Africa. Plasmodium vivax y
P. ovale tienen parasitos en estadio hepatico latentes (hipnozoitos) que se pueden reactivar (o "recaer") y causar
malaria varios meses o afos después de la picadura del mosquito infectante. Plasmodium malariae produce
infecciones de larga duracion y, si se dejan sin tratar, pueden persistir asintomaticamente en el anfitrion humano
durante afios, incluso de por vida (Gorbach, Bartlett & Blacklow "Infectious Diseases, 22 Edicion, Sunders Press,
1992).

Mas recientemente, se ha demostrado que Plasmodium knowlesi, cuyos anfitriones naturales incluyen macacos que
comen cangrejos (Macaca fascicularis) y macacos de cola de cerdo, infectan a seres humanos y pueden ser
responsables de un numero significativo de infecciones humanas en Malasia (Cox-Singh et al., Clinical Infectious
Diseases 2008; 46:165-71) y se ha encontrado en seres humanos en Tailandia (Jongwutiwes et al., Emerg. Inf. Dis.
2004: 10:2211-2213) y Myanmar (Zhu et al., Zhongguo Ji Sheng Chong Xue Yu Ji Sheng Chong Bing Za Zhi 2006;
24:70-1).

En la naturaleza, los parasitos de la malaria se propagan infectando sucesivamente dos tipos de anfitriones: los
seres humanos y los mosquitos Anopheles hembra. En los seres humanos, los parasitos crecen y se multiplican en
primer lugar en las células del higado y a continuacion en los gldbulos rojos de la sangre. En la sangre, sucesivas
progenies de parasitos crecen dentro de los globulos rojos y los destruyen, liberando parasitos descendientes
(merozoitos) que contintan el ciclo invadiendo otros glébulos rojos.

Los parasitos de la fase sanguinea causan los sintomas de la malaria. Cuando ciertas cepas de la sangre
("gametocitos") son recogidas por un mosquito Anopheles durante una ingesta de sangre, comienzan otro ciclo
diferente de crecimiento y multiplicacion en el mosquito. Después de 10-18 dias, los parasitos se encuentran (como
"esporozoitos") en las glandulas salivales del mosquito. Cuando el mosquito Anopheles toma una ingesta de sangre
en otro ser humano, los esporozoitos se inyectan con la saliva del mosquito y comienzan otra infeccion humana
cuando parasitan las células del higado. ( D. Wyler, "Plasmodium and Babesia", Capitulo 287, pag. 2407, en
Gorbach, Bartlett y Blacklow, "Infectious Diseases, 22 Edicion, Sunders Press, 1992;
http://www.cdc.gov/malaria/biology/life_cycle. htm).

Sintomas y enfermedad de la malaria

La infeccion con los parasitos de la malaria puede dar lugar a una amplia variedad de sintomas, que van desde
sintomas ausentes o muy leves hasta enfermedades graves e incluso la muerte. La enfermedad de la malaria se
puede clasificar como no complicada o severa (complicada). En general, la malaria es una enfermedad curable si se
diagnostica y se trata temprana y correctamente. Después de la picadura infecciosa por el mosquito Anopheles,
transcurre un periodo de tiempo (el "periodo de incubaciéon") antes de que aparezcan los primeros sintomas. El
periodo de incubacién varia de 7 a 30 dias. Los periodos mas cortos se observan con mayor frecuencia con P.
falciparum y los mas largos con P. malariae.

Aunque la malaria no complicada es bastante tratable y los sintomas son no incapacitantes, la malaria severa se
produce cuando las infecciones por P. falciparum se complican por fallos graves de 6rganos o anomalias en la
sangre o el metabolismo del paciente. Las manifestaciones de malaria severa incluyen, por ejemplo, malaria
cerebral, con comportamiento anormal, deterioro de la conciencia, convulsiones, coma u otras anomalias
neurolégicas; anemia severa, hemoglobinuria, edema pulmonar o sindrome de dificultad respiratoria aguda,
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anomalias en la coagulacion sanguinea y trombocitopenia, colapso cardiovascular y choque.
Diagnéstico

La malaria debe ser reconocida rapidamente para tratar al paciente a tiempo y prevenir la propagacion de la
infeccion en la comunidad. El paludismo debe considerarse una emergencia médica potencial y debe ser tratado en
consecuencia. El retraso en el diagndstico y tratamiento es una de las principales causas de muerte en pacientes
con malaria en los Estados Unidos. Se puede sospechar de la existencia de malaria basandose en los sintomas del
paciente y los hallazgos fisicos en el examen. Sin embargo, para realizar un diagndstico definitivo, las pruebas de
laboratorio se deben demostrar la presencia de los parasitos de la malaria o sus componentes. El "patrén oro" de
diagnéstico para la malaria depende de la demostracion de parasitos en un frotis de sangre examinado bajo un
microscopio. En la malaria por P. falciparum, los hallazgos adicionales de laboratorio pueden incluir anemia leve,
leve descenso de las plaquetas en sangre (trombocitopenia), elevacion de la bilirrubina, elevacion de las
aminotransferasas, albuminuria, y presencia de cuerpos anémalos en la orina ("cilindros urinarios").

Deteccion de anticuerpos de Plasmodium

Los anticuerpos contra los parasitos asexuales de la malaria (es decir, los merozoitos) aparecen en el plazo de dias
a semanas después de la invasion de los eritrocitos y pueden persistir durante meses o incluso afios (Vinetz et al.,
NEJM 2007, 338(6): 367-371). No se recomienda la deteccion de anticuerpos para el diagndstico de malaria aguda,
ya que la presencia de anticuerpos puede indicar una infeccion pasada o actual (reciente). Histéricamente, la
deteccion de anticuerpos utilizd el ensayo de inmunofluorescencia (IFA), pero este ensayo no es particularmente
sensible ni muy especifico y requiere mano de obra intensiva y requiere reactivos cuidadosamente preparados. Se
han desarrollado ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) que utilizan antigenos derivados de
plasmodio (Newmarket Laboratories, Reino Unido; Cellabs, Australia) o P. falciparum (DiaMed) para detectar
inmunoglobulinas (IgG y/o IgM) en suero o plasma humano. Estos ensayos son mas faciles de realizar, exhiben
mayor rendimiento y una mayor sensibilidad y especificidad que IFA (Srivastava et al. J Trop. Med. Hyg. 1991,
94:189-194; Kitchen et al. Vox Sang. 2004, 87:150-155; Seed et al. Vox Sang. 2005, 88:98-106). Algunos ensayos
ELISA pueden ser mejores que otros para la deteccién de anticuerpos dirigidos contra cada una de las cuatro
especies de plasmodio que causan malaria en seres humanos (She et al. J. Trav. Med. 2007, 14:105-111).

Los antigenos utilizados para la captura de anticuerpos han incluido vacunas candidatas ya que su capacidad para
provocar la respuesta de anticuerpos se determina a menudo en animales y la vacunas humanas y los anticuerpos
de origen natural se miden antes de la vacunacion. Algunos ejemplos de tales antigenos incluyen la proteina
circunsporozoitica (CSP), el antigeno apical de membrana 1 (AMA-1), la proteina de la superficie de merozoitos
(MSP) uno y dos, y en particular el fragmento C-terminal de 42KDa y 19KDa de MSP1 (a.k.a. MSP1-42 y MSP1-19)
de P. vivax y P. falciparum (Kitchen et al. Vox Sang., 2004, 87:150-155; Rodrigues et al. Malaria J. 2003, 2:39-46).
Otros antigenos de interés son MSP-2, -3, -4, -5, -8 -9, proteina rica en glutamato, antigeno de repeticién de serina
(Girard et al. Vaccine, 2007, 25(9):1567-1580).

La MSP1 de Plasmodium falciparum ha sido ampliamente estudiada y fue una de las primeras vacunas candidatas.
Provoca una respuesta protectora de anticuerpos frente a la malaria grave y la presencia de anticuerpos MSP1 se
correlaciona con la inmunidad protectora (Siddiqui et al. PNAS 1987, 84: 3014 - 3018). MSP1 se expresa como una
molécula precursora de ~200 kDa conectada por un ancla de glicosil fosfatidilinositol a la membrana de superficie del
merozoito. MSP1 se procesa hasta un complejo de polipéptidos sobre la superficie del merozoito, incluyendo las
regiones N-terminales y centrales de 82, 30 y 38 kDa, asi como la regién C-terminal de 42 kDa. En el momento de la
invasion de los gldbulos rojos, MSP1-42 se procesa adicionalmente mediante escision proteolitica hasta un
fragmento de 33 kDa (MSP1-33), que se desprende con el resto del complejo, y un fragmento C-terminal de 19 kDa
(MSP1-19). Solo el MSP1-19 C-terminal sigue anclado en la superficie del merozoito y se transporta al RBC
parasitado. En monos, se ha demostrado que la inmunizacion con MSP1-42 y MSP1-19 recombinantes provoca
diversos grados de proteccion contra la sensibilizacion con P. falciparum (Egan et al. Infect. Immun., 2000, 68:1418-
1427; Kumar, et al. Mol. Med., 1995, 1:325-332). Las proteinas MSP1-19 de P. falciparum y P. vivax han sido
propuestas como vacunas candidatas (Roas et al., Immunol Lett. 2004, 92(3):259-68; Stowers et al. Infect. Immun.,
2001, 69:1536-1546; Faber et al. Infect. Immun., 2007, 75:5947-5955). Sin embargo, los genes MSP1 de P. ovale y
P. malaria, los otros dos parasitos plasmodium principales que causan la malaria en seres humanos, no han estado
disponibles para el examen como reactivos para la vacunacion o la deteccion del anticuerpos.

La deteccidon de anticuerpos en suero o plasma donado puede utilizarse para identificar donantes individuales que
han estado expuestos a organismos paludicos y que pueden haber sido infectados recientemente y, por lo tanto, son
potencialmente parasitémicos. Las cuatro especies de plasmodium que infectan a los seres humanos se han
transmitido a través de transfusiones de sangre, y aunque la incidencia de malaria post-transfusion es baja en los
Estados Unidos (Mungai, et. Al.,, N. Engl. J. Med. 344, pag. 1973-1978, 2001), la disponibilidad de donantes de
sangre podria aumentarse mediante la implementacion de ensayos de escrutinio de anticuerpos plasmadicos de tal
manera que solo los individuos expuestos al organismo de la malaria sean postergados de la donacién de sangre en
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lugar de todos los donantes que han viajado o vivido en regiones endémicas de malaria, como es la practica actual.
Tales ensayos tedricamente detectarian anticuerpos contra especies de plasmodium que infectan a seres humanos
y causan malaria (P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae). Actualmente se utilizan anticuerpos ELISA
comerciales (Reino Unido, Australia, Francia) o se estan considerando en otros paises para la reincorporacion de
donantes aplazados (Seed et al. Vox Sang 2005, 88:98-106; Cocina y Chiodini, Vox Sang (2006) 90:77-84;
Elghouzzi y col., Vox Sang., 2008, 94: 33-40). En estos casos, los donantes se someten a pruebas de anticuerpos
contra antigenos derivados de plasmodio con varios meses de aplazamiento.

Un ensayo comercial (Pan Malaria Antibody CELISA) de Cellabs Pty. Limitado. (Brookvale, NSW, Australia) reclama
la deteccidon de anticuerpos contra las cuatro especies de plasmodio que causan malaria en seres humanos y una
sensibilidad de 94% frente a la prueba de inmunofluorescencia (IFAT). La evaluacion independiente sugiere que el
ensayo tiene una sensibilidad escasa para la deteccion de anticuerpos de malaria falciparum y no falciparum en
comparacion con IFAT (Mertens et al. Vox Sang. 1999, 77:237-238). La evaluacion independiente de otro ensayo de
DiaMed AG (Suiza) que utiliza una mezcla de extractos de cultivo de P. falciparum y P. vivax recombinantes
(proteina de circunsporozoito), demostré una escasa sensibilidad para la deteccion de individuos sintomaticos con
confirmaciéon microscopica de P. vivax (18/24), pero si detectd anticuerpos en pacientes infectados con P. ovale
(2/2), o P. malariae (2/2) (Doderer et al. Malaria J. 2007, 6:19). El ensayo de anticuerpos contra la malaria fabricado
por Newmarket Laboratories Ltd (Kentford, Reino Unido) reclama la deteccion de las cuatro especies de plasmodio
responsables de la malaria humana, aunque solo contiene antigenos recombinantes derivados de P. falciparum'y P.
vivax. El folleto adjunto indica una sensibilidad para la deteccidon de anticuerpos de P. ovale y P. malariae de sélo
80% y 67%, respectivamente. La deteccion de anticuerpos entre individuos infectados con P. ovale o P. malariae
puede deberse a infecciones pasadas con P. falciparum o P. vivax y por lo tanto la reactividad se debe a la
deteccion de anticuerpos persistentes contra estos agentes. La evaluacion independiente del ensayo demostro la
deteccion de so6lo 9/14 (64%) de los pacientes con malaria aguda debido a Infeccion por P. ovale y 85% (15/18) de
pacientes con malaria por P. vivax (Kitchen et al. Vox Sang. 2004, 87, 150-155). Por lo tanto, la capacidad
reivindicada de estos ensayos para detectar anticuerpos humanos originados por infeccion de P. falciparum asi
como de P. ovale, P. vivax y P. malariae es ciertamente cuestionable. Para aquellos ensayos cuya composicion de
antigeno en fase solida es conocida (p.ej. Newmarket, DiaMed), la ausencia de antigenos especificos contra P.
ovale o P. malariae sugiere que la deteccion de anticuerpos a estas especies puede deberse a la reactividad
cruzada del anticuerpo, lo que plantea importantes preguntas sobre la especificidad asi como la sensibilidad del
ensayo - a menos que la reactividad se deba a la presencia de anticuerpos de P. vivax o P. falciparum de
infecciones previas. Por lo tanto, existe actualmente una necesidad significativa de deteccion fiable de anticuerpos
de plasmodio en una poblacién de bajo riesgo (por ejemplo, donantes de sangre normales) que requiere un ensayo
con antigenos derivados de cada una de las cuatro especies principales de plasmodio.

En cuanto a otro antecedente, el documento WO 2007/006052 y la Patente de Estados Unidos Num. 6.660.498
describen composiciones inmunogénicas que contienen una proteina que representa una porcion carboxi-terminal
de una proteina MSP-1 p42 nativa de Plasmodium falciparum para la vacunacioén contra la malaria.

Asimismo, WO 01/36587 describe el uso de una proteina recombinante MSP-1 de Plasmodium vivax para detectar
infeccion malarica por Plasmodium vivax.

Compendio de la invencion

El alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones adjuntas. Por consiguiente, la presente
invencion proporciona en primer lugar un método para detectar anticuerpos contra P. Malariae, P. ovale, P. vivax y
P. falciparum en una muestra de ensayo sospechosa de contener al menos uno de dichos anticuerpos que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra de ensayo con 1) un antigeno del polipéptido MSP1-p19 de P. malariae
que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, 2) un antigeno del polipéptido MSP1-p19 de
P. ovale que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48, 3) un antigeno del polipéptido
MSP1-p19 de P. vivax que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 y 4) un antigeno del
polipéptido MSP1-p19 de P. falciparum que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46, en
donde los antigenos se anclan a una fase solida, durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir la formacion de complejos de anticuerpo/antigeno de P. malariae, complejos de anticuerpo/antigeno
de P. ovale, complejos de anticuerpo/antigeno de P. vivax y complejos de anticuerpo/antigeno de P.
falciparum;

(b) afiadir un producto conjugado a los complejos de anticuerpo/antigeno resultantes durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para permitir que cada producto conjugado se una al anticuerpo unido, en donde dicho
producto conjugado comprende un anti-anticuerpo humano anclado a un compuesto generador de sefial capaz
de generar una sefal detectable; y

(c) detectar la presencia del anticuerpo contra el anticuerpo de P. Malariae, P. ovale, P. vivax y P. falciparum
que puede estar presente en dicha muestra de ensayo detectando la presencia de dicha sefal generada por
dicho compuesto generador de sefal.
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La presente invencion también proporciona un kit para determinar la presencia de anticuerpo contra P. malariae, P.
ovale, P. vivax y P. falciparum en una muestra de ensayo que comprende:
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a) i) un antigeno del polipéptido MSP1-p19 de P. malariae que consiste en la secuencia de aminoacidos del
SEQ ID NO: 47, ii) un antigeno del polipéptido MSP1-p19 de P. ovale que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 48, iii) un antigeno del polipéptido MSP1-p19 de P. vivax que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45, y iv) un antigeno del polipéptido MSP1-p19 de P. Falciparum
que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46; y

b) un producto conjugado que comprende un anti-anticuerpo humano unido a un compuesto generador de
sefial capaz de generar una sefial detectable.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra la secuencia de nucleotidos de P. malariae (SEQ ID NO: 2) de un gen o molécula de acido
nucleico derivada de MSP1.

La Figura 2 ilustra la secuencia de aminoacidos de P. malariae (SEQ ID NO: 1) de la proteina codificada por el
SEQ ID NO: 2.

La Figura 3 ilustra la secuencia de nucledtidos de P. ovale (SEQ ID NO: 4) de un gen o molécula de acido
nucleico derivada de MSP1.

La Figura 4 ilustra la secuencia de aminoacidos de P. ovale (SEQ ID NO: 3) de la proteina codificada por el
SEQ ID NO: 4.

La Figura 5 ilustra un alineamiento de la secuencia del gen PmMSP1 (SEQ ID NO: 2) con su secuencia de
aminoacidos traducida (SEQ ID NO: 1).

La Figura 6 ilustra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PmMSP1 (P. malariae (porcion
superior) (SEQ ID NO: 1) frente a P. vivax (porcion inferior) (SEQ ID NO: 5)).

La Figura 7 ilustra el alineamiento de la secuencia de ADN de P. malariae (Muestra de Camerun 0014) (SEQ
ID NO: 2) frente a P. malariae (Secuencia GenBank AF138881 secuencia de ADN 5' de MSP1) (SEQ ID NO:
6).

La Figura 8 ilustra un alineamiento de la secuencia génica de MSP1 de P. ovale (SEQ ID NO: 4) con su
secuencia de aminoacidos traducida (SEQ ID NO: 3).

La Figura 9 ilustra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de MSP1 de P. Ovale (porcion superior)
(SEQ ID NO: 3) frente a P. vivax (porcion inferior) (SEQ ID NO: 5).

La Figura 10 ilustra una comparacién de secuencias de aminoacidos de MSP1 (% de identidad) entre P.
Falciparum (NUm. Genbank BAF62278), P. vivax (NUm. Genbank AAA63427), P. malariae (Muestra Camerun
0014) y P. ovale (Muestra Camerun 510-10).

La Figura 11 ilustra la ubicacion de las subregiones MSP1 y MSP1 para P. malariae y P. ovale.

La Figura 12 muestra las relaciones evolutivas de 16 secuencias de proteinas MSP1 inferidas utilizando el
método de Unién de Vecinos (Saitou N & Nei M (1987) Molecular Biology and Evolution 4:406 - 425). El arbol
de consenso de remuestreo de datos ("bootstrap") inferido a partir de 500 repeticiones (Felsenstein, J. (1985)
Evolution 39: 783 - 791) se toma para representar la historia evolutiva de los taxones analizados (Felsenstein,
mas arriba). Las ramas correspondientes a particiones reproducidas en menos de 50% de las réplicas de
remuestreo de datos se desploman. El porcentaje de réplicas de arboles en el que los taxones asociados se
agrupan en la prueba de remuestreo de datos (500 repeticiones) se muestra junto a las ramas (Felsenstein,
mas arriba). El arbol se dibuja a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que las de las
distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método basado en la matriz de Dayhoff (Schwarz R. & Dayhoff M. (1979) Matrices for detecting
distant relationships. En Dayhoff M, editor, Atlas of protein sequences, paginas 353 - 58. National Biomedical
Research Foundation) y estan en las unidades del nimero de sustituciones de aminoacidos por sitio. Todas
las posiciones que contenian huecos y datos perdidos fueron eliminadas del conjunto de datos (Opcién de
eliminacién completa). Hubo un total de 1354 posiciones en el conjunto de datos final. Se realizaron analisis
filogenéticos en MEGA4 (Tamura et al., (2007) Molecular Biology and Evolution 24:1596-1599).

La Figura 13 muestra las relaciones evolutivas de 16 secuencias de la proteina MSP1 inferidas utilizando el
método de Maxima Parsimonia (Eck RV & Dayhoff MO (1966) Atlas of Protein Sequence and Structure.
National Biomedical Research Foundation, Silver Spring, Maryland). El arbol de consenso de remuestreo de
datos inferido a partir de 500 repeticiones se toma para representar la historia evolutiva de los taxones
analizados (Felsenstein J (1985) Evolution 39:783-791). Las ramas correspondientes a particiones
reproducidas en menos del 50% de réplicas de remuestreo de datos se desploman. El porcentaje de arboles
replicados en el que los taxones asociados se agrupan en la prueba de remuestreo de datos (500
repeticiones) se muestran junto a las ramas (Felsenstein, mas arriba). El arbol MP se obtuvo utilizando el
algoritmo de Intercambio por un Vecino Cercano (Nei M & Kumar S (2000) Molecular Evolution and
Phylogenetics. Oxford University Press, Nueva York, pag. 128) con el nivel de busqueda 3 (Felsenstein, mas
arriba; Nei M & Kumar S (2000) Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University Press, New York) en
el que los arboles iniciales se obtuvieron con la adicidon aleatoria de secuencias (10 repeticiones). Todas las
posiciones que contenian huecos y datos perdidos fueron eliminadas del conjunto de datos (Opcién de
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Eliminacion Completa). Hubo un total de 1354 posiciones en el conjunto de datos final, de las cuales 1001
informaron de parsimonia. Se realizaron analisis filogenéticos en MEGA4 (Tamura et al. (2007) Molecular
Biology and Evolution 24:1596-1599).

La Figura 14 muestra las relaciones evolutivas de 16 secuencias de proteinas MSP1 inferidas utilizando el
método UPGMA (Sneath PHA & Sokal RR (1973) Numerical Taxonomy. Freeman, San Francisco). El arbol de
consenso de remuestreo de datos deducido a partir de 500 repeticiones (Felsenstein, mas arriba se toma para
representar la historia evolutiva de los taxones analizados (Felsenstein, mas arriba). Las ramas
correspondientes a particiones reproducidas en menos de 50% de réplicas de remuestreo de datos se
desploman. El porcentaje de arboles replicados en el que los taxones asociados se agrupan en la prueba de
remuestreo de datos (500 repeticiones) se muestran junto a las ramas (Felsenstein, mas arriba). El arbol se
dibuja a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas
para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método basado en la
matriz de Dayhoff (Schwarz R & Dayhoff M (1979) Matrices for detecting distant relationships. In Dayhoff M,
editor, Atlas of protein sequences, paginas 353 - 58. National Biomedical Research Foundation) y estan en las
unidades del nimero de sustituciones de aminoacidos por sitio. Todas las posiciones que contenian huecos y
datos perdidos fueron eliminadas del conjunto de datos (Opcién de eliminacién completa). Hubo un total de
1354 posiciones en el conjunto de datos final. Se realizaron analisis filogenéticos en MEGA4 (Tamura et al.
(2007) Molecular Biology and Evolution 24:1596-1599).

La Figura 15 ilustra un formato de ensayo Abbott® PRISM® (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) prototipo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos y kits como los definidos anteriormente y en las reivindicaciones
adjuntas.

Definicion de términos

Un "epitopo" es un determinante antigénico de un polipéptido. Un epitopo puede comprender al menos tres
aminoacidos en una conformacién espacial que es Unica para el epitopo. Generalmente, un epitopo consta de al
menos cinco aminoacidos de este tipo, y mas usualmente, consta de al menos ocho a diez aminoacidos.

El término "complementariedad" se define como el grado de relacion entre dos segmentos de ADN. Se determina
midiendo la capacidad de la hebra de efectora de un segmento de ADN para hibridarse con la hebra antisentido del
otro segmento de ADN, en condiciones apropiadas, para formar una doble hélice. En la doble hélice, dondequiera
que aparezca adenina en una hebra, aparece timina en la otra hebra. De manera similar, dondequiera que se
encuentre guanina en una hebra, se encuentra citosina en la otra. Cuanto mayor es la relacién entre las secuencias
de nucledtidos de dos segmentos de ADN, mayor es la capacidad para formar duplex hibridos entre las cadenas de
dos segmentos de ADN.

El término "identidad" se refiere a la relacion de dos secuencias en una base nucleétido a nucledtido sobre una
ventana o segmento de comparacion concreto. Por lo tanto, identidad se define como el grado de similitud,
correspondencia o equivalencia entre las mismas cadenas (ya sea efectora o antisentido) de dos segmentos de ADN
(o dos secuencias de aminoacidos). El "porcentaje de identidad de secuencia" se calcula comparando dos
secuencias alineadas 6ptimamente sobre una region concreta, determinando el nimero de posiciones en las que
aparece la misma base o aminoacido en ambas secuencias con el fin de producir el niumero de posiciones
emparejadas, dividiendo el nimero de tales posiciones por el numero total de posiciones en el segmento que se
compara y multiplicando el resultado por 100. El alineamiento dptimo de las secuencias puede llevarse a cabo
mediante el algoritmo de Smith & Waterman, Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante el método de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85:2444
(1988) y mediante programas informaticos que implementan los algoritmos pertinentes (p.gj., Clustal Macaw Pileup
(http://cmgm.stanford.edu/biochem218/11Multiple.pdf; Higgins et al., CABIOS, 5L151-153 (1989)), FASTDB
(Intelligenetics), BLAST (National Center for Biomedical Information; Altschul et al., Nucleic Acids Research 25:3389-
3402 (1997), PILEUP (Genetics Computer Group, Madison, WI) o GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA (Wisconsin
Genetics Software Package Version 7.0, Genetics Computer Group, Madison, WI). (Véase la Patente de Estados
Unidos Num. 5.912.120)

"Identidad entre dos secuencias de aminoacidos" se define como la presencia de una serie de residuos de
aminoacidos exactamente iguales o invariantes en ambas secuencias (véase la definicion anterior de identidad entre
secuencias de acidos nucleicos). Las definiciones de "complementariedad" e "identidad" son bien conocidas por los
expertos en la técnica.

"Codificado por" se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia polipeptidica, en donde la
secuencia polipeptidica o una porciéon de la misma contiene una secuencia de aminoacidos de al menos 3
aminoacidos, mas preferiblemente al menos 8 aminoacidos, e incluso mas preferiblemente al menos 15 aminoacidos
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de un polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico. Una molécula de acido nucleico es "hibridable" con
otra molécula de acido nucleico cuando una forma monocatenaria de la molécula de acido nucleico puede hibridarse
con la otra molécula de acido nucleico bajo las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza idnica (véase
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion (1989), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York)). Las condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la "rigurosidad"
de la hibridacion. La "hibridacion" requiere que dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias. Sin
embargo, dependiendo de la rigurosidad de la hibridacién, pueden producirse emparejamientos erroneos entre las
bases. La rigurosidad apropiada para la hibridacion de acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos
nucleicos y del grado de complementacion. Tales variables son bien conocidas en la técnica. Mas especificamente,
cuanto mayor sea el grado de similitud, identidad o homologia entre dos secuencias de nucledtidos, mayor sera el
valor de Tm para los hibridos de acidos nucleicos que tengan esas secuencias. Para hibridos de mas de 100
nucledtidos de longitud, se han obtenido ecuaciones para calcular Tm (véase Sambrook et al., mas arriba (1989)).
Para la hibridacion con acidos nucleicos mas cortos, la posicion de los emparejamientos errébneos se hace mas
importante, y la longitud del oligonucleétido determina su especificidad (véase Sambrook et al., mas arriba (1989)).

Segun se utiliza en la presente memoria, un "fragmento o secuencia de acido nucleico aislado" es un polimero de
ARN o ADN que es monocatenario o bicatenario, que contiene opcionalmente bases nucleotidicas sintéticas, no
naturales o alteradas. Un fragmento de acido nucleico aislado en forma de un polimero de ADN puede estar
compuesto de uno o mas segmentos de ADNc, ADN gendmico o ADN sintético. (Un "fragmento” de un polinucleétido
especificado se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende una secuencia contigua de
aproximadamente al menos alrededor de 6 nucleétidos, preferiblemente al menos alrededor de 8 nucledtidos, mas
preferiblemente al menos alrededor de 10 nucleétidos e incluso mas preferiblemente al menos alrededor de 15
nucledtidos y lo mas preferiblemente al menos alrededor de 25 nucleétidos idénticos o complementarios a una
region de la secuencia de nucleodtidos especificada). Los nucleétidos (usualmente encontrados en su forma de 5'-
monofosfato) son referidos mediante denominacién de una letra como sigue: "A" para el adenilato o desoxiadenilato
(para ARN o ADN, respectivamente), "C" para el citidilato o desoxicitidilato, "G" para el guanilato o
desoxiguanilato,"U" para el uridilato, "T" para el desoxitimidilato, "R" para las purinas (A o G), "Y" para las pirimidinas
(CoT),"K"paraGo T, "H" paraAo CoT,"l"parainosina, y "N" para cualquier nucleétido.

Los términos "fragmento o subfragmento que es funcionalmente equivalente" y "fragmento o subfragmento
funcionalmente equivalente" se utilizan indistintamente en la presente memoria. Estos términos se refieren a una
porcién o subsecuencia de un fragmento de acido nucleico aislado en el que se conserva la capacidad de alterar la
expresion génica o producir cierto fenotipo independientemente de que el fragmento o subfragmento codifique una
enzima activa. Por ejemplo, el fragmento o subfragmento puede usarse en el disefio de constructos quiméricos para
producir el fenotipo deseado en una planta transformada. Los constructos quiméricos pueden disefiarse para su uso
en la co-supresion o antisentido conectando uno de sus fragmentos o subfragmentos de acido nucleico, codifique o
no una proteina activa, en la orientacién apropiada con respecto a una secuencia promotora.

Los términos "homologia", "homdlogo", "sustancialmente similar" y "que corresponde sustancialmente" se utilizan
indistintamente en la presente memoria. Se refieren a fragmentos de acido nucleico en los que los cambios en una o
mas bases nucleotidicas no afectan a la capacidad del fragmento de acido nucleico para mediar la expresion génica
o producir cierto fenotipo. Estos términos se refieren también a modificaciones de los fragmentos de acido nucleico
de la presente invencion tales como la delecién o insercion de uno o mas nucledtidos que no alteran
sustancialmente las propiedades funcionales del fragmento de acido nucleico resultante con respecto al fragmento
inicial no modificado.

"Gen" se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, incluyendo las secuencias
reguladoras anteriores (secuencias no codificantes 5') y posteriores a la secuencia codificante (secuencias no
codificantes 3').

"Gen nativo" se refiere a un gen tal como se encuentra en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. En
contraste, "constructo quimérico" se refiere a una combinacion de fragmentos de acido nucleico que normalmente no
se encuentran juntos en la naturaleza. Por consiguiente, un constructo quimérico puede comprender secuencias
reguladoras y secuencias codificantes obtenidas de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias
codificantes obtenidas de la misma fuente, pero dispuestas de una manera diferente a la que normalmente se
encuentra en la naturaleza. (El término "aislado" significa que la secuencia se elimina de su entorno natural.)

Un gen "foraneo" se refiere a un gen que no se encuentra normalmente en el organismo anfitrién, pero que se
introduce en el organismo anfitrién por transferencia génica. Los genes foraneos pueden comprender genes nativos
insertados en un organismo no nativo o constructos quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en el
genoma mediante un procedimiento de transformacion.

Una "sonda" o "cebador" seguin se utiliza en la presente memoria es un polinucleétido que tiene al menos 8
nucledtidos de longitud y forma una estructura hibrida con una secuencia diana, debido a la complementariedad de
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al menos una secuencia en la sonda o cebador con una secuencia en la region diana. Las regiones polinucleotidicas
de la sonda pueden estar compuestas de ADN y/o ARN y/o analogos de nucleétidos sintéticos. Preferiblemente, la
sonda no contiene una secuencia que sea complementaria a la secuencia o secuencias usadas para cebar para una
secuencia diana durante la reaccién en cadena de la polimerasa.

"Secuencia de codificante" se refiere a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos
especifica. "Secuencias reguladoras" se refiere a secuencias nucleotidicas situadas aguas arriba (secuencias no
codificantes 5'), dentro, o aguas abajo (secuencias no codificantes 3') de una secuencia codificante, que influyen en
la transcripcidon, procesamiento o estabilidad del ARN, o traducciéon de la secuencia codificante asociada. Las
secuencias reguladoras pueden incluir, pero no se limitan a, promotores, secuencias lider de traduccion, intrones y
secuencias de reconocimiento de poliadenilacion.

"Promotor" (o "secuencia reguladora") se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresion de una
secuencia codificante o ARN funcional. La secuencia promotora, por ejemplo, consiste en elementos proximales y
mas distales aguas arriba, los Ultimos elementos a menudo referidos como intensificadores. Por consiguiente, un
"intensificador" es una secuencia de ADN que puede estimular la actividad del promotor y puede ser un elemento
innato del promotor o un elemento heterélogo insertado para mejorar el nivel o la especificidad del tejido de un
promotor. Las secuencias reguladoras (p.gj., un promotor) también pueden estar localizadas dentro de las porciones
transcritas de los genes, y/o aguas abajo de las secuencias transcritas. Los promotores pueden derivarse en su
totalidad de un gen nativo, o estar compuestos de diferentes elementos derivados de diferentes promotores
encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la técnica
entenderan que diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un gen en diferentes tejidos o tipos de células,
o en diferentes etapas del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Los promotores que
hacen que un gen se exprese en la mayoria de los tipos de células anfitrionas, en la mayoria de los casos, se
denominan comiUnmente "promotores constitutivos". Se estan descubriendo constantemente nuevos promotores de
diversos tipos utiles en células vegetales; se pueden encontrar numerosos ejemplos en la compilacion Okamuro y
Goldberg, (1989) Biochemistry of Plants 15:1-82. Se reconoce adicionalmente que puesto que, en la mayoria de los
casos, los limites exactos de las secuencias reguladoras no han sido completamente definidos, los fragmentos de
ADN de cierta variacion pueden tener actividad promotora idéntica.

Un intrén es una secuencia intermedia en un gen que no codifica una porcién de la secuencia proteica. Por lo tanto,
tales secuencias se transcriben a ARN, pero a continuacion se escinden y no se traducen. El término también se
utiliza para las secuencias de ARN escindidas. Un "exén" es una porcion de la secuencia génica que se transcribe y
se encuentra en el ARN mensajero maduro derivado del gen, pero no es necesariamente una parte de la secuencia
que codifica el producto génico final.

La "secuencia lider de traduccién" se refiere a una secuencia de ADN situada entre la secuencia promotora de un
gen y la secuencia codificante. La secuencia lider de traduccién esta presente en el ARNm completamente
procesado aguas arriba de la secuencia de inicio de la traduccion. La secuencia lider de traduccion puede afectar al
procesamiento de la transcripcion primaria a ARNm, a la estabilidad del ARNm o a la eficacia de traducciéon. Se han
descrito ejemplos de secuencias lider de traduccion (Turner, R. y Foster, G.D. (1995) Molecular Biotechnology
3:225).

Las secuencias no codificantes 3' se refieren a secuencias de ADN situadas aguas abajo de una secuencia
codificante e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilacion y otras secuencias que codifican sefiales
reguladoras capaces de afectar el procesamiento de ARNm o a la expresion génica. La sefial de poliadenilacion se
caracteriza generalmente por afectar a la adicion de tramos de acido poliadenilico al extremo 3' del precursor de
ARNm. El uso de diferentes secuencias no codificantes 3' es ilustrado por Ingelbrecht et al., (1989) Plant Cell 1:671-
680.

"Transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por ARN polimerasa de una
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se
denomina transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada del procesamiento post-transcripcional del
transcrito primario y se denomina ARN maduro. El "ARN mensajero (ARNm)" se refiere al ARN que esta sin intrones
y que puede traducirse a proteina por la célula. El "ADNc" se refiere a un ADN que es complementario y sintetizado
a partir de un molde de ARNm utilizando la enzima transcriptasa inversa. EI ADNc puede ser monocatenario o
convertirse en la forma de doble hebra utilizando el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa |I. EI ARN de
"efector" se refiere a un transcrito de ARN que incluye el ARNm y puede traducirse a proteina dentro de una célula o
in vitro. El "ARN antisentido" se refiere a un transcrito de ARN que es complementario a todo o parte de un transcrito
primario diana o ARNm y que bloquea la expresion de un gen diana Patente de Estados Unidos Nim. 5.107.065). La
complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito génico especifico, es decir,
en la secuencia no codificante 5', la secuencia no codificante 3', en los intrones o en la secuencia codificante. "ARN
funcional" se refiere a ARN antisentido, ARN de ribozima, u otro ARN que puede no ser traducido pero que todavia
tiene un efecto sobre los procesos celulares. Los términos "complemento" y "complemento inverso" se utilizan
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indistintamente en la presente memoria con respecto a los transcritos de ARNm, y estan destinados a definir el ARN
antisentido del mensaje.

El término "ARN endogeno” se refiere a cualquier ARN que esté codificado por cualquier secuencia de acido
nucleico presente en el genoma del anfitrion antes de la transformacién con el constructo recombinante, ya sea de
origen natural o no natural, es decir, introducido por medios recombinantes, mutagénesis, etc.

El término "no natural" significa artificial, no compatible con lo que normalmente se encuentra en la naturaleza.

El término "conectado operativamente" se refiere a la asociacion de secuencias de acido nucleico en un Unico
fragmento de acido nucleico de manera que la funcién de uno esta regulada por el otro. Por ejemplo, un promotor
esta conectado operativamente a una secuencia codificante cuando es capaz de regular la expresion de dicha
secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor). Las
secuencias codificantes pueden estar conectadas operablemente a secuencias reguladoras en una orientacion
efectora o antisentido. En otro ejemplo, las regiones de ARN complementarias pueden estar conectadas
operablemente, directa o indirectamente, 5' con respecto al ARNm diana, o 3' con respecto al ARNm diana, o dentro
del ARNm diana, o una primera regiéon complementaria es 5' y su complemento es 3' con respecto al ARNm diana.

El término "expresion”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la produccion de un producto final
funcional. La expresion de un gen implica la transcripcion del gen y la traduccion del ARNm hasta un precursor o
proteina madura. La "inhibicién antisentido" se refiere a la produccién de transcritos de ARN antisentido capaces de
suprimir la expresion de la proteina diana. La "co-supresion" se refiere a la produccién de transcritos de ARN
efectores de suprimir la expresion de genes foraneos o enddgenos idénticos o sustancialmente similares (Patente de
Estados Unidos Num. 5.231.020).

La proteina "madura" se refiere a un polipéptido procesado después de la traduccion; es decir, uno de los cuales se
ha eliminado cualquier pre- o pro-péptido presentes en el producto de traduccion primario. La proteina "precursora”
se refiere al producto primario de traduccién de ARNm; es decir, con pre - y pro - péptidos todavia presentes. Los
pre - y pro - péptidos pueden ser, pero no estan limitados a, sefales de localizacién intracelular.

"Transformacion estable" se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico a un genoma de un
organismo anfitrion, dando como resultado una herencia genéticamente estable. Por el contrario, "transformacion
transitoria" se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico al nucleo, u organelo que contiene ADN,
de un organismo anfitrion que da como resultado la expresidon génica sin integracion o herencia estable. Los
organismos anfitriones que contienen los fragmentos de acido nucleico transformados se denominan organismos
"transgénicos". El término "transformacién”, segun se utiliza en la presente memoria, se refiere tanto a la
transformacion estable como a la transformacion transitoria.

Las técnicas de ADN recombinante y de clonacién molecular convencionales utilizadas en la presente memoria son
bien conocidas en la técnica y son descritas mas completamente por Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. en
Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, 1989 (en
adelante "Sambrook").

El término "recombinante" se refiere a una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia por lo demas
separados, p.ej., mediante sintesis quimica o mediante manipulaciéon de segmentos aislados de acidos nucleicos por
técnicas de ingenieria genética.

La "PCR" o "Reaccion en Cadena de la Polimerasa" es una técnica para la sintesis de grandes cantidades de
segmentos de ADN especificos, consiste en una serie de ciclos repetitivos (Perkin Elmer Cetus Instruments,
Norwalk, CT). Tipicamente, el ADN de doble hebra se desnaturaliza por calor, los dos cebadores complementarios a
los limites 3' del segmento diana se reasocian a baja temperatura y a continuacion se extienden a una temperatura
intermedia. Un conjunto de estas tres etapas consecutivas se denomina ciclo.

La reaccién en cadena de la polimerasa ("PCR") es una potente técnica utilizada para amplificar ADN millones de
veces, mediante replicacion repetida de un molde, en un corto periodo de tiempo. (Mullis et al., Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol. 51:263-273 (1986); Erlich et al., Solicitud de Patente Europea Num. 50.424; Solicitud de Patente
Europea NUm. 84.796; Solicitud de Patente Europea NUm. 258.017, Solicitud de Patente Europea NUum. 237.362;
Solicitud de Patente Europea Num. 201.184, Patente de Estados Unidos Num. 4.683.202; Patente de Estados
Unidos Num. 4.582.788; y Patente de Estados Unidos Num. 4.683.194). El procedimiento utiliza conjuntos de
oligonucledtidos sintetizados In vitro especificos para iniciar la sintesis de ADN.

El disefio de los cebadores depende de las secuencias de ADN que se van a analizar. La técnica se lleva a cabo a
través de muchos ciclos (normalmente 20-50) de fusién del molde a alta temperatura, permitiendo que los cebadores
se hibriden con secuencias complementarias dentro del molde y a continuacion replicando el molde con ADN
polimerasa.
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Los productos de las reacciones de PCR se analizan por separacion en geles de agarosa seguido de tincién con
bromuro de etidio y visualizacién con transiluminacion UV. Alternativamente, se pueden afadir dNTP radiactivos a la
PCR para incorporar la marca a los productos. En este caso, los productos de PCR se visualizan por exposicion del
gel a una pelicula de rayos X. La ventaja afadida del radiomarcaje de los productos de PCR es que pueden
cuantificarse los niveles de productos de amplificacion individuales.

Los términos "constructo recombinante”, "constructo de expresion" y "constructo de expresion recombinante" se
utilizan indistintamente en la presente memoria. Estos términos se refieren a una unidad funcional de material
genético que se puede insertar en el genoma de una célula utilizando una metodologia convencional bien conocida
por un experto en la técnica. Tal constructo puede ser él mismo o puede usarse conjuntamente con un vector. Si se
utiliza un vector, la eleccion del vector depende del método que se utilizara para transformar plantas anfitrionas,
como es bien conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un plasmido. El experto en la
técnica conoce bien los elementos genéticos que deben estar presentes en el vector con el fin de transformar,
seleccionar y propagar con éxito células anfitrionas que comprenden cualquiera de los fragmentos de acido nucleico
aislados. El experto en la técnica también reconocera que diferentes eventos de transformacion independientes
daran lugar a diferentes niveles y patrones de expresion (Jones et al., (1985) EMBO J. 4:2411-2418; De Almeida et
al., (1989) Mol. Gen. Genetics 218:78-86), y por lo tanto que los eventos multiples deben ser escrutados con el fin de
obtener lineas que muestren el nivel y patron de expresion deseado. Dicho escrutinio puede realizarse mediante
analisis Southern de ADN, analisis Northern de expresién de ARNm, analisis Western de expresion proteica, o
analisis fenotipico.

Produccion de las proteinas

Una vez que el gen que codifica la proteina de interés ha sido aislado, puede ser introducido en una célula anfitriona
procariética o eucariética, mediante el uso de un vector o constructo, para que la célula anfitriona exprese la proteina
de interés. El vector, por ejemplo, un bacteriéfago, césmido o plasmido, puede comprender la secuencia de acido
nucleico que codifica la enzima, asi como cualquier secuencia reguladora (p.ej., promotor) que sea funcional en la
célula anfitriona y sea capaz de inducir la expresion de la proteina codificada por la secuencia de acido nucleico. La
secuencia reguladora (p.ej., promotor) esta en asociacion operable con la secuencia de nucleétidos, o esta
conectada operablemente a ella. Se dice que una secuencia reguladora (p.ej., promotor) esta "conectada
operablemente” a una secuencia codificante si la secuencia reguladora afecta a la transcripcion o a la expresion de
la secuencia codificante). Los promotores adecuados incluyen, por ejemplo, los de genes que codifican alcohol
deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglucoisomerasa, fosfoglicerato quinasa, fosfatasa
acida, T7, TPI, lactasa, metalotioneina, temprano inmediato de citomegalovirus, proteina acida de suero de leche,
glucoamilasa, promotores activados en presencia de galactosa, por ejemplo GAL1 y GAL10, asi como cualquier otro
promotor implicado en sistemas de expresion procaridticos y eucariéticos. Ademas, también se pueden incluir
secuencias de acido nucleico que codifican otras proteinas dentro del vector, asi como otras secuencias reguladoras
no promotoras tales como, por ejemplo, una sefial de poliadenilacion (p.gj., la sefial poli-A del antigeno SV-40T,
albumina de huevo u hormona de crecimiento bovina). La eleccién de las secuencias presentes en el constructo
depende de los productos de expresion deseados, asi como de la naturaleza de la célula anfitriona.

Como se ha indicado anteriormente, una vez que se ha construido el vector, éste puede introducirse en la célula
anfitriona de eleccion por métodos conocidos por los expertos en la técnica incluyendo, por ejemplo, transfeccion,
transformacion y electroporacion (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Vol. 1-3, ed. Sambrook
et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989))). La célula anfitriona se cultiva después en condiciones
adecuadas que permiten la expresion de la proteina deseada que a continuacion se recupera y purifica.

Los ejemplos de células anfitrionas procariodticas adecuadas incluyen, por ejemplo, bacterias tales como Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Actinomycetes tales como Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans, asi como
cianobacterias tales como Espirulina spp. (es decir, algas verde-azuladas). Los ejemplos de células anfitrionas
eucaridticas adecuadas incluyen, por ejemplo, células de mamifero, células vegetales, células de levadura tales
como Saccharomyces spp., Lipomyces spp., Candida spp. tales como Yarrowia (Candida) spp., Kluyveromyces spp.,
Pichia spp., Trichoderma spp. o Hansenula spp., o células fungicas tales como células fungicas filamentosas, por
ejemplo, Aspergillus, Neurospora y Penicillium. Preferiblemente, se utilizan células de Saccharomyces cerevisiae
(levadura panadera).

La expresion en una célula anfitriona puede lograrse de una manera transitoria o estable. La expresion transitoria
puede ocurrir a partir de constructos introducidos que contienen sefales de expresion funcionales en la célula
anfitriona, pero cuyos constructos no se replican y rara vez se integran en la célula anfitriona, o cuando la célula
anfitriona no es proliferante. La expresion transitoria también puede lograrse induciendo la actividad de un promotor
regulable conectado operativamente al gen de interés, aunque dichos sistemas inducibles exhiben con frecuencia un
bajo nivel basal de expresion. La expresion estable puede conseguirse mediante la introduccion de un constructo
que puede integrarse en el genoma del anfitrion o que se replica de forma auténoma en la célula anfitriona. La
expresion estable del gen de interés puede seleccionarse mediante el uso de un marcador seleccionable situado
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sobre o transfectado con el constructo de expresion, seguido por la seleccion de las células que expresan el
marcador. Cuando la expresion estable resulta de la integracion, el sitio de la integracion del constructo puede
ocurrir aleatoriamente dentro del genoma del anfitriéon o puede ser dirigido a través del uso de constructos que
contienen regiones de homologia con el genoma anfitrién suficientes para dirigir la recombinaciéon con el locus
anfitrién. Cuando los constructos estan dirigidos a un locus endégeno, todas o algunas de las regiones reguladoras
de la transcripcion y la traduccion pueden ser proporcionadas por el locus endégeno.

También se puede usar un mamifero transgénico no humano para expresar la proteina de interés codificada por una
o0 ambas de las secuencias de acido nucleico descritas anteriormente. Mas especificamente, una vez que se ha
creado el constructo anteriormente descrito, éste puede insertarse en el pronicleo de un embrién no humano. El
embrién no humano puede ser implantado a continuaciéon en una hembra receptora. Alternativamente, también se
podria utilizar un método de transferencia nuclear (Schnieke et al., Science (1997) 278:2130-2133). Se permite
después que se produzcan la gestacion y el nacimiento (véase, p.gj., la Patente de Estados Unidos Num. 5.750.176
y la Patente de Estados Unidos Num. 5.700.671) y la leche, tejidos u otras muestras de fluidos de la descendencia
deben contener la proteina de interés. El mamifero utilizado como anfitrion puede seleccionarse del grupo que
consiste, por ejemplo, en un ratén, una rata, un conejo, un cerdo, una cabra, una oveja, un caballo y una vaca. Sin
embargo, se puede usar cualquier mamifero siempre que tenga la capacidad de incorporar ADN que codifique la
proteina de interés a su genoma.

En vista de lo anterior, la presente descripcion también abarca un método para producir una o mas de las proteinas
descritas anteriormente que comprende las etapas de: 1) aislar la secuencia o secuencias de acido nucleico
deseadas del gen que codifica la proteina o proteinas, (es decir, SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO: 4); 2) construir un
vector que comprende dicha secuencia o secuencias de acido nucleico; y 3) introducir dicho vector en una célula
anfitriona durante un tiempo y condiciones suficientes para la produccion de la proteina o proteinas.

Usos de los genes y de las proteinas codificadas por los mismos

Como se ha indicado anteriormente, las secuencias (o genes) de acido nucleico aisladas y las proteinas (o
polipéptidos purificados) correspondientes codificados por las mismas tienen muchos usos beneficiosos. Las
dificultades de los ensayos existentes para la deteccion de anticuerpos frente a las cuatro especies de Plasmodium
se han descrito con detalle en lo que antecede. Por lo tanto, hubo una necesidad significativa de descubrir antigenos
en relacién con las cuatro especies que podrian ser utilizados en inmunoensayos que podrian detectar con precision
la presencia de tales anticuerpos en suero o plasma positivos, eliminando asi el problema de las pruebas de falsos
negativos. La presente invencién proporciona tales inmunoensayos necesarios y, en particular, utilizando
combinaciones de antigenos que detectan con precision la presencia de anticuerpos para las cuatro especies de
Plasmodium en sueros humanos.

Los usos mencionados anteriormente se describen, en detalle, como sigue:
Inmunoensayos

Existen dos tipos basicos de ensayos, competitivos y no competitivos (p.ej., inmunométricos y sandwich,
respectivamente). En ambos ensayos, los reactivos de anticuerpos o antigenos estan anclados de forma covalente o
no covalente a la fase sdlida. (Véase The Immunoassay Handbook, 22 Edicion, editado por David Wild, Nature
Publishing Group, Londres 2001). Los agentes conectores para el anclaje covalente son conocidos y pueden formar
parte de la fase solida o derivatizarse con ella antes del recubrimiento. Algunos ejemplos de las fases solidas
utilizadas en los inmunoensayos son materiales porosos y no porosos, particulas de latex, particulas magnéticas,
microparticulas, tiras, esferas, membranas, pocillos de microtitulacion y tubos de plastico. La eleccién del material de
la fase sdlida y el método de marcaje del reactivo de antigeno o anticuerpo se determinan en base a las
caracteristicas de rendimiento del formato de ensayo deseado. Para algunos inmunoensayos, no se requiere
ninguna marca. Por ejemplo, si el antigeno esta en una particula detectable tal como un glébulo rojo, puede
establecerse reactividad basandose en la aglutinacion. Alternativamente, una reaccion antigeno-anticuerpo puede
dar como resultado un cambio visible (p.ej., inmunodifusién radial). En la mayoria de los casos, uno de los reactivos
de anticuerpo o antigeno utilizados en un inmunoensayo esta anclado a un compuesto generador de sefial o
"marca". Este compuesto generador de sefial o "marca" es en si mismo detectable o puede hacerse reaccionar con
uno o mas compuestos adicionales para generar un producto detectable (véase también la Patente de Estados
Unidos Num. 6.395.472 B1). Algunos ejemplos de tales compuestos generadores de sefiales incluyen cromogenos,
radioisétopos (p.ej., 1251, 1311, 32P, 3H, 35S y 14C), compuestos fluorescentes (p.ej., fluoresceina, rodamina),
compuestos quimioluminiscentes, particulas (visibles o fluorescentes), acidos nucleicos, agentes complejantes o
catalizadores tales como enzimas (p.ej., fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, peroxidasa de rabano picante, beta-
galactosidasa y ribonucleasa). En el caso del uso enzimatico, la adicién de sustrato cromo-, fluoro- o lumogénico da
como resultado la generacion de una sefal detectable. También son Utiles otros sistemas de deteccion tales como
fluorescencia resuelta en el tiempo, fluorescencia de reflexiéon interna, amplificacion (p.ej., reacciéon en cadena de la
polimerasa) y espectroscopia Raman.
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Existen dos formatos generales cominmente utilizados para verificar el titulo y el tipo de anticuerpo especifico en
seres humanos: (1) el antigeno se presenta en una fase solida, como se ha descrito anteriormente, se permite que el
fluido biolégico humano que contiene los anticuerpos especificos reacciona con el antigeno y a continuacion se
detecta el anticuerpo unido al antigeno con un anti-anticuerpo humano acoplado a un compuesto generador de sefial
y (2) un anti-anticuerpo humano se une a la fase sélida, se permite que el anticuerpo unido que contiene anticuerpos
especificos de un fluido biolégico humano reaccione con el anticuerpo unido, y a continuacién se afade el antigeno
anclado a un compuesto generador de sefial para detectar el anticuerpo especifico presente en la muestra de fluido.
En ambos formatos, el reactivo de anti-anticuerpo humano puede reconocer todas las clases de anticuerpos, o
alternativamente, ser especifico para una clase o subclase concretas de anticuerpo, dependiendo del propésito del
ensayo. El formato de ensayo de la presente invencion esta abarcado por el formato general (1) anterior.

Por supuesto, cualquiera de los formatos ilustrativos de la presente invencion y cualquier ensayo o kit de acuerdo
con la invencion pueden adaptarse o optimizarse para su uso en sistemas automatizados y semi-automatizados
(incluyendo aquellos en los que existe una fase sélida que comprende una microparticula), como los descritos, p.gj.
en las Patentes de Estados Unidos Num. 5.089.424 y 5.006.309, y, p.€j., comercializados por Abbott Laboratories
(Abbott Park, IL) incluyendo, pero sin limitarse a las plataformas ARCHITECT®, AxSYM, IMX, PRISM y Quantum Il
de Abbott, asi como otras plataformas.

Ademas, los ensayos y kits de la presente invencion opcionalmente pueden adaptarse o optimizarse para los
sistemas de ensayo de los lugares de atencion, incluyendo el sistema de inmunoensayo electroquimico Abbott's
Point of Care (i-STAT™). Se describen inmunoensores y métodos para fabricarlos y hacerlos funcionar en
dispositivos de ensayo de un solo uso, por ejemplo en la Patente de Estados Unidos Num. 5.063.081 y en las
Solicitudes de Patente de los Estados Unidos publicadas Num. 20030170881, 20040018577, 20050054078, y
20060160164.

En los siguientes ejemplos, el método de la presente invencion se ilustra mediante los cuatro ensayos de
anticuerpos de Plasmodium en los Ejemplos 8, 12 y 14. Otros ensayos en los ejemplos no son métodos de la
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Identificacion de muestras clinicas infectadas con P. malariae y P. ovale

El ADN se extrajo de 82 muestras de sangre completa (200 yl cada una) obtenidas de una regién endémica de
malaria (Camerun) utilizando el QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto
adjunto. Con posterioridad, se utilizé el método de Mangold et. al. (J. Clin. Micro., 43, pag. 2435-2440, 2005, descrito
mas adelante) para detectar la presencia de ADN de Plasmodium, y cuando se detectd, para realizar una
determinacion de especie.

La PCR se realizé en cada una de las muestras de Camerun extraidas utilizando un par de cebadores disefiados
para amplificar una porcion corta del gen de ARNr 18S de cualquiera de las cuatro especies de Plasmodium
infecciosas en seres humanos (P. falciparum, P.vivax, P. malariae y P. ovale). Las PCR se realizaron en un volumen
final de 25 pl que contenia 1 x SYBR Green | Master (Roche, Indianapolis, Indiana), 0,5 uM de cada uno de los dos
cebadores PL1473F18 (SEQ ID NO: 7) y PL1679R18 (SEQ ID NO: 8) y ADN extraido del equivalente de 1 pl de
sangre completa. Las condiciones de ciclo térmico para la amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 9
minutos), 40 ciclos (94°C durante 20 segundos, 50°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos) y 1 ciclo
(72°C durante 5 minutos). Para la comparacion, se realizaron cuatro PCR de control, conteniendo cada una 10°
copias de plasmido del gen de ARNr 18S clonado (disponible en la Coleccion de Cultivos Tipo Americana,
Manassas, VA) de una de las cuatro especies de Plasmodium infecciosas en seres humanos.

Se sometio a electroforesis una porcion (5 pl) de cada reaccion sobre un gel de agarosa al 1,0% con bromuro de
etidio en TAE al para detectar la presencia del amplicon de ADNr 18S. De las 82 muestras analizadas, se
seleccionaron 30 para un analisis adicional basandose en la presencia de un amplicén del tamafio pronosticado
(~200 pares de bases). Se realizé un analisis de la curva de fusidon sobre el resto (20 pl) de las 30 PCR
seleccionadas tal como se ha descrito (Mangold et. Al., J. Clin. Micro., 43, pag. 2435-2440, 2005) y la Tm para cada
amplicon se comparé con las de los cuatro amplicones de control, cada uno de los cuales tiene una Tm
caracteristica. Basandose en estos resultados, se identificaron tres muestras potenciales infectadas con P. malariae
y cuatro muestras potenciales infectadas con P. Ovale. Las tres muestras que contenian P. malariae (NUm. 0014,
Num. 609-39, Num. 240-16) y las dos de P. ovale (NUm. 684-22, Nim. 1045-36) parecian estar co-infectados con P.
falciparum, mientras que las otras dos muestras de P. ovale (NUm. 283-4, Num. 510-10) parecian ser infecciones
Unicas. Todas las demas muestras parecian estar infectadas individualmente con P. falciparum.
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Se generaron mas amplicones de ADNr 18S como se describié anteriormente, y los amplicones se purificaron con
posterioridad utilizando el Gene Clean Spin Kit (MP Biochemicals, Solon, Ohio) de acuerdo con el folleto adjunto. Se
determiné la secuencia de los amplicones de ADNr 18S para las dos muestras con P. ovale Gnicamente (Num. 283-
4, Num. 510-10), y para uno de las muestras co-infectadas con P. malariaelP. falciparum (Nim. 0014). El analisis
blast vs. Genbank demostré 100% de homologia de los supuestos amplicones de P. ovale con las secuencias de
ADNr de P. ovale en la base de datos, lo que confirma la presencia de ADN de P. ovale en estas dos muestras. La
secuencia de la muestra co-infectada con 0014 fue altamente homadloga a P. falciparum. Sin embargo, a partir de los
cromatogramas de secuenciacion, resultaba evidente que también estaba presente una segunda secuencia
subyacente. Este no fue el caso para las dos secuencias de P. ovale, que no tenia ninguna indicaciéon de la
presencia de una secuencia secundaria. La confirmacion de la presencia de ADN de P. malariae en la muestra co-
infectada 0014 se describe en el Ejemplo 2.

Ejemplo 2
Amplificacion y secuenciacion del gen MSP1 de P. malariae
Region 5' de PmMSP1

Esta seccion describe el enfoque utilizado para obtener la secuencia desde cerca del extremo 5' del gen MSP1 de P.
malariae. Se ha publicado un corto tramo de secuencia situado cerca del extremo 5' del gen MSP1 de P. malariae
(Fandeur et. Al., Parasitology, 120, pag. 11-21, 2000) y se pueden encontrar en la base de datos Genbank (NUm. de
acceso AF138881). Los cebadores degenerados As1 (SEQ ID NO: 9) y As2 (SEQ ID NO: 10) disefiados para
amplificar una regién de aproximadamente 387 pares de bases del extremo 5' del gen MSP1 de multiples especies
de Plasmodium han sido descritos, junto con un par de cebadores especificos de P. malariae anidados PmMSP1 -
F1 (SEQ ID NO: 11) y PmMSP1-R1 (SEQ ID No: 12) (Fandeur et. Al., Parasitology, 120, pag. 11-21, 2000). Las
secuencias de cebadores As1 (SEQ ID NO: 9) y PmMSP1-F1 (SEQ ID NO: 11) utilizadas en la presente memoria
son ligeramente diferentes de las referidas por Fandeur et al.

Se realizé la amplificacion mediante PCR anidada utilizando los cebadores degenerados y especificos de P.
malariae en las tres muestras extraidas que se habia identificado previamente que posiblemente contenian ADN de
P. malariae (NUm. 0014, Num. 609-39, Num. 240-16, véase el Ejemplo 1) de la siguiente manera. La PCR de la
primera ronda se realizé en un volumen final de 20 pl conteniendo 1 x SYBR Green | Master (Roche, Indianapolis,
Indiana), 1,0 uM de cada uno de los dos cebadores As1 (SEQ ID NO: 9) y As2 (SEQ ID NO: 10) y ADN extraido del
equivalente de 1 pl de sangre completa (véase el Ejemplo 1). Las condiciones de ciclo térmico para la amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 5 minutos), 3 ciclos (94°C durante 30 segundos, 45°C durante 30
segundos, 72°C durante 1 minuto), 35 ciclos (94°C durante 10 segundos, 54°C durante 1,5 minutos, 72°C durante 2
minutos) y 1 ciclo (72°C durante 3 minutos). Basandose en las secuencias de MSP1 en Genbank, el tamafio de
amplicon pronosticado generado por los cebadores As oscila entre 326 pares de bases y 536 pares de bases
dependiendo de las especies de Plasmodium.

La PCR de la segunda ronda se realizé en un volumen final de 20 ul que contenia 1 x SYBR Green | Master (Roche,
Indianapolis, Indiana), 1,0 yM de cada uno de los dos cebadores PmMSP1-F1 (SEQ ID NO: 11) y PmMSP1-R1
(SEQ ID NO: 12) y 1 pl de la primera ronda de PCR (véase mas arriba). Las condiciones de ciclo térmico para la
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 5 minutos), 20 ciclos (94°C durante 1 minuto, 55°C durante
1,5 minutos, 72°C durante 2 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 3 minutos). Basandose en las secuencias de MSP1 en
Genbank para P. malariae, o la especie altamente relacionada P. brasilianum, el tamafio de amplicon pronosticado
generado por los cebadores PmMSP1 es de 237 pares de bases o 261 pares de bases dependiendo de la
presencia o ausencia de una secuencia de inserto de 24 pares de bases.

Se sometio a electroforesis una porcion (5 ul) de cada primera ronda y cada PCR de segunda ronda en un gel de
agarosa al 1% con bromuro de etidio en TAE para detectar la presencia de amplicones. Una de las muestras de P.
malariae (Nim. 0014) dio como resultado un amplicén del tamafio pronosticado después de la primera ronda de
PCR. Después de la PCR de segunda ronda, las tres muestras de P. malaria contenian un amplicon del tamafio
correcto. Se sometieron a electroforesis los fragmentos del volumen restante (14 pl) de las tres PCR de segunda
ronda y a continuacion se escindieron de un gel de agarosa y el ADN se extrajo de la agarosa utilizando QIAEX Il
Agarose Gel Extraction Kit QIAEX Il (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Se obtuvieron secuencias de ADN de los tres amplicones purificados en gel, utilizando PmMSP1-F1 (SEQ ID NO:
11) y PmMSP1-R1 (SEQ ID NO: 12) como cebadores y se compararon con secuencias en la base de datos
Genbank mediante andlisis blast. Los tres presentaron alta homologia (>98%) con secuencias de ADN de P.
malariae y P. brasilianum situadas en el extremo 5' del gen MSP1, confirmando la presencia de ADN de P. malariae
en estas tres muestras.

Regién 3' de PmMSP1
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Esta seccion describe el enfoque utilizado para obtener la secuencia desde cerca del extremo 3' del gen MSP1 de P.
malariae. Las secuencias de nucledtidos cerca del extremo 3' del marco de lectura abierto de MSP1 se recogieron
de la base de datos Genbank para todas las especies de Plasmodium disponibles (14 especies en total). La
secuencia de P. malariae no esta disponible en esta region. Las secuencias se alinearon y se disefiaron cebadores
inversos degenerados, dirigidos a la region mas conservada. Se utilizaron estos cebadores MSP1-R1 (SEQ ID NO:
13) y MSP1-R2 (SEQ ID NO: 14) junto con los cebadores directos PmMSP1-F1 (SEQ ID NO: 11) y PmMSP1- F2
(SEQ ID NO: 15) especificos de P. malariae para amplificar mediante PCR el gen de MSP1 de P. malariae casi
completo.

Las PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl que contenia 1 x LA PCR Buffer Il (mas Mg®*) 0,4 mM de cada
dNTP, 1 unidad de LA Taq HS por PCR (Takara, Otsu, Shiga, Japén), ADN extraido del equivalente de 1 pl de
sangre completa (véase el Ejemplo 1) de la muestra infectada con P. malariae Nim. 0014 y 1,0 uM de cada cebador
directo [PmMSP1-F1 (SEQ ID NO: 11) o PmMSP1-F2 (SEQ ID NO: 15)] y el cebador inverso [MSP1-R1 (SEQ ID
NO: 13) o MSP1-R2 (SEQ ID NO: 14)]. Se llevaron a cabo PCR que contenian las cuatro combinaciones posibles de
cebadores directos e inversos. Las condiciones de ciclo térmico para la amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo
(94°C durante 1 minuto), 3 ciclos (94°C durante 30 segundos, 45°C durante 1 minuto, 72°C durante 5 minutos), 35
ciclos (94°C durante 30 segundos, 54°C durante 1,5 minutos, 72°C durante 5 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 5
minutos). Basandose en las secuencias de MSP1 en Genbank, el tamafio de amplicon pronostivado es de
aproximadamente 5000 pares de bases.

Una porcién (5 pl) de cada PCR se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 8% con bromuro de etidio en
TAE para detectar la presencia de amplicones. Dos de las combinaciones de cebadores (es decir, PmMSP1-
F1/MSP1-R2 y PmMSP1-F2/MSP1-R2) generaron un amplicon menor del tamafio pronosticado. El amplicén de 5000
pares de bases del volumen restante (14 pl) de la PCR de PmMSP1-F1/MSP1-R2 se sometié a electroforesis y a
continuacion se escindié de un gel de agarosa, y el ADN se extrajo de la agarosa utilizando el QIAEX |l Agarose Gel
Extraction Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

La secuencia de un extremo del amplicon purificado de 5000 pares de bases se obtuvo utilizando MSP1-R2 (SEQ ID
NO: 14) como cebador. La secuencia contenia un Unico marco de lectura abierto largo, y la secuencia de
aminoacidos deducida se comparé con la de la base de datos Genbank mediante analisis BLAST. Se obtuvieron
concordancias altamente significativas con las secuencias de aminoacidos de la regién C-terminal de MSP1 de
multiples especies de Plasmodium, ninguna de las cuales mostré mas del 50% de identidad con la secuencia de
aminoacidos deducida de la muestra Num. 0014. Esto indica que se obtuvo de una especie de Plasmodium para la
cual esta regién de la secuencia de MSP1 no se habia determinado previamente.

Extremo 3' de PmMSP1

La secuencia restante en el extremo 3' del gen PmMSP1, que se extendia a lo largo del codén de parada, se obtuvo
realizando un experimento de paseo cromosémico por PCR. El ADN extraido de la muestra infectada Num. 0014 de
P. malariae (26 pl equivalentes de sangre completa) se digiri6 en una reaccion de 30 pl durante 1 h. a 37°C en
presencia de 50 unidades de la enzima de restriccion Dpnll y 1 x Dpnll Buffer (New England Biolabs, Beverly,
Massachusetts). Los productos de digestion se purificaron utilizando el QBiogene Geneclean Spin Kit (MP
Biochemicals, Solon, Ohio) de acuerdo con el folleto adjunto.

Se afadié todo el ADN digerido con Dpnll a una mezcla de reaccion de ligacion (30 ul) que contenia 1 x T4 DNA
Ligase Buffer (New England Biolabs, Beverly, Massachusetts) y 15 pM de cada uno de los oligonucleétidos
adaptadores S-Bam24 (SEQ ID NO: 16) y S-Bam12 (SEQ ID NO: 17). La mezcla de reaccion de ligacién se calenté
a 50°C y después se enfrio a 10°C durante un periodo de una hora para recolectar el adaptador S-Bam24/12 a los
extremos cortados de Dpnll y después se colocd sobre hielo. Se afiadio ADN ligasa T4 (400 unidades/ul) (New
England Biolabs, Beverly, Massachusetts) a la mezcla de ligacion recocida y la reaccion se incubd durante la noche
a 16°C. Los productos de ligacion se purificaron utilizando el QBiogene Geneclean Spin Kit (MP Biochemicals,
Solon, Ohio) de acuerdo con el folleto adjunto, y posteriormente se desnaturalizaron por calor.

La PCR para el paseo se realizdé en un volumen final de 20 yl que contenia 1 x SYBR Green | Master (Roche,
Indianapolis, Indiana), 0,2 yM de cada uno de los dos cebadores S-Bam24 (SEQ ID NO: 16) y PmMSP1-F3 ID NO:
18) y 1 yl de ADN desnaturalizado extraido de la reaccion de ligacién descrita anteriormente. Las condiciones de
ciclo térmico para la amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 4,5 minutos), 40 ciclos (94°C durante
30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto) y 1 ciclo (72°C durante 4 minutos).

La PCR para el paseo (20 ml) se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio en TAE
para detectar la presencia de amplicones. Se extrajo un amplicén de 500 pb del gel de agarosa, y se extrajo el ADN
de la agarosa utilizando el QBiogene Geneclean Kit (MP Biochemcials, Solon, Ohio) de acuerdo con el folleto
adjunto y posteriormente se desnaturalizé por calor.
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La PCR para el paseo se realizdé en un volumen final de 20 ul que contenia 1 x SYBR Green | Master (Roche,
Indianapolis, Indiana), 0,2 uM de cada uno de los dos cebadores S-Bam24 (SEQ ID NO: 16) y PmMSP1-F3 ID NO:
18) y 1 yl de ADN desnaturalizado extraido de la reaccion de ligacién descrita anteriormente. Las condiciones de
ciclo térmico para la amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 4,5 minutos), 40 ciclos (94°C durante
30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto) y 1 ciclo (72°C durante 4 minutos).

La PCR para el paseo (20 ul) se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio en TAE
para detectar la presencia de amplicones. Se extrajo un amplicén de 500 pb del gel de agarosa, y se extrajo el ADN
de la agarosa utilizando el QBiogene Geneclean Kit (MP Biochemcials, Solon, Ohio) de acuerdo con el folleto
adjunto.

La secuencia del amplicén purificado de 500 pares de bases se obtuvo utilizando S-Bam24 (SEQ ID NO: 16) y
PmMSP1-F3 (SEQ ID NO: 18) como cebadores. La secuencia se solapd con la de la region 3' previamente
determinada de PmMSP1 (descrita anteriormente), y contenia un marco de lectura abierto que terminaba con un
codén de parada. La secuencia de aminoacidos deducida se comparé con la de la base de datos Genbank mediante
analisis BLAST. Se obtuvieron emparejamientos altamente significativos para secuencias de aminoacidos del
extremo C-terminal de MSP1 de muiltiples especies de Plasmodium, lo que indicaba que se habia obtenido la
secuencia C-terminal completa de PmMSP1.

Extremo 5' de PmMSP1

La secuencia restante en el extremo 5' del gen PmMSP1, que se extendia a lo largo del codén de inicio, se obtuvo
mediante la realizaciéon de un experimento de paseo por PCR inversa. EI ADN extraido del equivalente de 20 pl de
sangre completa (véase el Ejemplo 1) de la muestra infectada Num. 0014 de P. malariae se digirié en una reaccion
de 100 pl durante 1 h. A 37°C en presencia de 20 unidades de la enzima de restriccion Apol y 1 x Apol Buffer (New
England Biolabs, Beverly, Massachusetts). Los productos de digestion se purificaron utilizando el QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Se afiadio todo el ADN digerido con Apol purificado a una mezcla de reaccion de autoligacion (500 pl) que contenia
1 x T4 DNA Ligase Buffer y 2000 unidades T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Beverly, Massachusetts). La
mezcla de reaccion de ligacion se incubd durante la noche a 14°C, y los productos de ligaciéon se purificaron
utilizando el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

La PCR inversa se realizé en un volumen final de 20 pl que contenia 1 x SYBR Green | Master (Roche, Indianapolis,
Indiana), 0,5 uM de cada uno de los dos cebadores PmMSP1-F7 (SEQ ID NO: 19) y PmMSP1-R8 ID NO: 20) y 2 pl
(~ 7%) de la reaccion de autoligacion purificada descrita anteriormente. Las condiciones de ciclo térmico para la
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 4,5 minutos), 40 ciclos (94°C durante 30 segundos, 55°C
durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto) y 1 ciclo (72°C durante 4 minutos).

La PCR inversa (15 pl) se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 8% con bromuro de etidio en TAE para
detectar la presencia de amplicones. Se extrajo un amplicén de 250 pb del gel de agarosa, y se extrajo el ADN de la
agarosa utilizando el kit QBiogene Geneclean (MP Biochemcials, Solon, Ohio) de acuerdo con el folleto adjunto.

La secuencia del amplicén purificado de 250 pares de bases se obtuvo utilizando como cebadores PmMSP1-F7
(SEQ ID NO: 19) y PmMSP1-R8 (SEQ ID NO: 20). La secuencia se solapé con la de la region de extremo 5'
previamente determinada de PmMSP1 (descrita anteriormente), y contenia un marco de lectura abierto que
comenzaba con un codén de inicio. La secuencia de aminoacidos deducida se comparé con la de la base de datos
Genbank por analisis blast. Se obtuvieron emparejamientos altamente significativos para secuencias de aminoacidos
del extremo N de MSP1 de muiltiples especies de Plasmodium, lo que indicaba que se habia determinado la
secuencia N-terminal completa de PmMSP1.

PmMSP1 completa

En esta seccion se describe el enfoque utilizado para obtener la secuencia del gen MSP1 de P. malariae.
Basandose en secuencias obtenidas a partir del extremo 3' del gen PmMSP1 (véase mas arriba), se disefiaron dos
nuevos cebadores inversos especificos de P. malariae. Estos cebadores, PmMSPI-R2 (SEQ ID NO: 21) y PmMSP1-
R3 (SEQ ID NO: 22) se usaron conjuntamente con los cebadores directos PmMSP1-F1 (SEQ ID NO: 11) y
PmMSP1-F2 (SEQ ID NO: 15) especificos de P. malariae para realizar una amplificacion por PCR anidada
especifica para el gen MSP1 casi completo de P. malariae.

La PCR de la primera ronda se realizo en un volumen final de 20 pl que contenia 1 x LA PCR Buffer Il (mas Mg**)
0,4 mM cada dNTP, 1 unidad de LA Taq HS por PCR (Takara, Otsu, Shiga, Japén), ADN extraido del equivalente de
1 ul de sangre completa (véase el Ejemplo 1) de la muestra Nim. 0014 infectada con P. malariae y 0,5 pM de cada
cebador directo [PmMSP1-F1 (SEQ ID NO: 11) o PmMSP1-F2 (SEQ ID NO: 15)] y el cebador inverso [PmMSP1-R2
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(SEQ ID NO: 21) o PmMMSP1-R3 (SEQ ID NO: 22)]. Se llevaron a cabo PCR que contenian las cuatro combinaciones
posibles de cebadores directos e inversos. Las condiciones de ciclo térmico para la amplificaciéon fueron las
siguientes: 1 ciclo (94°C durante 1 minuto), 35 ciclos (94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C
durante 5 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 5 minutos).

Las PCR de segunda ronda se realizaron como se ha descrito para la primera ronda, salvo que solo se utilizaron
combinaciones de cebadores totalmente anidados o semi-anidados, y que el molde fue 1 yl de la PCR de primera
ronda.

Se sometio a electroforesis una porcion (5 pl) de todas las PCR de primera y segunda rondas en un gel de agarosa
al 8% con bromuro de etidio en TAE para detectar la presencia de amplicones. No se observaron amplicones
después de la primera ronda de PCR. Sin embargo, todas excepto una de las PCR de la segunda ronda generaron
amplicones de una sola banda del tamafio pronosticado. Los amplicones de 5000 pares de bases del volumen
restante (15 pl) de la PCR de segunda ronda se purificaron utilizando el QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Las PCR purificadas de 5000 pares de bases sirvieron como molde para varias rondas de secuenciacion utilizando
cebadores de secuenciacion directos e inversos de P. malariae especificos dirigidos a la porcion central desconocida
del gen PmMSP1. Después de cada ronda de secuenciacion, se disefiaron cebadores especificos de P. malariae
adicionales a partir de la secuencia recién adquirida para su uso en la siguiente ronda. Este procedimiento se
continud hasta que se obtuvo la secuencia a través del resto del gen PmMSP1. La secuencia resultante se combind
con secuencias de los extremos 5' y 3' (descritos anteriormente) para generar el gen PmMSP1 completo. Los
cebadores especificos de P. malariae adicionales utilizados para la secuenciacion son PmMSP1-F3 (SEQ ID NO:
18), PmMMSP1-F4 (SEQ ID NO: 23), PmMSP1-F5 (SEQ ID NO: 24), PmMMSP1-R4 (SEQ ID NO: 25) y PmMMSP1-R5
(SEQ ID NO: 26).

Ejemplo 3
Amplificacion y secuenciacion del gen MSP1 de P. ovale
Region 5' de POMSP1 (muestra 510-10)

Esta seccion describe el enfoque utilizado para obtener la secuencia desde cerca del extremo 5' del gen MSP1 de P.
ovale. Los cebadores degenerados As1 (SEQ ID NO: 9) y As2 (SEQ ID NO: 10) disefiados para amplificar una
region de aproximadamente 387 pares de bases del extremo 5' del gen MSP1 de multiples especies de Plasmodium
se describieron en el Ejemplo 2.

Se realizé una primera ronda de amplificacion utilizando los cebadores As degenerados en dos de las muestras
extraidas (Num. 283-4 y Num. 510-10) que se habia identificado previamente que contenian ADN de P. ovale (véase
el Ejemplo 1) de la siguiente manera. Las PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl que contenia 1 x SYBR
Green | Master (Roche, Indianapolis, Indiana), 1,0 uM de cada uno de los dos cebadores As1 (SEQ ID NO: 9) y As2
(SEQ ID NO: 10) y ADN extraido del equivalente de 1 uyl de sangre completa (véase el Ejemplo 1). Las condiciones
de ciclo térmico para la amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 5 minutos), 3 ciclos (94°C durante
30 segundos, 45°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto), 35 ciclos (94°C durante 10 segundos, 54°C
durante 1,5 minutos, 72°C durante 2 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 3 minutos). Basandose en secuencias de
MSP1 en Genbank, el tamafio de amplicon pronosticado generado por los cebadores As oscila entre 326 pares de
bases a 536 pares de bases dependiendo de la especie de Plasmodium.

Una porcién (5 pl) de cada PCR se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio en
TAE para detectar la presencia de amplicones. Ambas PCR de P. ovale generaron un amplicon muy débil (~ 420 pb)
dentro del intervalo de tamarfio pronosticado. Este amplicon se purifico en gel para la muestra 510-10 y se
reamplific6 como se describié anteriormente, excepto que las condiciones de ciclacién térmica para la amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 5 minutos), 20 ciclos (94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1,5 minutos,
72°C durante 2 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 3 minutos). El producto de PCR reamplificado se purificé utilizando
el QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto del envase.

La secuencia de ADN del amplicon reamplificado se obtuvo utilizando As1 (SEQ ID NO: 9) y As2 (SEQ ID NO: 10)
como cebadores. La secuencia contenia un Unico marco de lectura abierto largo, y la secuencia de aminoacidos
deducida se comparé con la de la base de datos Genbank mediante analisis BLAST. Se obtuvieron
emparejamientos altamente significativos para secuencias de aminoacidos de la regidon N-terminal de MSP1 de
multiples especies de Plasmodium, ninguna de las cuales mostré mas del 45% de identidad con la secuencia de
aminoacidos deducida. Esto indica que se obtuvo de una especie de Plasmodium para la cual esta region de la
secuencia de MSP1 no se habia determinado previamente.
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Extremo 3' de PoMSP1

Esta seccion describe el enfoque utilizado para obtener la secuencia desde cerca del extremo 3' del gen MSP1 de P.
ovale. Un par de cebadores especificos de P. ovale se disefiaron basandose en la secuencia 5'-PoMSP1 obtenida
anteriormente. Los cebadores directos (SEQ ID NO: 27) y POMSP1-F2 (SEQ ID NO: 28) especificos de P. ovale se
utilizaron junto con los cebadores inversos degenerados MSP1-R1 (SEQ ID NO: 13) y MSP1-R2 (SEQ ID NO: 14)
desde el extremo 3' del gen MSP1 (descrito en el Ejemplo 2) para realizar la amplificacion anidada del gen MSP1 de
P. ovale casi completo. Basandose en las secuencias de MSP1 en Genbank, el tamafio de amplicén previsto es de
aproximadamente 5000 pares de bases.

La PCR de la primera ronda se realizo en un volumen final de 20 ul que contenia 1 x LA PCR Buffer Il (mas Mg**),
0,4 mM cada dNTP, 1 unidad de LA Taq HS por PCR (Takara, Otsu, Shiga, Japén), ADN extraido del equivalente de
1 pl de sangre completa (véase el Ejemplo 1) de la muestra Num. 510-10 infectada con P. ovale u 1,0 uM de cada
uno del cebador directo [PoMSP1-F1 (SEQ ID NO: 27) o PoMSP1-F2 (SEQ ID NO: 28)] y el cebador inverso [MSP1-
R1 (SEQ ID NO: 13) o MSP1-R2 (SEQ ID NO: 14)]. Se llevaron a cabo PCR que contenian las cuatro combinaciones
posibles de cebadores directos e inversos. Las condiciones de ciclo térmico para la amplificaciéon fueron las
siguientes: 1 ciclo (94°C durante 1 minuto), 3 ciclos (94°C durante 30 segundos, 45°C durante 1 minuto, 72°C
durante 5 minutos), 35 ciclos (94°C durante 30 segundos, 50°C durante 1,5 minutos, 72°C durante 5 minutos) y 1
ciclo (72°C durante 5 minutos).

Las PCR de segunda ronda se realizaron como se ha descrito para la primera ronda, excepto que Unicamente se
utilizaron combinaciones de cebadores totalmente anidados o semi-amidados se utilizaron, y que para el molde se
utilizaron 0,2 pl de la primera ronda de PCR.

Se sometio a electroforesis una porcion (5 pl) de todas las PCR de primera y segunda rondas en un gel de agarosa
al 8% con bromuro de etidio en TAE para detectar la presencia de amplicones. Ninguna de las PCR de la primera
ronda produjo amplicones del tamafio pronosticado. Sin embargo, una de las PCR de segunda ronda gener6 un
amplicon menor de aproximadamente 5000 pares de bases. Este producto resulté de una PCR de segunda ronda
completamente anidada utilizando los cebadores PoOMSP1-F2 (SEQ ID NO: 28) y MSP1-R2 (SEQ ID NO: 14) para
amplificar la PCR de primera ronda realizada con los cebadores PoMSP1-F1 (SEQ ID NO: 27) y MSP1-R1 (SEQ ID
NO: 13). El amplicon de 5000 pares de bases del volumen restante (15 pl) de la PCR completamente anidada se
sometié a electroforesis y a continuacion se escindié de un gel de agarosa, y el ADN se extrajo de la agarosa
utilizando el QIAEX |l Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

La secuencia del extremo 3' del amplicon purificado de 5000 pares de bases se obtuvo utilizando MSP1-R2 (SEQ ID
NO: 14) como cebador. La secuencia contenia un solo marco de lectura abierto largo, y la secuencia de aminoacidos
deducida se compar6 con la de la base de datos Genbank mediante analisis blast. Se obtuvieron emparejamientos
altamente significativos con las secuencias de aminoacidos de la region C-terminal de MSP1 de multiples especies
de Plasmodium, ninguna de las cuales mostré mas de 51% de identidad con la secuencia de aminoacidos deducida.
Esto indica que se obtuvo de una especie de Plasmodium para la cual esta region de la secuencia de MSP1 no se
habia determinado previamente.

Extremo 5' de POMSP1 (muestra 510 - 10)

La secuencia restante en el extremo 5' del gen POMSP1, que se extendia a lo largo del codon de inicio, se obtuvo
realizando un experimento de paseo por PCR inversa. El ADN extraido del equivalente de 20 ul de sangre completa
(véase el Ejemplo 1) de la muestra Num. 510-10 infectada con P. ovale se digiri6 en una reaccion de 100 pl durante
1 h. A 37°C en presencia de 20 unidades de la enzima de restriccion Apol y 1 x Apol Buffer (New England Biolabs,
Beverly, Massachusetts). Los productos de digestion se purificaron utilizando el QlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Se afiadio todo el ADN digerido con Apol purificado a una mezcla de reaccion de autoligacion (500 pl) que contenia
1 x T4 DNA Ligase Buffer y 2000 unidades T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Beverly, Massachusetts). La
mezcla de reaccion de ligacion se incubd durante la noche a 14°C, y los productos de ligaciéon se purificaron
utilizando el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Se utilizaron un par de cebadores directos [POMSP1-F1 (SEQ ID NO: 27) y PoMSP1-F2 (SEQ ID NO: 28)]
especificos de P. Ovale junto con los cebadores inversos especificos de P. ovale [PoMSP1-R3 (SEQ ID NO: 29) y
PoMSP1-R6 (SEQ ID NO: 30)] para realizar la PCR inversa anidada en el extremo 5' del gen MSP1 de P. ovale.

La primera ronda de PCR inversa se realizé en un volumen final de 20 ul que contenia 1 x SYBR Green | Master
(Roche, Indianapolis, Indiana), 0,5 uM de cada cebador directo [PoMSP1-F1 (SEQ ID NO: 27)] y el cebador inverso
[PoMSP1-R3 (SEQ ID NO: 29)] y 2 ul (~7%) de la reaccién de auto-ligacion purificada descrita anteriormente. Las
condiciones de ciclo térmico para la amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 4,5 minutos), 40 ciclos
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(94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto) y 1 ciclo (72°C durante 4 minutos).

La PCR de segunda ronda (35 ciclos) se realizé como se ha descrito para la primera ronda, excepto que se utilizd
una combinacion de cebadores completamente anidados [PoMSP1-F2 (SEQ ID NO: 28) y PoMSP1-R6 (SEQ ID NO:
30)], y que se utilizaron como molde 1,0 pl de la PCR de primera ronda.

Se sometio a electroforesis una porcion (15 ul) de la PCR inversa de la segunda ronda en un gel de agarosa al 1%
con bromuro de etidio en TAE para detectar la presencia de amplicones. Se extrajo un amplicon de 250 pb del gel de
agarosa, y se extrajo el ADN de la agarosa utilizando el QBiogene Geneclean Kit (MP Biochemcials, Solon, Ohio) de
acuerdo con el folleto adjunto.

La secuencia del amplicon purificado de 250 pares de bases se obtuvo utilizando PoMSP1-F2 (SEQ ID NO: 28) y
PoMSP1-R6 (SEQ ID NO: 30) como cebadores. La secuencia se solap6 con la de la region del extremo 5'
previamente determinada de PoMSP1 (descrita anteriormente), y contenia un marco de lectura abierto que
comenzaba con un codén de inicio. La secuencia de aminoacidos deducida se comparé con la de la base de datos
Genbank por analisis blast. Se obtuvieron emparejamientos altamente significativos para secuencias de aminoacidos
del extremo N de MSP1 de multiples especies de Plasmodium, los que indicaba que se habia determinado la
secuencia N-terminal completa de POMSP1.

Extremo 3' de POMSP1 (muestra 510 - 10)

La secuencia restante en el extremo 3' del gen PoMSP1, que se extiende a lo largo del codon de inicio, se obtuvo
mediante la realizacion de un experimento de paseo por PCR inversa. La digestion, la ligacion y la purificacion del
molde se realizé como se ha descrito para el experimento de PCR inversa en el extremo 5' de POMSP1 (véase mas
arriba).

Se utilizé un cebador directo especifico de P. ovale [PoMSP1-F8 (SEQ ID NO: 31)] junto con los cebadores inversos
especificos de P. ovale [PoMSP1-R1 (SEQ ID NO: 32) y PoMSP1-R2 (SEQ ID NO: 33)] para realizar la PCR inversa
semi-anidada en el extremo 3' del gen MSP1 de P. ovale.

La grimera ronda de PCR inversa se realizé en un volumen final de 20 ul que contenia 1 x LA PCR Buffer Il (mas
Mg +), 0,4 mM cada dNTP, 1 unidad de LA Taq HS (Takara, Otsu, Shiga, Japén), 0,5 pM de cada uno de los
cebadores directos [PoMSP1-F8 (SEQ ID NO: 31)] y el cebador inverso [PoMSP1-R1 (SEQ ID NO: 32)] y 2 pl (~ 7%)
de la reaccion de autoligacion purificada descrita anteriormente. Las condiciones de ciclo térmico para la
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C durante 1,0 minutos), 40 ciclos (94°C durante 30 segundos, 55°C
durante 30 segundos, 72°C durante 5 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 5 minutos).

La PCR de segunda ronda (35 ciclos) se realizé como se ha descrito para la primera ronda, excepto que se utilizd
una combinacion de cebadores semi-anidados [PoMSP1-F8 (SEQ ID NO: 31) y PoMSP1-R2 (SEQ ID NO: 33)] y que
se utilizaron como molde 1,0 pl de la primera ronda de PCR.

Una porcion (15 pl) de la PCR inversa de la segunda ronda se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1%
con bromuro de etidio en TAE para detectar la presencia de amplicones. Se escindié un amplicén de 800 pares de
bases del gel de agarosa y se extrajo el ADN de la agarosa utilizando el Geneclean QBiogene Kit (MP Biochemcials,
Solon, Ohio) de acuerdo con el folleto adjunto.

El producto purificado de 800 pares de bases se clono en el vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, Wisconsin) de
acuerdo con el folleto adjunto y los transformantes que contenian el amplicon clonado se obtuvieron en células
XL10-Gold Untracompetent (Stratagene, La Jolla, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

La secuencia del amplicon clonado de 800 pares de bases se obtuvo utilizando los cebadores vectoriales pGEM T7
y pGEM SP6 (Promega, Wisconsin). La secuencia se solapaba con la de la region de extremo 3' de PoMSP1
(descrita anteriormente) previamente determinada, y contenia un marco de lectura abierto que terminaba con un
codoén de parada. La secuencia de aminoacidos deducida se comparé con la de la base de datos Genbank mediante
analisis blast. Se obtuvieron emparejamientos altamente significativos para secuencias de aminoacidos del extremo
C-terminal de MSP1 de muiltiples especies de Plasmodium, lo que indicaba que se habia determinado la secuencia
C-terminal completa de POMSP1.

PoMSP1 completa (muestra 510-10)

En esta seccién se describe el método utilizado para obtener la secuencia restante del gen MSP1 de P. ovale.
Basandose en secuencias obtenidas a partir del extremo 3' del gen POMSP1 (véase mas arriba), se disefiaron dos
nuevos cebadores inversos especificos de P. ovale. Estos cebadores, POMSP1-R1 (SEQ ID NO: 32) y POMSP1-R2
(SEQ ID NO: 33) se usaron junto con los cebadores directos PoMSP1-F1 (SEQ ID NO: 27) y PoMSP1-F2 (SEQ ID
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NO: 28) especificos de P. ovale para realizar una amplificaciéon por PCR especifica para el gen POMSP1 casi
completo.

Las PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl que contenia 1 x LA PCR Buffer Il (mas Mg®*), 0,4 mM de cada
dNTP, 1 unidad de LA Taq HS por PCR (Takara, Otsu, Shiga, Japén), ADN extraido del equivalente de 1 pl de
sangre completa (véase el Ejemplo 1) de la muestra NUum. 510 -10 infectada con P. ovale y 0,5 uM de cada uno del
cebador directo [PoMSP1-F1 (SEQ ID NO: 27) o PoMSP1-F2 (SEQ ID NO: 28)] y el cebador inverso [PoMSP1-R1
(SEQ ID NO: 32) o PoMSP1-R2 (SEQ ID NO: 33)]. Se llevaron a cabo PCR que contenian las cuatro combinaciones
posibles de cebadores directos e inversos. Las condiciones de ciclo térmico para la amplificaciéon fueron las
siguientes: 1 ciclo (94°C durante 1 minuto), 35 ciclos (94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C
durante 5 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 5 minutos).

Una parte (15 yl) de todas las PCR se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio en
TAE para detectar la presencia de amplicones. Todas las PCR generaron amplicones de una sola banda del tamafio
pronosticado. Los amplicones de 5000 pares de bases se extrajeron a continuacion del gel de agarosa y el ADN se
extrajo de la agarosa utilizando el QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con
el folleto adjunto.

Los amplicones de 5000 pares de bases purificados en gel sirvieron como molde para varias rondas de
secuenciacion utilizando cebadores de secuenciacion directos e inversos especificos de P. ovale dirigidos a la
porcién central desconocida del gen PoOMSP1. Después de cada ronda de secuenciacion, Se disefiaron cebadores
especificos de P. ovale adicionales a partir de la secuencia recién adquirida para utilizarlos en la siguiente ronda.
Este procedimiento se continué hasta que se obtuvo la secuencia a través del resto del gen POMSP1. La secuencia
resultante se combiné con secuencias de los extremos 5'y 3' (descritos anteriormente) para generar el gen POMSP1
completo. Los cebadores especificos de P. ovale adicionales utilizados para la secuenciacién son PoMSP1-F3 (SEQ
ID NO: 34), PoMSP1-F4 (SEQ ID NO: 35), PoMSP1-F5 (SEQ ID NO: 36), PoMSP1-F6 (SEQ ID NO: 37), POMSP1-
F7 (SEQ ID NO: 38), PoMSP1-R4 (SEQ ID NO: 39) y PoMSP1-R5 (SEQ ID NO: 40).

Ejemplo 4
Disefio, clonacioén y expresion del gen MSP1p19
Disefio de genes MSP1-p19

Esta seccion describe el disefio de los genes sintéticos MSP1-p19, que codifican la porcion p19 del extremo C-
terminal de la proteina MSP1, de P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale, que se optimizan para su expresion
en E coli. Se utilizé soporte légico Gene Designer de DNA 2.0, Inc. (Menlo Park, California) para disefar las
secuencias de genes enunciadas a continuacién. Las proteinas p19 codificadas para los constructos de P.
falciparum y P. vivax son idénticas a los numeros de acceso de Genbank P19598 y AAN86211 respectivamente,
mientras que las proteinas p19 codificadas para los constructos de P. malariae y P. ovale se obtienen de las
secuencias deducidas presentadas en esta patente. Las secuencias de nucledtidos para la optimizaciéon de los
genes MSP1-p19 de P. Falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale se presentan en los SEQ ID NO: 41, 42, 43 y 44
respectivamente, y las secuencias de aminoacidos codificadas para las proteinas MSP1-p19 de P. falciparum, P.
vivax, P. malariae y P. ovale se presentan en los SEQ ID NO: 45, 46, 47 y 48, respectivamente. Cada gen contiene
un sitio 5'-EcoRlI seguido por un codoén de inicio, el cuerpo del gen que codifica la secuencia de aminoacidos de p19,
una secuencia que codifica una etiqueta de 6-histidina, un codén de parada y un sitio BamHI. Los sitios para las
enzimas de restriccion se usaron para la clonacion en vectores de expresion y se incluyé el marcador de 6-histidina
para facilitar la subsiguiente purificacion de la proteina expresada. Los nueve residuos de aminoacidos C-terminales
codificados en el extremo de la porcién MSP1-p19 de los constructos de P. malariae y P. ovale, antes de la etiqueta
de 6-histidina, se disefiaron para emparejarse con la secuencia consenso derivada del alineamiento de este
segmento altamente conservado de MSP1-p19 de otras 14 especies de Plasmodium. Las proteinas de P. malariae y
P. ovale codificadas por las secuencias disefiadas (SEQ ID NO: 47 y 48, respectivamente) dentro de este tramo de
nueve aminodacidos difieren en una sola posicion frente a las secuencias deducidas de los genes nativos de P.
malariae y P. ovale (SEQ ID NO: 1y 3, respectivamente), los cuales codifican Gly (nativo) en lugar de Ser (disefiado)
inmediatamente después del ultimo residuo de Cys.

Preparacion de genes sintéticos MSP1-p19 de P. falciparum y P. vivax

Los oligonucledtidos que codificaban las porciones adyacentes de la proteina MSP1-p19 de P. falciparum o de P.
vivax, y que contenian extremos solapantes complementarios, se ensamblaron y los productos ensamblados
resultantes se modificaron adicionalmente en un procedimiento de PCR de dos etapas. En la primera etapa de
modificacion por PCR, se introdujo el sitio de clonacién 5' (EcoRI) y una secuencia que codificaba una porcion de la
etiqueta de histidina C-terminal en los extremos 5' y 3' respectivamente de los genes ensamblados. En la segunda
etapa de modificaciéon por PCR, se incorpor6 el resto de la secuencia que codifica la etiqueta de histidina, seguido
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por un codén de parada y el sitio de clonacion 3' (BamHl).

Las reacciones de ensamblaje (25 pl) contenian 1 x Amplitaq Gold Buffer, 2 mM de MgCl,, 1,25 unidades de ADN
polimerasa Amplitaq Gold (Roche, Branchburg, New Jersy), 0,25 mM cada dNTP (New England Biolabs, Beverly,
Massachusetts) y 0,4 uM de cada uno de los cuatro oligonucleétidos (Oligos Etc., Inc., Wilsonville, Oregon) utilizado
para formar el gen para P. falciparum [MSP1 (SEQ ID NO: 49), MSP2 (SEQ ID NO: 50), MSP3 (SEQ ID NO: 51) y
MSP4 (SEQ ID NO: 52)] o para P. vivax [MSP5 (SEQ ID NO: 53), MSP6 (SEQ ID NO: 54), MSP7 (SEQ ID NO: 55) y
MSP8 (SEQ ID NO: 56)]. Las condiciones de ciclo térmico para el ensamblaje fueron las siguientes: 1 ciclo (95°C
durante 9 minutos), 10 ciclos (94°C durante 20 segundos, 50°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos) y
1 ciclo (72°C durante 5 minutos).

La primera mezcla de modificacion por PCR (50 ul) contenia 1 x Amplitaq Gold Buffer, 2 mM de MgCl,, 5 unidades
de ADN polimerasa Amplitag Gold (Branchburg, New Jersy), 0,25 mM de cada dNTP (New England Biolabs, Beverly,
Massachusetts), 5 pl (20%) de la reaccién de ensamblaje (véase mas arriba) y 0,5 yM de cada cebador de PCR
(Oligos Etc., Inc., Wilsonville, Oregon) [P. Falciparum = fMSP1-F1 (SEQ ID NO: 57) y fMSP1-R1 (SEQ ID NO: 58)] o
[P. Vivax = VMSP1-F1 (SEQ ID NO: 59) y vMSP1-R1 (SEQ ID NO: 60)]. Las condiciones de ciclo térmico fueron las
siguientes: 1 ciclo (95°C durante 9 minutos), 35 ciclos (94°C durante 20 segundos, 50°C durante 30 segundos, 72°C
durante 30 segundos) y 1 ciclo (72°C durante 5 minutos). Las PCR (50 pl) se sometieron a electroforesis en un gel
de agarosa al 1,0%, y los amplicones se extrajeron de la agarosa utilizando el QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit
(Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

La segunda mezcla de modificacion por PCR (25 pl) contenia 1 x LA Taq PCR Buffer, MgCl 2,5 mM,, 0,2 mM de
cada dNTP, 1,7 unidades de ADN polimerasa LA Taq por PCR (Takara, Otsu, Shiga, Japén), 1,0 ul (5%) del
amplicon purificado de la primera PCR y 0,5 uM de cada cebador de PCR (Oligos Etc., Inc., Wilsonville, Oregén) [P.
Falciparum = fMSP1-F1 (SEQ ID NO: 57) y pL-His (SEQ ID NO: 61)] o [P. Vivax = vMSP1-F1 (SEQ ID NO: 59) y pL-
His (SEQ ID NO: 61)]. Las condiciones de ciclo térmico fueron las siguientes: 1 ciclo (94°C durante 2 minutos), 5
ciclos (94°C durante 30 segundos, 43°C durante 30 segundos, 72°C durante 2 minutos), 35 ciclos (94°C durante 30
segundos, 65°C durante 30 segundos, 72°C durante 2 minutos) y 1 ciclo (72°C durante 10 minutos). Las PCR se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0%, y los amplicones se extrajeron de la agarosa utilizando el
QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto. Cada amplicon
purificado se digirié en una reaccién de 100 yl durante 45 minutos a 37°C en presencia de 20 unidades de la enzima
de restriccion EcoRI, 20 unidades de la enzima de restriccion BamHI y 1 x EcoRI Buffer (New England Biolabs,
Beverly, Massachusetts). Los productos de digestion se purificaron utilizando el QlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Preparacion de genes sintéticos MSP1-p19 de P. malariae y P. ovale

Se cultivaron células de E. coli que contenian clones de plasmidos de los genes MPS1-p19 sintéticos de P. malariae
y P. ovale [GenScript Corp. (Piscataway, New Jersey)], y se purificaron los plasmidos utilizando el kit de purificacion
de ADN Wizard Plus SV Minipreps (Promega, Madison, Wisconsin) de acuerdo con el folleto adjunto. Cada plasmido
se digirié en una reaccién de 200 pl durante 1 h. a 37°C en presencia de 100 unidades de la enzima de restriccion
EcoRI, 100 unidades de la enzima de restriccion BamHI y 1 x EcoRI Buffer (New England Biolabs, Beverly,
Massachusetts). Las digestiones se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 8% con bromuro de etidio en
TAE para separar el inserto del vector. Los insertos de aproximadamente 350 pares de bases se separaron a
continuacion del gel de agarosa y el ADN se extrajo de la agarosa utilizando el QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit
(Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Preparacion del vector de expresion de la fusion de CKS para su clonacién

Se cultivaron células de E. coli que contenian el vector de expresion de la fusion de CKS pJO200 (Abbott
Laboratories, Abbott Park, lllinois) y el plasmido se purificé utilizando Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Kit
(Promega, Madison, Wisconsin) de acuerdo con el folleto adjunto. El plasmido (10 pg) se digirié en una reaccion de
1500 ul durante 2,5 h. a 37°C en presencia de 200 unidades de la enzima de restricciéon EcoRI, 200 unidades de la
enzima de restriccion BamHI y 1 x EcoRI Buffer (New England Biolabs, Beverly, Massachusetts). Las digestiones se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio en TAE para separar el inserto del
vector. El vector linealizado se escindid a continuacion del gel de agarosa y el ADN se extrajo de la agarosa
utilizando el QIAEX |l Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, Valencia, California) de acuerdo con el folleto adjunto.

Clonacion de los insertos de MSP1-p19 en el vector de expresion

Se afadié una porcién (2 pl) de cada uno de los cuatro insertos purificados de MSP1-p19 digeridos con
EcoRI/BamHI (véase mas arriba) a reacciones de ligacion separadas (10 pl) que contenian el vector de expresion
pJO200 (-0,6 ug, véase mas arriba) digerido con EcoRI/BamHI, 1 x T4 DNA Ligase Buffer y 400 unidades T4 DNA
Ligase (New England Biolabs, Beverly, Massachusetts). Las reacciones de ligacion se incubaron durante la noche a
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4°C 0 16°C y a continuacion se transformaron en competentes XL1-Blue de E. coli (Stratagene, La Jolla, California)
de acuerdo con el folleto adjunto. Los plasmidos se purificaron a partir de los clones XL1-Blue como se describié
anteriormente y se transformaron en células competentes de la Cepa BL21 de E. Coli deficiente en proteasa
(Novagen, Madison, Wisconsin) de acuerdo con el folleto adjunto.

Expresion y purificacion de proteinas recombinantes MSP1-p19

Las células BL21 que contenian cada uno de los cuatro plasmidos de expresion de MSP1-p19 (véase mas arriba) se
hicieron crecer en cultivos separados de 100 ml a 37°C hasta que se alcanzé una DO595 de aproximadamente 0,5,
momento en el que se afadié IPTG a una concentracion final de 1 mM para inducir la expresion. Después de 3
horas de induccién a 37°C, las células se cosecharon por centrifugacion y las células sedimentadas se lisaron con
BugBuster Extraction Reagent (Novagen, Madison, Wisconsin) de acuerdo con el folleto adjunto. La MSP1-p19
expresada presente en la fraccién soluble de cada producto lisado se purificd utilizando un kit de purificacion
His-Bind (Novagen, Madison, Wisconsin) de acuerdo con el folleto adjunto. Las proteinas recombinantes purificadas
se dializaron en tampén fosfato 0,01 M, pH 7,4 que contenia NaCl 0,15 M (PBS) antes de la cuantificacion.

Ejemplo 5
Analisis Filogenético de Secuencias MSP1

Los organismos relacionados generalmente tienen un alto grado de concordancia en la estructura molecular del
ADN, ARN y proteinas, mientras que las moléculas de los organismos distantemente relacionados suelen mostrar un
patron de disimilitud. La filogenia molecular utiliza datos de secuencia para construir un "arbol de relacion" que
muestra la probable evolucién de varios organismos sobre la base del grado de disimilitud entre las secuencias. Las
relaciones evolutivas entre las especies de plasmodium se han examinado utilizando secuencias de genes que
codifican proteinas (p.ej., citocromo b o circunsporozoito) o moléculas de ARN (es decir, ARN ribosémico de
subunidad pequefia, ARNss o ARN 18S). Algunos de estos genes (citocromo b y ARNss) son los genes constitutivos
que se conservan altamente no soélo dentro del phylum Apicomplexa, en donde se clasifica el género Plasmodium,
sino también en organismos multicelulares. Tales genes acumulan mutaciones lentamente y por tanto las relaciones
antiguas no han sido oscurecidas por acontecimientos aleatorios de mutacién, como puede ocurrir en los genes que
son menos esenciales o estan bajo intensa presion de seleccidon inmunolégica. Las secuencias génicas del
citocromo b y ARNss de P. ovale y P. malariae se han utilizado para examinar su relacion evolutiva con especies de
plasmodium de primates, roedores y aves (Perkins y Schall, 2002, J. Parasitol. 88:972-978; Escalante y Ayala, 1995,
PNAS 91:11373-11377; Leclerc et al., 2004, Parasitology 129: 677-684). Basandose en estos analisis publicados,
aunque sus origenes evolutivos siguen siendo un tema de debate, se ha demostrado que P. ovale y P. malariae son
los Unicos Plasmodium parasitos de los seres humanos.

Las secuencias de la proteina MSP1 de P. ovale y P. malariae se compararon con todos los genes ortdlogos
disponibles de otros parasitos plasmodium de primates, seres humanos y aves para determinar su grado de relacion.
Las secuencias de aminoacidos de MSP1 completa para P. malariae (SEQ ID NO: 1) y P. ovale (SEQ ID NO: 3) se
alinearon con otras 14 secuencias de la proteina MSP1 completa disponibles en GenBank (véase la Tabla 1). Los
alineamientos se realizaron con el soporte l6gico CLUSTALW (Thompson et al., 1994, Nucl. Acids Res. 22:4673-
4680). Se produjeron arboles filogenéticos utilizando el soporte légico MEGA4 (Tamura et al., 2007, Mol. Biol Evol.
24:1596-1599) bajo tres modelos evolutivos diferentes.

Los modelos estan en acuerdo basico en que todas las secuencias de roedor y primate (mono) forman subgrupos
con soporte de remuestreo de datos significativo (es decir, >70%). P. ovale y P. malariae no son absorbidos por
ninguno de los grupos de secuencias de roedores o primates, ni estan agrupados en ninguno de los modelos. Las
secuencias de MSP1 de P. Ovale y P. malariae ocupan las ramas en el centro del arbol, lo que indica que son lo
suficientemente divergentes de todas las otras secuencias (y entre si) como para ocupar ramas individuales en el
arbol.

Tabla 1

Secuencias MSP1 de especies de plasmodium de GenBank
Especie Anfitrién Num. de acceso
P. berghei Roedor AAF13063.1
P. chabaudi Roedor (Thamnonys rutilans) AAA29499.1
P. coatneyi Primate (Macaca fascicularis) BAF74048.1
P. cynomolgi Primate BAF74063.1
P. falciparum Humano BAF62278.1
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Secuencias MSP1 de especies de plasmodium de GenBank

Especie Anfitrién Num. de acceso
P. fragil Primate (Macaca sinica) BAF74049.1
P. gallinaceum Pajaro (Gallus gallus) CAH10838.1
P. hylobati Primate (gibon) BAF74050.1
P. inui Primate (Cynopithecus niger) BAF74051.1
P. knowlesi Primate (Macaca fascicularis) BAF74052.1
P. reichenowi Chimpancé (Pan troglodytes) CAH10285.1
P. simiovale Primate (Macaca sinica) BAF74053.1
P. vivax Humano AAAB3427.1
P. yoelii Roedor (Thamnonys rutilans) EAA17822.1

Ejemplo 6
Preparacion de Microparticulas
Las microparticulas se recubrieron con antigenos recombinantes clonados de las regiones MSP1 de Plasmodium.
Microparticulas para el ensayo de anticuerpos:
Se utilizaron las siguientes proteinas recombinantes para recubrir las microparticulas para el ensayo de anticuerpos.
A. Preparacién de Proteinas Recombinantes:
Véase el Ejemplo 4 anterior.
i. P.ovale MSP1-19.
ii. P. malariae MSP1-19.

iii. P. falciparum MSP1-19.
iv. P. vivax MSP1-19.

A1. Preparacion de microparticulas recubiertas con antigeno r
i. Preparacion de particulas recubiertas con un solo antigeno

Las microparticulas recubiertas con una de las proteinas MSP1-19 recombinantes se prepararon de la siguiente
manera. En resumen, se mezclaron una alicuota de 250 pl de microparticulas (4% en peso/volumen, 3,2
micrémetros de diametro (Interfacial Dynamics Corp., Portland, Oregén) y 1,25 ml de un tampoén de recubrimiento
(acido 2- (N-morfolino) etanosulfénico (MES) Tampon, pH 6,0) y se sedimentaron en una microcentrifuga durante 2
minutos a 14.000 xg. Las particulas se resuspendieron en 0,5 ml del tampén de recubrimiento de MES y se
afadieron 100 ug de una de las proteinas recombinantes. (En este ejemplo, soluciéon de MSP1-19 de P. ovale: 350
pl para una concentracion final de 0,12 mg/ml; solucién de MSP1-19 de P. malariae: 200 pl para una concentracion
final de 0,14 mg/ml; soluciéon de MSP1 - 19 de P. Vivax: 15,3 yl para una concentracion final de 0,19 mg/ml; o
solucion de MSP1-19 de P. falciparum: 10 pl para una concentracion final de 0,20 mg/ml.) La soluciéon de
microparticulas/proteina se mezclé y se volted durante 16 horas a temperatura ambiente. Las microparticulas se
sedimentaron a 14.000 xg durante 2 minutos, y se retird la solucion. Las particulas se resuspendieron en 1 ml de
solucion salina tamponada con fosfato (pH 7,2) (PBS) y se volvieron a sedimentar. Las particulas se lavaron con
PBS dos veces mas, después se resuspendieron en 1 ml de diluyente de microparticulas (solucién salina tamponada
con fosfato (pH 6,5) con sacarosa al 11,5%). La concentracion de microparticulas se determin6é mediante
absorbancia a 700 nm en comparacién con una curva patrén preparada a partir de concentraciones conocidas de
microparticulas. La solucién de microparticulas se diluyé hasta una concentracion final de 0,05% en Diluyente de
Microparticulas.

ii. Preparacion de particulas recubiertas con antigenos mixtos

Las microparticulas recubiertas con una mezcla de las proteinas MSP1-19 recombinantes se prepararon de la
siguiente manera. En resumen, se mezclaron una alicuota de 250 pl de microparticulas (4% en peso/volumen, 3,2
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micréometros de diametro (Interfacial Dynamics Corp., Portland, Oregén) y 1,25 ml de un tampoén de recubrimiento
(tampdn MES, pH 6,0) y se sedimentaron en una microcentrifuga durante 2 minutos a 14.000 xg. Las particulas se
resuspendieron en 0,5 ml del tampdn de recubrimiento de MES y se afadieron 25 ug de cada una de las proteinas
recombinantes (solucién de MSP1-19 de P. ovale: 87,5 yl; solucion de MSP1-19 de P. malariae: 50 pl; solucion de
MSP1-19 de P. vivax: 3,8 pl; solucion de MSP1-19 de P. falciparum: 2,5 pl). La solucién de microparticulas/proteina
se mezcld y se volted durante 16 horas a temperatura ambiente. Las microparticulas se sedimentaron a 14.000 xg
durante 2 minutos y se retir6 la solucion. Las particulas se resuspendieron en 1 ml de PBS (pH 7,2) y se volvieron a
sedimentar. Las particulas se lavaron con PBS dos veces mas, después se resuspendieron en 1 ml de diluyente de
microparticulas (soluciéon salina tamponada con fosfato (pH 6,5) con sacarosa al 11,5%). La concentracion de
microparticulas se determind mediante absorbancia a 700 nm en comparaciéon con una curva patrén preparada a
partir de concentraciones conocidas de microparticulas. La solucion de microparticulas se diluyé hasta una
concentracion final de 0,05% en Diluyente de Microparticulas.

iii. Combinacion de particulas recubiertas con un solo antigeno

Las microparticulas recubiertas con un solo antigeno se resuspendieron hasta una concentracion de 0,1% en el
Diluyente de Microparticulas. Se mezclé un volumen igual de cada una de las cuatro disoluciones de particulas para
formar la mezcla de particulas recubiertas con un solo antigeno con una concentracion final de particulas de 0,1%.

Ejemplo 7
Preparacion de productos conjugados marcados con acridinio
A. Producto conjugado para el ensayo de anticuerpos:

Para el ensayo de anticuerpos, la IgG anti-humana de raton marcada directamente con acridinio puede prepararse
de la siguiente manera:

(i) Anti-lgG humana de ratén marcada con acridinio:

Se arfiadieron 53,6 yl de tampon de conjugacion (CB) que contenia fosfato de sodio, NaCl, 3-(3-cloramidopropil)-
dimetilamonio-1-propano-sulfonato (CHAPS, Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO), pH 8,0 y 7,2 ul de éster
de N-hidroxisuccinimida de 10-(3-sulfopropil)-N-tosil-N-(2-carboxietil)-9-acridiniocarboxamida (4 mg/ml en
dimetilformamida) a 131 pl de anti-lgG humana de ratén (4,59 mg/ml) y 601 uyl de PBS a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidén se mezclé con un rotador durante 20 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se inactivo
cargando la mezcla de reaccion sobre la HPLC. Esto se aplicéd a una columna de filtraciéon en gel Bio-Sil SEC-250 de
300 x 7,8 mm (Bio-Rad, Richmond, California) que habia sido equilibrada con tampoén que contenia CHAPS, NaCl y
fosfato sédico, pH 6,3. La columna se eluyd a 1,0 ml/min con el mismo tampon utilizando un controlador Beckman
421A equipado con una bomba modelo 114M. Se recogieron fracciones de 1 ml y se determiné la absorbancia a 280
nm y 370 nm con un espectrofotdémetro Beckman DU-7. El grado de incorporacion de acridinio se calculé como se ha
descrito en la Patente de Estados Unidos Num. 5.705.330. La proporcion de acridinio a IgG (mol/mol) obtenida fue
de aproximadamente 2,5. El producto conjugado se almacené a 4°C.

Ejemplo 8
Ensayo PRISM de anticuerpos anti-Plasmodium

El ensayo PRISM de anticuerpos se describe en Patente de Estados Unidos Num. 5.705.330, y los ensayo de
antigeno y anticuerpo PRISM son descritos por Shah and Stewart, The Immunoassay Handbook, segunda edicion,
editado por David Wild, pags 297-303 (2001).

Con respecto a la presente invencion, se utilizaron los procedimientos siguientes:
Ensayo de anticuerpos de especies individuales de Plasmodium:

El formato de ensayo se proporciona en la Figura 15. En general, en la estacion se dispensaron 1,50 ul de control o
muestra, 50 pl de tampon diluyente de espécimen (SDB, tampdn de borato, pH 7,5 que contenia Tween 20, triton X-
100, urea, suero bovino, suero de ternero recién nacido, NaCl, producto lisado de E. coli y azida), y se dispensaron
50 pl de microparticulas individuales recubiertas con antigeno recombinante [(preparadas como se ha descrito en el
Ejemplo (6) (A1) (i) anterior] a cada pocillo de incubacién y se inici6 el tiempo de ensayo. Estas se mezclaron por
difusién mutua entre si sin agitacion o movimiento de vaivén externos para formar una mezcla de reaccion. En la
estacion 4, la mezcla de reaccion se transfirio a un pocillo de deteccién que contenia una matriz fibrosa y se lavo dos
veces con 300 pl de lavado de transferencia (TW, que contenia tampon borato, pH 7,0, con NaCl, Tween-20,
Glicerol, urea y Proclin 300). Después de 18 minutos de incubacién a 37 grados C, se dispensaron 50 yl de anti-
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anticuerpo humano marcado con acridinio a la matriz del pocillo de deteccién en la estacion 5. El pocillo se incubd
durante 23 minutos a 37 grados C y la matriz fibrosa que contenia la mezcla de reaccion se lavo tres veces con 100
pl de Lavado Final (FW), que contenia tampén tris, pH 9,0, con LiCl, dodecilsulfato de litio, polietilenglicol 1500 y
Proclin 300 en la estacion 8. En la estacion 9, se generd una sefial de quimioluminiscencia (CL) mediante la adicion
de una solucién alcalina de peroxido de hidrégeno, y los fotones se midieron mediante un tubo fotomultiplicador. La
cantidad de luz emitida es proporcional a la cantidad de anticuerpo en la muestra. La presencia o ausencia de
anticuerpo en la muestra se determina comparando el niumero de fotones recogidos de la muestra con un valor
negativo (S/N). Los resultados se expresan como S/N (sefial a negativo) en la Tabla 2 a continuacion. Las muestras
que tienen una S/N superior a 5,0 se consideran reactivas para el antigeno. Los resultados se comparan con los
resultados obtenidos a partir de un inmunoensayo ligado a enzima comercialmente disponible.

Ensayo de Anticuerpo de Plasmodium de cuatro especies:

El formato de ensayo se proporciona en la Figura 15. Generalmente, en la estacién 1, se dispensaron 50 pl de
control o muestra, 50 yl de SDB y 50 ul de microparticulas recubiertas de antigenos recombinantes mixtos
[preparadas como se ha descrito en el Ejemplo (6) (A1) (ii) anterior] o 50 pl de microparticulas recubiertas de
antigeno recombinante individuales combinadas [preparadas como se ha descrito en el Ejemplo (6) (A1) (iii) anterior]
a cada pocillo de incubacion, y se inici6 el tiempo de ensayo.

Estas se mezclaron por difusién mutua entre si sin agitaciéon o movimiento de vaivén externos para formar una
mezcla de reaccion. En la estacion 4, la mezcla de reaccion se transfirié a un pocillo de deteccién, que contenia una
matriz fibrosa y se lavé dos veces con 300 ul de TW. Después de 18 minutos de incubacion a 37 grados C, se
dispensaron 50 pl de anti-anticuerpo humano marcado con acridinio a la matriz del pocillo de deteccién en la
estacion 5. El pocillo se incubd durante 23 minutos a 37 grados C y la matriz fibrosa que contenia la mezcla de
reaccion se lavo tres veces con 100 yl de FW en la estacion 8. En la estacion 9, se generé una sefial de
quimioluminiscencia (CL) mediante la adicidon de una solucion alcalina de peréxido de hidrégeno, y los fotones se
midieron mediante un tubo fotomultiplicador. La cantidad de luz emitida es proporcional a la cantidad de anticuerpo
en la muestra. La presencia o ausencia de anticuerpo en la muestra se determina comparando el nimero de fotones
recogidos de la muestra con un valor negativo (S/N). Los resultados se expresan como S/N en la Tabla Xl a
continuaciéon. Las muestras que tienen una S/N superior a 5,0 se consideran reactivas para el antigeno. Los
resultados se comparan con los resultados obtenidos de un inmunoensayo enzimatico ligado a enzima asequible
comercialmente (Newmarket Labs., Kentford, UK).

Tabla 2
Deteccion de muestras de P. ovale y P. malariae con PoMSP1-19 y PmMSP1-19

Microparticula

ID Muestra Especie determinada por PoMSP1-19 | PmMSP1-19 | Resultados de la prueba ELISA

frotis de sangre comercial
01 P. ovale 29,63 1,49 positivo
19 P. ovale 40,25 15,12 positivo
20 P. ovale 2,28 1,73 negativo
21 P. ovale 84,90 31,82 positivo
23 P. ovale 80,73 11,57 positivo
24 P. ovale 32,92 3,85 positivo
25 P. ovale 44,06 0,97 negativo
26 P. ovale 31,31 3,78 negativo
2 P. malariae 1,29 8,88 negativo
15 P. malariae 0,99 20,25 negativo

Tabla 3

Deteccion de muestras de P. falciparum y P. vivax con PfIMSP1-19 y PvMSP1-19

Microparticula

ID Muestra Especie determinada por PVvMSP1-19 PfMSP1-19 | Resultados de la prueba ELISA
frotis de sangre comercial
1 P. vivax 7,40 1,63 Positivo
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Deteccion de muestras de P. falciparum y P. vivax con PfIMSP1-19 y PvMSP1-19

Microparticula

ID Muestra Especie determinada por PVvMSP1-19 PfMSP1-19 | Resultados de la prueba ELISA

frotis de sangre comercial
2 P. vivax 89,38 1,39 Positivo
5 P. vivax 97,07 1,13 Positivo
9 P. vivax 90,17 1,17 Positivo
10 P. vivax 5,47 1,38 Positivo
11 P. vivax 105,07 60,22 Positivo
12 P. vivax 28,84 3,31 Positivo
14 P. vivax 75,24 54,86 Positivo
6 P. falciparum 1,23 133,29 Positivo
17 P. falciparum 35,34 7,36 Positivo
18 P. falciparum 38,41 3,92 Positivo
16 P. falciparum 23,13 65,58 Positivo

Tabla 4

Deteccion multiespecifica utilizando recubrimiento recombinante mixto o microparticulas de recubrimiento
individuales combinadas

Microparticula

ID Muestra Especie determinada por Recubrimiento Recubrimiento Resultados de la prueba
frotis de sangre Recombinante Mixto Individual ELISA comercial
Combinado
01 P. ovale 15,57 20,41 positivo
19 P. ovale 99,31 63,90 positivo
20 P. ovale 2,03 1,83 negativo
21 P. ovale 78,71 58,97 positivo
23 P. ovale 62,03 49,27 positivo
24 P. ovale 33,74 34,29 positivo
25 P. ovale 16,94 21,19 negativo
26 P. ovale 27,44 23,95 negativo
1 P. vivax 2,54 3,49 positivo
2 P. vivax 59,88 47,38 positivo
5 P. vivax 65,85 44,38 positivo
9 P. vivax 73,14 45,25 positivo
10 P. vivax 2,32 2,43 positivo
11 P. vivax 81,37 65,27 positivo
12 P. vivax 18,35 19,27 positivo
14 P. vivax 78,32 52,69 positivo
6 P. falciparum 87,76 54,63 positivo
17 P. falciparum 31,40 25,33 positivo
18 P. falciparum 37,35 23,50 positivo
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Deteccion multiespecifica utilizando recubrimiento recombinante mixto o microparticulas de recubrimiento
individuales combinadas

Microparticula

ID Muestra Especie determinada por Recubrimiento Recubrimiento Resultados de la prueba
frotis de sangre Recombinante Mixto Individual ELISA comercial
Combinado
16 P. falciparum 42,98 27,04 positivo
2 P. malariae 3,38 5,70 negativo
15 P. malariae 11,41 10,04 negativo

Las muestras 25, 26, 2 y 15 fueron reactivas tanto en el recubrimiento con antigenos mixtos como en los ensayos de
recubrimiento individuales combinados, pero fueron negativas en el ELISA comercial, demostrando una deteccion
mejorada utilizando antigenos recombinantes que representan las cuatro especies de Plasmodium.

Ejemplo 9
Deteccion de anticuerpos IgG utilizando antigenos recombinantes MSP1-19 de P. ovale y P. malariae

La deteccion de anticuerpos en suero o plasma dirigidos contra la proteina MSP1-19 de P. ovale y P. malariae se
realiz6 mediante un inmunoensayo enzimatico (EIA). Los antigenos recombinantes CKS-MSP1-19 descritos en el
Ejemplo 4 se recubrieron sobre un soporte de fase sdlida y los anticuerpos presentes en las muestras de ensayo
que se unieron a las proteinas recombinantes se detectaron utilizando un producto conjugado anti-anticuerpo
humano de cabra - peroxidasa rabano picante.

Recubrimiento de esferas de poliestireno:

Se utilizaron esferas de poliestireno de 6,4 mm (un cuarto de pulgada) como fase sélida para los EIA de péptidos.
Antes del recubrimiento, las esferas se lavaron con 1-propanol al 15% (en agua) a temperatura ambiente durante 20
minutos sin agitacion. Se elimind el propanol y las esferas se aclararon dos veces con agua desionizada. A
continuacion, las esferas lavadas se afiadieron a un vial que contenia antigeno recombinante diluido a 0,25-5
microgramos por mL en fosfato sodico 0,1 M, pH 7,0 (0,233 ml por esfera). Las esferas se incubaron a 40°C durante
2 horas mezclando suavemente. Las esferas se lavaron a continuacion tres veces con PBS y después se incubaron
en PBS que contenia Triton X-100 al 0,1% a 40°C durante 1 hora mezclando suavemente. Se volvieron a lavar tres
veces en PBS y a continuacién se incubaron a 40°C en BSA al 5% en PBS durante 1 hora mezclando suavemente.
Las esferas se lavaron cuatro veces con PBS y a continuacion se incubaron a temperatura ambiente en PBS que
contenia sacarosa al 5% sin mezclar durante 20 minutos. El tampdn de sacarosa se retird y las esferas se secaron al
aire. Las esferas recubiertas se almacenaron desecadas a 4°C.

Método de inmunoensayo:

Se sometieron a ensayo suero y plasma para determinar su inmunoreactividad con esferas de poliestireno
recubiertas con CKS-MSP1-19. Los especimenes se diluyeron 1:16 en tampon diluyente (tampon Tris-fosfato pH 7,8
que comprendia suero de cabra al 20%, suero de ternera al 10%, Triton X-100 al 0,2% y azida de sodio) y se
afnadieron 0,010 ml a un pocillo de una bandeja de ensayo de plastico y a continuaciéon se combinaron con 0,20 ml
adicionales del mismo tampoén diluyente para una dilucion final de la muestra de 1:336. La esfera recubierta de
proteina recombinante se afiadié a la muestra diluida y se incubé a 37°C durante 90 minutos mezclando. Las esferas
se lavaron a continuacion con 11-14 ml de agua desionizada seguido de la adicién de 0,2 ml de IgG anti-humano de
cabra marcada con peroxidasa (0,02 microgramos por ml). Las esferas se incubaron a 37°C durante 30 min
mezclando. Las esferas se lavaron con 11-14 ml de agua desionizada y después se transfirieron a tubos de plastico
a los que se afadieron 0,3 ml de OPD (O-fenilendiamina-2-HCI al 0,3% en tampon citrato que contenia 0,02% de
H2032) y se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos sin mezclar. Las reacciones se
sofocaron mediante la adicion de 1 ml de H,SO4 1N y se determiné la densidad éptica (DO) a 492 nm. La DO es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo unido a la esfera. Se calculan relaciones de sefal a negativo
(S/N) para cada muestra de ensayo dividiendo la DO de la muestra de ensayo por la DO media de control negativo.
Se supuso que los especimenes con valores S/N mayores o iguales a 5,00 (valor de corte provisional) eran
inmunorreactivos.

Individuos infectados con Plasmodium:

Las muestras de suero humano de individuos infectados con P. ovale, P. malariae, P. falciparum o P. vivax fueron
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obtenidas de Marianna Wilson, Jefe, Laboratorio de Immunodiagnostic de Referencia, Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades, Atlanta, GA, EEUU. Se proporcionaron titulos de anticuerpos inmunofluorescentes
para cada especie de plasmodio infectivo humano para cada muestra, al igual que la identificacién de la especie de
plasmodio determinada mediante frotis sanguineo (véase la Tabla 5, mas adelante). Todas las muestras se
recogieron antes de 1990 y se consideraron "especimenes humanos residuales anonimos" ya que los registros
originales sobre la identidad del donante/paciente ya no existen.

Tabla 5
Resultados del IFA CDC
Muestra Especies P. vivax | P.falciparum | P. malariae P. ovale
Pv-1 P. vivax 1024 64 <4 16
Pv-2 P. vivax >4096 64 16 64
Pv-5 P. vivax >4096 64 16 256
Pv-9 P. vivax 1024 64 64 256
Pv-10 P. vivax >4096 64 16 64
Pv-11 P. vivax 1024 64 4 256
Pv-12 P. vivax >4096 64 16 16
Pv-14 P. vivax 1024 256 4 16
Pf-6 P. falciparum 64 1024 16 64
Pf-16 P. falciparum 64 256 64 64
Pf-17 P. falciparum 256 256 64 256
Pf-18 P. falciparum 256 1024 64 64
Pm-2 P. malariae 16 64 >4096 64
Pm-15 P. malariae 64 >4096 >4096 64
Po-1 P. ovale <4 256 16 1024
Po-19 P. ovale 256 64 64 1024
Po-20 P. ovale <4 16 <4 256
Po-21 P. ovale 256 64 64 1024
Po-23 P. ovale <4 256 64 1024
Po-24 P. ovale 4 64 4 64
Po-25 P. ovale <4 16 4 256
Po-26 P. ovale 64 64 64 256

EIA de Anticuerpo Poy Pm - MSP1-19:

La presencia de anticuerpos IgG contra Po-MSP1-19 y Pm-MSP1-19 se determind utilizando el procedimiento
descrito anteriormente en aquellos individuos que se demostré que estaban infectados con P. malariae o P. ovale
mediante IFA y/o frotis de sangre. Las razones S/N obtenidas se muestran en la Tabla 6, a continuacion. Los
especimenes también se sometieron a ensayo en cuanto a la presencia de anticuerpos anti-Plasmodium utilizando
un ensayo ELISA disponible comercialmente (NewMarket Labs., Kentford, RU).

Tabla 6
Esfera recubierta de antigeno

Muestra | Especie determinada por frotis P. malariae CKS- P. ovale CKS- | Resultados de la prueba ELISA

de sangre MSP1-19 MSP1-19 comercial
Pm-2 P. malariae 67,42 0,90 Negativo
Pm-15 P. malariae 7,96 0,55 Negativo
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Esfera recubierta de antigeno

Muestra | Especie determinada por frotis P. malariae CKS- P. ovale CKS- | Resultados de la prueba ELISA

de sangre MSP1-19 MSP1-19 comercial
Po-1 P. ovale 4,31 100,00 Positivo
Po-19 P. ovale 6,34 43,70 Positivo
Po-20 P. ovale 0,51 11,50 Negativo
Po-21 P. ovale 24,84 100,00 Positivo
Po-23 P. ovale 5,33 100,00 Positivo
Po-24 P. ovale 1,25 47,80 Positivo
Po-25 P. ovale 0,78 44,30 Negativo
Po-26 P. ovale 2,16 69,25 Negativo

Estos datos demuestran que los individuos con infecciones por P. ovale o P. malariae poseen anticuerpos 1gG
MSP1-19 especificos de la especie detectables. Ademas, las muestras que resultan negativas en el ELISA comercial
son positivas para anticuerpos en al menos uno de los EIA de esferas. La inmunorreactividad cruzada aparente
observada corresponde en algunos casos a los resultados del ensayo de anticuerpos inmunofluorescentes, es decir,
muchos individuos tienen anticuerpos contra mas de una especie de Plasmodium.

Ejemplo 10
Deteccion de anticuerpos IgG contra MSP1-19 de P. ovale y P. malariae en muestras de fuentes de clonacién génica

Se sometieron a ensayo muestras de suero humano de donantes de sangre de Africa Occidental para determinar la
presencia de anticuerpos MSP1-19 de P. ovale y P. malariae utilizando el ensayo descrito en el Ejemplo 9. Africa
occidental es endémica para la malaria incluyendo P. falciparum, P. malariae, P. ovale, y en menor medida, P. vivax.
También se obtuvieron muestras de sangre completa de los mismos donantes para la extraccion de ADN y posterior
analisis utilizando un ensayo de PCR para la deteccion de secuencias de genes de ADN ribosémico (véase el
Ejemplo 1) que permitio la identificacion de las especies de plasmodio presentes en el momento en que se obtuvo la
donacioén. Se utilizd ADN extraido de la sangre del donante 0014 como fuente de clonacién para MSP1 de P.
malariae. Se utilizé ADN extraido de la sangre del donante 510-10 como fuente de clonacion para MSP1 de P. ovale.
Los fragmentos MSP1-P19 de estos genes se clonaron y se expresaron como fusiones de CKS en E coli (Ejemplo
4), se aplicaron como recubrimiento sobre esferas y se usaron para la deteccién de anticuerpos como se ha descrito
en el Ejemplo 9.

Los resultados que se muestran en la Tabla 7 a continuacion (valores S/N) demuestran que los anticuerpos 1gG
contra P. malariae MSP1-19 estan presentes en el suero del Donante 0014, la fuente de clonacién para MSP1 de P.
malariae. lgualmente, los anticuerpos IgG contra MSP1 de P. ovale estan presentes en el suero del donante 510-10,
la fuente de clonaciéon para MSP1 de P. ovale. Se ha demostrado que el suero de dos donantes de sangre
adicionales que esta infectado con P. malariae también exhibe inmunorreactividad de IgG con el antigeno de tipo
homologo. Se ha demostrado que el suero de dos de los otros tres donantes de sangre P. ovale exhibe
inmunoreactividad con antigeno de tipo homdlogo.

Estos datos indican que el suero de individuos con parasitemia por P. malariae portan anticuerpos dirigidos contra el
antigeno MSP1-19 de P. malariae. Del mismo modo, el suero de individuos con parasitemia por P. ovale alberga
anticuerpos contra el antigeno MSP1-19 de P. ovale.

Tabla 7
ID Especies identificadas mediante PCR de P. malariae P. ovale

Muestra ADNr EIA de esferas con MSP1-19, | EIA de esferas con MSP1-19,

S/N S/N

0014 Pm, Pf 55,94 3,82

609-39 Pm, Pf 55,94 4,79

240-16 Pm, Pf 46,13 6,07

510-10 Correos 55,94 87,91
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ID Especies identificadas mediante PCR de P. malariae P. ovale
Muestra ADNr EIA de esferas con MSP1-19, | EIA de esferas con MSP1-19,
S/N S/N
283-4 Correos 24,98 76,18
1045-36 Po, Pf 27,50 3,30
684-22 Po, Pf 55,94 35,96
Ejemplo 11

Deteccion de anticuerpos IgG contra MSP1-19 de P. falciparum y P. vivax

La deteccion de anticuerpos MSP1-19 de P. vivax, y P. falciparum se realiz6 utilizando EIA individuales. Se aplicaron
como recubrimiento antigenos de fusion de MSP1-19 y CKS recombinantes de cada especie de plasmodio (véase el
Ejemplo 4) sobre esferas de poliestireno como se ha descrito en el Ejemplo 9. Los anticuerpos IgG se midieron en el
suero de individuos que se demostrd que estaban infectados con P. vivax o P. falciparum utilizando el método EIA
indirecto descrito en el Ejemplo 9. Las razones de sefial a negativo (S/N) se muestran en la Tabla 8. Los
especimenes también se sometieron a ensayo para determinar la presencia de anticuerpos anti-plasmodio utilizando
un ensayo ELISA disponible comercialmente (NewMarket Labs., Kentford, UK).

Tabla 8
Esfera recubierta de
antigeno
Muestra |Especie  determinada por| CKS-MSP1-19de P. CKS-MSP1-19de | Resultados de la prueba
frotis de sangre falciparum P. vivax ELISA comercial
Pv-1 P. vivax 1,27 62,12 Positivo
Pv-2 P. vivax 1,34 67,42 Positivo
Pv-5 P. vivax 1,34 67,42 Positivo
Pv-9 P. vivax 0,61 67,42 Positivo
Pv-10 | P. vivax 1,70 49,52 Positivo
Pv-11 P. vivax 10,63 67,42 Positivo
Pv-12 P. vivax 0,54 40,96 Positivo
Pv-14 | P. vivax 11,39 67,42 Positivo
Pf-6 P. falciparum 72,29 0,98 Positivo
Pf-16 P. falciparum 7,81 2,93 Positivo
Pf-17 P. falciparum 1,77 14,63 Positivo
Pf-18 P. falciparum 1,01 8,19 Positivo

Estos resultados demuestran la capacidad de las proteinas de fusion MSP1-19 para detectar anticuerpos en
individuos infectados con especies de plasmodio de tipo homélogo. La inmunoreactividad cruzada entre especies
aparente observada corresponde en algunos casos a los resultados del ensayo de anticuerpos inmunofluorescentes,
es decir, muchos individuos tienen anticuerpos contra mas de una especie de plasmodio.

Ejemplo 12
EIA multiespecie

Deteccion de anticuerpos IgG contra P. ovale, P. malariae, P. vivax o P. falciparum, utilizando un Unico ensayo, se
realiz6 mediante recubrimiento simultaneo de esferas de poliestireno con antigenos recombinantes CKS-MSP1-19
purificados de cada una de las cuatro especies. Las esferas se recubrieron simultdneamente con antigenos
recombinantes (véase el Ejemplo 4 para la clonacion y expresion de rAg MSP1-19 de Pf/Pv y Po/Pm,
respectivamente) a 0,5 microgramos por ml como se ha descrito en el Ejemplo 9, excepto que para el tampoén de
recubrimiento se usé6 MES 50 mM de pH 6,3. La inmunoreactividad de sueros humanos de individuos con
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infecciones por plasmodio diagnosticadas que representan cada una de las cuatro especies se determiné utilizando
el método EIA descrito en el Ejemplo 9. Las razones S/N se muestran en la Tabla 9. Los especimenes también se
sometieron a ensayo para determinar la presencia de anticuerpos anti-plasmodio utilizando un ensayo ELISA
disponible comercialmente (NewMarket Labs, Kentford, RU).

Tabla 9

Muestra | Especie determinada por frotis | Esfera recubierta simultaneamente con |Resultados de la prueba ELISA

de sangre MSP1-19 de Pf/Pv/Po/Pm comercial
Pv-1 P. vivax 58,35 Positivo
Pv-2 P. vivax 65,93 Positivo
Pv-5 P. vivax 65,93 Positivo
Pv-9 P. vivax 65,93 Positivo
Pv-10 | P. vivax 47,27 Positivo
Pv-11 P. vivax 65,93 Positivo
Pv-12 | P. vivax 37,62 Positivo
Pv-14 | P. vivax 65,93 Positivo
Pf-6 P. falciparum 65,93 Positivo
Pf-16 P. falciparum 8,51 Positivo
Pf-17 P. falciparum 20,27 Positivo
Pf-18 P. falciparum 12,76 Positivo
Pm-2 P. malariae 65,93 Negativo
Pm-15 | P. malariae 511 Negativo
Po-1 P. ovale 65,93 Positivo
Po-19 |P. ovale 65,93 Positivo
Po-20 | P. ovale 2,64 Negativo
Po-21 P. ovale 65,93 Positivo
Po-23 | P. ovale 65,93 Positivo
Po-24 | P. ovale 55,35 Positivo
Po-25 | P. ovale 23,47 Negativo
Po-26 | P. ovale 32,37 Negativo

Estos datos demuestran la capacidad de los antigenos de CKS-MSP1-19 de P. ovale, P. malariae, P. vivax y P.
falciparum para ser aplicados como recubrimiento simultineamente sobre un soporte sélido y conservar su
capacidad para detectar anticuerpos IgG en suero de individuos infectados con una de las cuatro especies de
plasmodium. Cuatro de los cinco especimenes que son negativos en el ensayo comercial son positivos en el ensayo
de MSP1-19 de cuatro especies.

Ejemplo 13

Preparacion de microparticulas paramagnéticas

Las microparticulas paramagnéticas se recubrieron con antigenos recombinantes clonados de las regiones MSP1 de
Plasmodium.

Microparticulas para el ensayo de anticuerpos:
Se usaron las siguientes proteinas recombinantes para revestir las microparticulas para el ensayo de anticuerpos.

A. Preparacién de Proteinas Recombinantes:
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Véase Ejemplo 4 anterior.

i. P.ovale MSP1-19.

ii. P. malariae MSP1-19.
iii. P. falciparum MSP1-19.
iv. P. vivax MSP1-19.

A1. Preparacion de microparticulas paramagnéticas recubiertas de antigeno r
i. Preparacion de particulas recubiertas de un solo antigeno

Las microparticulas paramagnéticas recubiertas con una de las proteinas MSP1-19 recombinantes se prepararon de
la siguiente manera. En resumen, se mezcld una alicuota de microplacas de 196 pl (5,1% en peso/volumen, 4,5-5,4
micrometros de diametro (Polymer Laboratories Ltd., Shropshire, Reino Unido) con 0,784 ml de un tampon de
recubrimiento (acido 2- (N-morfolino)etanosulfénico (MES), pH 6,0) y se separ6 de la solucion utilizando un soporte
magnético (Promega, Madison, Wisconsin), y se retird la solucion. Las particulas se resuspendieron en 1,0 ml del
tampon de recubrimiento MES y se separaron de la solucion utilizando un soporte magnético, y se retird la solucion.
Las microparticulas lavadas se resuspendieron en tampon MES y se afiadieron 25 yg de una de las proteinas
recombinantes junto con 732 ug de hidrocloruro de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. (En este ejemplo,
solucion de MSP1-19 de P. ovale: 7,15 pl para una concentracion final de 0,10 mg/ml; solucion de MSP1-19 de P.
malariae: 1,0 pl para una concentracion final de 0,10 mg/ml; solucion de MSP1-19 de P. vivax: 3,8 pl para una
concentracion final de 0,10 mg/ml; o solucién de MSP1-19 de P. falciparum: 2,5 pl para una concentracion final de
0,10 mg/ml). La solucion de microparticula/proteina se mezclo y se agitd durante 3 horas a temperatura ambiente.
Las microparticulas se separaron de la solucidon utilizando un soporte magnético, y se retiré la solucion. Las
particulas se resuspendieron en tampon MES y se separaron de la solucion utilizando un soporte magnético, y se
retird la solucion. Las particulas se lavaron con MES dos veces mas y después se resuspendieron en 1 ml de
diluyente de microparticulas (tampén MES 20 mM con NaCl 0,14 M y dihidrato de etilendiaminotetraacetato disédico
0,4 M (pH 6,6) con 11,5% peso/volumen de sacarosa). Se supuso que las microparticulas estaban al 1% en
peso/volumen. La solucién de microparticulas se diluy6é hasta una concentracion final de 0,1% en peso/volumen en
Diluyente de Microparticulas.

ii. Preparacion de particulas recubiertas con antigenos mixtos

Las microparticulas recubiertas con una mezcla de las proteinas MSP1-19 recombinantes se prepararon de la
siguiente manera. En resumen, se mezclé una alicuota de microplacas de 196 ul (5,1% en peso/volumen, 4,5-5,4
micrometros de diametro (Polymer Laboratories Ltd., Shropshire, Reino Unido) con 0,784 ml de un tampon de
recubrimiento (acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES), pH 6,0) y se separ6 de la solucion utilizando un soporte
magnético (Promega, Madison, Wisconsin), y se retird la solucién. Las particulas se resuspendieron en 1,0 ml del
tampon de recubrimiento MES y se separaron de la solucion utilizando un soporte magnético, y se retird la solucion.
Las microparticulas lavadas se resuspendieron en tampon MES y se afiadieron 25 ug de cada una de las proteinas
recombinantes (solucion de MSP1-19 de P. ovale: 7,15 l; solucion de MSP1-19 de P. malariae: 1,0 yl; solucion de
MSP1-19 de P. vivax: 3,8 pl; solucion de MSP1-19 de P. falciparum: 2,5 pl) junto con 732 ug de hidrocloruro de N-
etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. La solucion de microparticulas/proteinas se mezclé y se volted durante 3
horas a temperatura ambiente. Las microparticulas se separaron de la solucién utilizando un soporte magnético, y se
retird la solucion. Las particulas se resuspendieron en tampéon MES y se separaron de la solucion utilizando un
soporte magnético, y se retird la solucién. Las particulas se lavaron con MES dos veces mas, y a continuacion se
resuspendieron en 1 ml de Diluyente de Microparticulas. Se supuso que las microparticulas estaban al 1% en
peso/volumen. La solucién de microparticulas se diluy6é hasta una concentracion final de 0,1% en peso/volumen en
Diluyente de Microparticulas.

iii. Combinacion de particulas recubiertas con un solo antigeno

Las microparticulas recubiertas de antigeno unico se resuspendieron a una concentracion de 0,1% en peso/volumen
en el Diluyente de Microparticulas. Se mezclé un volumen igual de cada una de las cuatro disoluciones de particulas
para formar la mezcla de particulas recubiertas con un solo antigeno con una concentracion final de particulas de
0,1% en peso/volumen.

Ejemplo 14
Inmunoensayo de anticuerpos anti-Plasmodium basado en microparticulas paramagnéticas automatizado.
Las microparticulas preparadas como se ha descrito en los ejemplos anteriores se sometieron a ensayo en cuanto a

su capacidad para detectar anticuerpos anti-plasmdédicos utilizando un inmunoanalizador automatico que utiliza
microparticulas paramagnéticas y productos conjugados quimioluminiscentes (sistema ARCHITECT®, Abbott
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Laboratories, Abbott Park, IL, véanse "Bulk Reagent Random-Access Analyzer: ARCHITECT i2000" Frank A. Quinn,
paginas 363-367. En The Immunoassay Handbook, Second Edition, editado por David Ward, Nature Publishing
Group, London, Reino Unido; la Patente de Estados Unidos NUm. 5.795.784 y la Patente de Estados Unidos Num.
5.856.194).

Con respecto a la presente invencion, se utilizaron los procedimientos siguientes:
Ensayo de anticuerpo de especies individuales de Plasmodium:

En este formato de 2 etapas, se mezclaron en un recipiente de reaccion muestras, diluyentes de especimenes y
microparticulas paramagnéticas recubiertas de una especie de plasmodio (del Ejemplo 13.A1.i.), se sometieron a
vortice y se incubaron durante 18 min. Después de esta incubacion, las microparticulas se almacenaron a un lado
del recipiente de reaccion utilizando un iman mientras se eliminaba el sobrenadante de la reaccion. Las
microparticulas se lavaron posteriormente con agua/solucion detergente. Los anticuerpos presentes en las muestras
y capturados en las microparticulas se mantuvieron durante la etapa o etapas de lavado. Inmediatamente después
del lavado, se afiadié un producto conjugado de anti-lgG humana marcado con acridinio (se puede preparar como se
ha descrito en el Ejemplo 7) en tampon de diluyente conjugado (MES 50 mM a pH 6,6 con triton-X405 al 1,4% en
volumen/volumen, NaCl 0,4 M y albumina de suero bovino al 1% en peso/volumen), al recipiente de reaccion, que se
sometio a vortice y después se dej6 incubando durante 4 minutos. La incubacion fue seguida por una segunda etapa
de lavado y finalmente una activacion del acridinio y la mediciéon simultanea de la salida de luz, que es proporcional
a la cantidad de producto conjugado unido a las microparticulas. La cantidad de luz emitida es proporcional a la
cantidad de anticuerpo en la muestra y se expresa en unidades de luz relativa (ULR). La presencia o ausencia de
anticuerpo en la muestra de ensayo se determina comparando la ULR obtenida de la muestra de ensayo con la
obtenida a partir de una muestra negativa conocida (es decir, razén de muestra a negativo o de sefial a negativo o
S/N). Las muestras de ensayo con una razén S/N de 5,0 o superior se consideran positivas para la presencia de
anticuerpos de plasmodio. Los resultados se expresan como S/N (sefial a negativo) en la Tabla 10, Tabla 11, y
Tabla 13 a continuacidon, y se comparan con los resultados obtenidos de un inmunoensayo ligado a enzima
comercialmente disponible (Lab 21 Healthcare Malaria Antibody ELISA, Kentford, UK) .

Ensayo de anticuerpo de cuatro especies de Plasmodium:

En este formato de 2 etapas, se mezclaron en un recipiente de reaccion muestras, diluyentes de especimenes y
microparticulas paramagnéticas recubiertas (del Ejemplo 13.A1.ii o 13.A1.iii.), se sometieron a vortice y se incubaron
durante 18 min. Después de esta incubacién, las microparticulas se almacenaron a un lado del recipiente de
reaccion usando un iman mientras se eliminaba el sobrenadante de la reaccién. Las microparticulas se lavaron
posteriormente con agua/solucion detergente. Los anticuerpos presentes en las muestras y capturados en las
microparticulas se mantuvieron durante la etapa o etapas de lavado. Inmediatamente después del lavado, se afiadio
un producto conjugado de anti-lgG humana marcado con acridinio en tampon diluyente conjugado, al recipiente de
reaccion, que se sometié a vortice y después se dejo incubando durante 4 minutos. La incubacion estuvo seguida
por una segunda etapa de lavado y finalmente una activacion del acridinio y la medicion simultanea de la salida de
luz, que es proporcional a la cantidad de producto conjugado unido a las microparticulas. La cantidad de luz emitida
es proporcional a la cantidad de anticuerpo en la muestra y se expresa en unidades de luz relativa (ULR). La
presencia o ausencia de anticuerpo en la muestra de ensayo se determina comparando la ULR obtenida de la
muestra de ensayo con la obtenida a partir de una muestra negativa conocida (es decir, razén de muestra a negativo
o sefial a negativo o S/N). Las muestras de ensayo con una razén S/N de 5,0 o superior se consideran positivas
para la presencia de anticuerpos de plasmodio. Los resultados se expresan como S/N (sefial a negativo) en la Tabla
12 y la Tabla 13 a continuacion, y se comparan con los resultados obtenidos de un inmunoensayo ligado a enzima
comercialmente disponible (Lab 21 Healthcare Malaria Antibody ELISA, Kentford, UK) .

Table 10
Deteccion de muestras de P. ovale y P. malariae con PoMSP1-19 y PmMSP1-19

Microparticula

Paramagnética
ID Muestra Especie determinada por frotis de PoMSP1-19 | PmMSP1-19 | Resultados de la prueba ELISA
sangre comercial
01* P. ovale 17,54 0.29 positivo
19 P. ovale 39,38 NTNUm. positivo
20 P. ovale 2,86 NTNUm. negativo
21* P. ovale 74,81 0,70 positivo
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Deteccion de muestras de P. ovale y P. malariae con PoMSP1-19 y PmMSP1-19

Microparticula

Paramagnética
ID Muestra Especie determinada por frotis de PoMSP1-19 | PmMSP1-19 | Resultados de la prueba ELISA

sangre comercial
23* P. ovale 19,73 0,25 positivo
24 P. ovale 33,45 #NT positivo
25 P. ovale 17,90 #NT negativo
26 P. ovale 36,99 #NT negativo
2 P. malariae #NT 101,16 negativo
15 P. malariae #NT 4,54 negativo

* Las muestras se sometieron a ensayo diluidas 1:16 en plasma humano normal #NT: no sometido a ensayo no
diluido debido al volumen insuficiente de la muestra

Tabla 11
Deteccion de muestras de P. falciparum y P. vivax con PfIMSP1-19 y PvMSP1-19

Microparticula

Paramagnética
ID Muestra Especie determinada por frotis de PVvMSP1-19 | PfMSP1-19 | Resultados de la prueba ELISA

sangre comercial

1 P. vivax 77,70 #NT Positive
2% P. vivax 233,24 0,43 Positive
5* P. vivax 248,36 0,45 Positive
9* P. vivax 242,66 0,51 Positive
10 P. vivax 78,93 #NT Positive
11* P. vivax 134,06 1,01 Positive
12 P. vivax 85,24 #NT Positive
14* P. vivax 12,32 0,88 Positive
6* P. falciparum 0,56 268,11 Positive
17 P. falciparum #NT 1,73 Positive
18 P. falciparum #NT 1,32 Positive
16 P. falciparum #NT 5,71 Positive

* Las muestras se sometieron a ensayo diluidas 1:16 en plasma humano normal #NT: no sometido a ensayo no
diluido debido al volumen insuficiente de la muestra

Tabla 12

Deteccion multiespecie utilizando microparticulas de recubrimiento recombinante mixto o de recubrimiento individual
combinadas

Microparticula Paramagnética

ID Especie determinada por Recubrimiento Recubrimiento Resultados de la prueba
Muestra frotis de sangre Recombinante Mixto | Individual Combinado ELISA comercial

01* P. ovale 10,38 10,89 positivo

19* P. ovale 81,12 78,28 positivo

20 P. ovale 2,63 1, 67 negativo
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Deteccion multiespecie utilizando microparticulas de recubrimiento recombinante mixto o de recubrimiento individual
combinadas

Microparticula Paramagnética

ID Especie determinada por Recubrimiento Recubrimiento Resultados de la prueba
Muestra frotis de sangre Recombinante Mixto | Individual Combinado ELISA comercial
21* P. ovale 43,18 45,92 positivo
23* P. ovale 11,52 12,46 positivo
24 P. ovale 47,11 40,26 positivo
25 P. ovale 10,55 8,63 negativo
26 P. ovale 37,15 23,19 negativo
1 P. vivax 27,42 19,84 positivo
2% P. vivax 68,12 64,79 positivo
5* P. vivax 73,79 66,63 positivo
9* P. vivax 75,12 65,95 positivo
10 P. vivax #NT 20,33 positivo
11* P. vivax 38,79 50,44 positivo
12 P. vivax 29,98 25,34 positivo
14 P. vivax 75,99 65,59 positivo
6* P. falciparum 80,12 63,91 positivo
17 P. falciparum 13,27 18,87 positivo
18 P. falciparum 6,60 10,61 positivo
16 P. falciparum 6,38 4,14 positivo
2 P. malariae 62,41 73,33 negativo
15 P. malariae 3,49 3,43 negativo

* Las muestras se sometieron a ensayo diluidas 1:16 en plasma humano normal #NT: no sometido a ensayo no
diluido debido al volumen insuficiente de la muestra

Las muestras 25, 26, y 2 fueron reactivas en la ensayos de recubrimiento con antigeno mixto y de recubrimiento
individual combinado, pero fueron negativas en el ELISA comercial, demostrando una mejora de la deteccion
utilizando los antigenos recombinantes que representan las cuatro especies de Plasmodium.

Tabla 13

Deteccion de especies individuales y multiespecie utilizando microparticulas de recubrimiento individual combinadas
en donantes de sangre humanos normales

Microparticula Paramagnética
ID PfMSP1- | PvMSP1- | PoMSP1- | PmMSP1- | Recubrimiento individual | Resultados de la prueba

Muestra 19 19 19 19 combinado ELISA comercial
001 1,03 1,04 0,55 3,43 1,89 Negativo
002 2,21 2,16 2,72 3,12 2,62 Negativo
003 1,28 1,10 1,01 0,99 1,06 Negativo
004 1,62 1,65 2,62 2,80 2,52 Negativo
005 2,61 2,42 1,26 0,99 1,39 Negativo
006 0,84 0,95 25,80 32,56 21,16 Negativo
007 1,10 1,16 0,62 0,53 0,70 Negativo
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Deteccion de especies individuales y multiespecie utilizando microparticulas de recubrimiento individual combinadas
en donantes de sangre humanos normales

Microparticula Paramagnética

ID PfMSP1- | PvMSP1- | PoMSP1- | PmMSP1- | Recubrimiento individual | Resultados de la prueba

Muestra 19 19 19 19 combinado ELISA comercial
008 0,98 1,16 1,04 0,99 0,94 Negativo
009 1,19 1,23 2,01 2,29 1,80 Negativo
010 1,16 1,10 1,03 1,00 1,01 Negativo
011 1,33 1,19 0,86 0,84 0,95 Negativo
012 0,78 0,77 0,91 0,99 0,84 Negativo
013 1,14 1,20 0,57 0,53 0,67 Negativo
014 2,35 2,45 1,44 1,16 1,50 Negativo
015 2,30 2,11 3,94 4,44 3,46 Negativo
016 1,41 1,22 1,63 1,86 1,47 Negativo
017 2,12 2,00 1,08 0,92 1,31 Negativo
018 1,50 1,33 1,56 1,51 1,48 Negativo
019 1,23 1,43 0,63 0,50 0,72 Negativo
020 1,57 1,56 1,35 0,89 1,22 Negativo
021 1,23 1,22 0,68 0,52 0,79 Negativo
022 2,47 2,48 1,20 1,08 1,43 Negativo
023 1,36 1,38 0,95 0,84 0,93 Negativo
024 1,47 1,51 2,65 2,74 2,49 Negativo
025 0,99 0,95 1,21 1,06 1,03 Negativo
026 2,87 2,57 2,98 3,02 2,77 Negativo
027 1,19 1,23 0,68 0,64 0,75 Negativo
028 1,47 1,40 0,68 0,58 0,80 Negativo
029 1,10 0,92 0,45 0,41 0,52 Negativo
030 1,11 1,23 0,59 0,46 0,74 Negativo
031 1,28 1,52 0,78 0,70 0,88 Negativo
032 0,82 1,06 0,59 0,52 0,63 Negativo
033 1,25 1,39 0,75 0,68 0,92 Negativo
034 1,94 1,98 1,02 0,91 1,23 Negativo
035 1,73 1,75 0,82 0,64 1,00 Negativo
036 1,48 1,28 0,85 0,80 0,92 Negativo
037 1,09 1,15 0,50 0,40 0,67 Negativo
038 0,87 0,97 0,60 0,58 0,62 Negativo
039 2,12 2,07 1,50 1,47 1,67 Negativo
040 1,67 1,66 0,96 0,94 1,12 Negativo
041 1,07 1,20 0,74 0,69 0,69 Negativo
042 1,23 1,09 0,60 0,47 0,68 Negativo
043 3,31 2,98 1,58 1,36 1,80 Negativo
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Deteccion de especies individuales y multiespecie utilizando microparticulas de recubrimiento individual combinadas
en donantes de sangre humanos normales

Microparticula Paramagnética

ID PfMSP1- | PvMSP1- | PoMSP1- | PmMSP1- | Recubrimiento individual | Resultados de la prueba

Muestra 19 19 19 19 combinado ELISA comercial
044 1,15 1,13 7,50 9,42 6,61 Negativo
045 1,22 1,22 0,74 0,74 0,89 Negativo
046 1,45 1,74 0,72 0,56 0,90 Negativo
047 1,01 1,08 0,47 0,38 0,58 Negativo
048 1,00 1,13 0,67 0,63 0,79 Negativo
049 1,47 1,47 0,90 0,78 0,97 Negativo
050 1,90 1,95 4,52 5,07 3,81 Negativo
051 1,18 1,19 1,00 0,94 0,97 Negativo
052 0,92 0,97 0,42 0,39 0,54 Negativo
053 1,61 1,44 0,90 0,70 0,98 Negativo
054 1,45 1,40 1,14 1,09 1,16 Negativo
055 2,47 2,37 1,23 0,91 1,44 Negativo
056 1,25 1,23 0,74 0,69 0,89 Negativo
057 1,23 1,18 0,67 0,54 0,75 Negativo
058 1,86 1,98 0,86 0,74 1,17 Negativo
059 0,71 0,88 0,95 0,98 0,88 Negativo
060 1,27 1,46 1,11 1,01 1,18 Negativo
061 0,72 0,78 3,31 3,68 2,50 Negativo
062 1,29 1,35 3,98 4,70 3,20 Negativo
063 1,62 1,58 0,87 1,15 1,03 Negativo
064 1,87 1, 67 0,83 0,72 1,05 Negativo
066 1,73 1,65 1,02 0,78 1,14 Negativo
067 3,84 3,77 1,11 0,92 1,78 Negativo
068 1,32 1,22 0,81 0,79 0,92 Negativo
069 2,49 2,35 4,16 4,78 4,07 Negativo
070 1,15 1,28 0,59 0,44 0,65 Negativo
071 1,44 1,45 0,73 0,61 0,85 Negativo
072 1,87 1,74 0,88 0,90 1,12 Negativo
073 1,73 1,73 1,10 0,96 1,12 Negativo
074 1,62 1,76 1,36 1,36 1,41 Negativo
075 1,59 1,64 1,60 1,83 1,54 Negativo
076 1,26 1,21 1,46 1,58 1,35 Negativo
077 1,08 1,50 1,22 1,24 1,18 Negativo
078 2,80 2,79 1,70 1,37 1,85 Negativo
080 1,63 1,53 1,30 1,31 1,30 Negativo
081 0,78 0,89 0,48 0,39 0,54 Negativo
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Deteccion de especies individuales y multiespecie utilizando microparticulas de recubrimiento individual combinadas
en donantes de sangre humanos normales

Microparticula Paramagnética

ID PfMSP1- | PvMSP1- | PoMSP1- | PmMSP1- | Recubrimiento individual | Resultados de la prueba

Muestra 19 19 19 19 combinado ELISA comercial
082 1,29 1,15 0,68 0,55 0,82 Negativo
083 1,11 1,07 0,54 0,47 0,56 Negativo
084 1,20 1,18 1,39 1, 60 1,27 Negativo
085 1,06 1,04 1,01 0,95 1,22 Negativo
086 1,17 1,45 1,38 1,53 1,32 Negativo
087 2,08 2,03 1,07 0,87 1,21 Negativo
088 1,42 1,46 0,70 0,64 0,85 Negativo
089 1,18 1,17 0,81 0,75 0,83 Negativo
091 2,27 2,13 0,90 0,65 1,13 Negativo
092 1,87 1,85 0,95 0,87 1,16 Negativo
093 1,48 1,45 0,68 0,70 0,89 Negativo
094 0,94 0,87 2,02 2,29 1,79 Negativo
095 1,09 1,19 0,74 0,70 0,78 Negativo
096 1,76 1,53 1,16 0,68 1,11 Negativo
097 0,76 0,82 0,38 0,34 0,53 Negativo
098 0,91 1,02 0,52 0,48 0,66 Negativo
099 1,07 1,08 0,59 0,63 0,76 Negativo
100 0,72 0,88 0,41 0,39 0,51 Negativo
101 1,63 1,63 1,39 1,26 1,35 Negativo
102 1,60 1,45 1,06 0,98 1,18 Negativo
103 0,84 0,75 0,70 0,63 0,74 Negativo
104 1,02 0,98 0,55 0,42 0,61 Negativo
105 2,00 119,91 2,53 1,09 36,69 Positive
106 1,10 1,08 0,68 0,59 0,78 Negativo
107 1,23 1,19 0,58 0,48 0,66 Negativo
108 0,76 0,76 2,04 2,77 1,66 Negativo
109 1,56 1,49 1,00 0,91 1,03 Negativo
110 1,27 1,20 0,65 0,51 0,68 Negativo
111 1,90 2,07 1,12 0,98 1,30 Negativo
112 1,21 1,21 1,23 1,37 1,18 Negativo
113 1,18 1,12 0,61 0,53 0,75 Negativo
114 1,67 1,64 0,98 0,85 1,05 Negativo
115 1,57 1,86 1,35 1,08 1,34 Negativo
116 1,46 1,41 0,72 0,63 0,85 Negativo
117 1,24 1,39 0,97 0,95 1,03 Negativo
118 1,04 1,14 0,66 0,55 0,72 Negativo
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Deteccion de especies individuales y multiespecie utilizando microparticulas de recubrimiento individual combinadas
en donantes de sangre humanos normales

Microparticula Paramagnética

ID PfMSP1- | PvMSP1- | PoMSP1- | PmMSP1- | Recubrimiento individual | Resultados de la prueba

Muestra 19 19 19 19 combinado ELISA comercial
119 0,98 0,95 0,57 0,48 0,57 Negativo
120 1,04 1,01 0,54 0,49 0,63 Negativo
121 1,75 1,91 4,00 4,56 3,37 Negativo
122 1,40 1,48 0,84 0,85 0,98 Negativo
123 0,80 0,81 0,46 0,41 0,51 Negativo
124 3,02 3,02 1,48 1,30 1,77 Negativo
125 1,12 1,22 0,58 0,49 0,62 Negativo

Un total de 122 donantes de sangre normales se escrutaron con el ELISA comercial para anticuerpos anti-plasmodio
y la muestra 105 fue reactiva. Esta muestra también era reactiva con las microparticulas recubiertas individualmente
con PvMSP1-19 y con las microparticulas mixtas. Las muestras 006 y 044 no eran reactivas con el ELISA comercial,
que solo tiene antigenos para P . Falciparum 'y P. vivax, pero estas muestras eran reactivas con las microparticulas
recubiertas individualmente con PoMSP1-19 y PmMSP1-19 y con las microparticulas mixtas. Estas dos muestras
pueden contener anticuerpos anti-plasmodio que los ensayos comerciales actuales no detectarian, pero pueden
detectarse con la inclusion de MSP1-19 recombinante de las cuatro especies de plasmodio.

LISTA DE SECUENCIAS INFORMAL

SEQ ID NO:1 secuencia de aminoacidos deducida de MSP1 de P. malariae

MKALIFLESEVEFFSINCHCETNEDYEQLIQKLGKLEELVVEGYNLFHKKKFALTDINKDGNTSTTDANNKDDSKV
SSVTAKIGNEVSKVLNLNLPGYVQLTFSIRELITKYSGLKYLIEGYEEFNELMYGINEFYYDLLRAKLNDMHLNGY
CDIPNHLKINEKELEMLKKVVEGYRKPLENIKDDINKMEKEF ITTNEATVNNIKELIKKEYNNIADENKKLEAPSE
SGSDDEDIKNCNEKQKIYKSRYNILEYEKQLLEAQKLIEVLKKRIQTLKENTDIKKLLDEIKEIEGKLPTSGSEA
SASAAAPGAIKEPENTQIKERQEKIKEIAKNIVENMDGLETDAFELDYYVREKEKKSENSATTQLANGKAVNRTP
PAPVMYPHGIIYAVSDDAISNILSKSSTQLTLEELONPDNRKQITIDDLKDENKRKELITKIKNKITEEEGKLNA
LKGDVDSKLEKFKKIEGEFKPLLEKFYDERLDNS ITTENFEKFLSKRTEYLTEKNLLESSSYELSKALVKKLKKQ
ILMYLEDYSLRKEVEDEEVNHFNCLDLOQLNADIHKLESEIKRKENLLTVVDTLKESDVVELQVQKVLLGKKIGQLK
NVEAFLQKAKLKETFHIPQAYGTGEQSEPYYLIALKREIDKLNISIPKIEEMLKNEKKLEEEKIKAAAQNVSGHV
SGADETSNSHGSSGGGGSTQTVTITTPSTTTTATTSSQTVSVGETGSAQAQAQPOPQPQPOQPOQTQTQTQTQPQAAG
ATGTPGQSGOSGOSGOSGAEGTTETTGTTGQAGTTGTPEQAAAAGPQAETTATPGQAGAAGAAGPQAETTGTPGQ
AGAAGPQTETEVEETQEIGIVVPTLSKLQYLEKLYDFLKTAYVCHINILVNNSTMNETLLOQQYKLKIEEDKKLLE
KCDQLDLLENVQONNLQVMY SMYDSVSNVLONQYKELNQKEMIYNIYKLVKKNDKLKNFLNLTANSAAASSALPPP
PSVPPAVPPASQQPQPOAALPAQPQAAVPAQSQATVPAQSQAAVPATTQSSSVSAPTGTNGASPATPVAPAGSEN
AIQLKANDNEDDANELDEFDIDDIYIKYLEQVSKYDENFKNFIESKKDI INKMSESEWKELGEEINTLKQDIQSSE
DNEFGKYKLKLERLLKKKNKITSSTNHIKEYSILKAQLLRKKNILNNPRHVLAAFVVEENKKIEAEKKEVENALKN
TDIMLKYYKARTKYYISEAFPLKTITEQSLOQKEINYLHLEKFKVYSRLEGRIKKMLNLEKENITYLSGGLHHVLT
ELKEIINDKTYTGYTHTKNNEEVNKALNVYEELLPKQISTEEQPDNALADGTENATEGAEVRAATAESLVQGEDE
YPEEVDEVIVEPIVGKKEKENPLDQITKGQAETKQDDNILKPITNEYEVLY IKPLAGVYRVLRKQIGDQIDAFNS
NLTNALDTRKKKRTYFLDVLNSDLIQFKHATSDSYIIKDPYKLLDVDKKAKLIGSYKYIVSAIEKDITSAENGVE
YYDKMTKLYKTQLEAVKSAIAEAQKEGDKKTENEKY IPFLTNMOTLYENLLNKINGNIINLKTLITNCNLEKDAV
NITISKLTEYSKFDEKIEMFKNSKNEKDIASSGILDILKOQKGLVNKNESTKIISELLGVDSNALLNISAKHACTE
TKYPENAGCYRYEDGKEVWRCLLNYKLVDGGCVEDEEPSCQVNNGGCAPEANCTKGDDNKIVCACNAPYSEPIFE
GVEFCGSSSFLGLSLLLAALLIMENLL

SEQ ID NO:2 secuencia de acidos nucleicos del gen MSP1 de P. malariae
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AAAAAAAAATTTTTATTTTACCAATTATAAAATACTCTATATTATCAAGTTTAATTCAAAAATGAAAGCACTTAT
ATTTTTGTTCTCTTTTGTCTTTTTTTCTATAAATTGTCACTGTGAAACAAATGAAGATTATGAACAACTTATTCA
AAAGTTGGGAAAACTGGAGGAACTAGTTGTAGAAGGGTATAACCTATTTCACAAAAAAAAATTTGCCTTAACAGA
CATTAATAAGGATGGTAATACCAGTACTACTGATGCAAATAATAAAGATGATAGTAAGGTTTCCTCCGTAACAGC
AAAAATAGGAAATTTTGTTAGCAAAGTTCTAAACCTGAATTTGCCAGGTTATGTTCAGTTAACTTTTTCAATTAG
GGAATTAATTACAAAGTACAGTGGTTTGAAATATCTAATTGAAGGATATGAAGAATTCAATGAATTAATGTATGG
AATTAATTTTTACTATGATTTATTAAGAGCTAAGTTGAATGATATGCATCTAAATGGCTACTGTGATATACCTAA
TCATCTAAAAATTAATGAAAAGGAATTAGAAATGCTTAAAAAAGTCGTATTTGGATATAGAAAACCATTAGAAAA
TATTAAAGACGATATTAACAAAATGGAGAAATTTATCACAACAAATGAAGCAACAGTAAATAATATAAAGGAATT
AATTAAGAAGGAATATAATAACATCGCTGATGAGAATAAAAAATTAGAGGCTCCTAGTGAATCAGGGTCAGATGA
CGAAGATATAAAGAATTGTAATGAAAAACAGAAAATATACAAATCTCGATATAACATTCTTTTTTACGAAAAGCA
GTTGCTAGAGGCACAAAAATTAATAGAAGTTTTAAAGAAGCGTATTCAAACTTTAAAAGAAAATACCGATATAAA
AAAATTGCTCGACGAAATAAAGGAAATTGAAGGGAAACTTCCTACAAGTGGTAGTGAAGCATCTGCCTCTGCAGC
AGCTCCTGGTGCTATAAAGGAACCAGAAAATACTCAAATAAAAGAACGTCAAGAAAAGATTAAAGAAATTGCGAA
AAATATAGTATTCAATATGGATGGTCTATTTACAGATGCCTTCGAATTGGATTACTATGTAAGAGAAAAAGAAAA
AAAATCATTCAACTCGGCAACTACTCAACTAGCTAACGGTAAAGCAGTAAACAGAACACCTCCTGCACCAGTAAT
GTATCCTCATGGAATAATTTATGCTGTATCAGATGATGCTATAAGTAACATACTATCTAAAAGTAGTACACAGTT
AACACTTGAAGAATTACAAAATCCTGACAATAGAAAACAAATTACTATTGACGATCTTAAAGACGAAAACAAAAG
AAAAGAATTGATAACTAAAATAAAAAATAAAATTACAGAAGAAGAAGGGAAATTAAATGCATTAAAAGGAGATGT
TGATAGTAAATTAGAGAAATTTAAGAAAATAGAAGGGGAATTTAAACCATTACTTGAAAAATTTTATGATGAAAG
ACTTGATAATAGCATTACAACAGAGAATTTTGAAAAATTTTTAAGTAAAAGAACAGAATATTTAACGGAAAAGAA
TTTGCTTGAAAGCTCTTCTTACGAATTGTCGAAAGCATTGGTAAAGAAATTAAAARAGCAACTTATGTATTTAGA
AGACTATTCATTAAGAAAAGAAGTATTTGATGAAGAGGTAAATCATTTCAACTGCTTAGACTTACAATTAAATGC
TGATATTCATAAATTAGAAAGTGAAATTAAAAGAAAAGAAAATTTACTTACAGTAGTTGATACCTTAAAATTTTC
AGATGTCGTGGAATTACAAGTACAAAAAGTATTATTAGGTAAAAAAATAGGACAACTAAAAAATGTAGAAGCATT
TTTACAAAAAGCAAAATTAAAAGAAACGTTTCACATCCCCCAAGCATACGGAACAGGAGAACAATCCGAACCATA
CTATTTAATTGCACTAAAGAGGGAAATTGATAAATTAAATATTTCTATTCCAAAAATTGAGGAAATGTTAAAAAA
TGAGAAAAAACTGGAGGAAGAAAAAATCAAGGCGGCAGCACAAAATGTAAGCGGCCATGTTTCCGGAGCAGATGA
AACATCAAACAGTCATGGATCATCTGGAGGAGGAGGATCAACACAAACAGTAACGACAACACCATCAACTACAAC
AACAGCAACTACATCATCACAARACAGTATCAGTAGGAGAAACAGGATCAGCACAAGCACAAGCACAACCACAACC
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ACAACCACAACCACAACCACAARACACAAACACAAACACAAACACAACCACAAGCAGCAGGAGCAACGGGAACACC
AGGACAATCAGGACAATCAGGACAATCAGGACAATCAGGAGCTGAAGGAACAACAGARACTACGGGAACAACAGG
ACAGGCAGGAACAACGGGAACACCAGAACAAGCAGCAGCTGCAGGACCACAAGCAGAAACTACGGCAACACCAGG
ACAAGCAGGAGCTGCAGGAGCTGCAGGACCACAAGCAGAAACTACGGGAACACCAGGACAAGCGGGAGCTGCAGG
ACCACAAACAGAGACAGAAGTAGAAGAAACTCAGGAAATTGGAATCGTTGTTCCGACATTGTCCAAATTGCAATA
TCTTGAAAAGCTATATGACTTTTTGAAAACTGCTTATGTGTGTCATATCAACATTTTGGTAAATAACTCAACCAT
GAATGAAACGTTACTACAACAATATAAACTGAAGATAGAAGAAGATAAGAAATTATTAGAGAAGTGCGACCAATT
AGATTTGTTATTTAATGTTCAGAATAACTTACAAGTCATGTATTCAATGTATGACAGTGTGAGCAATGTTCTACA
AAATCAGTACAAAGAATTAAACCAAAAGGAAATGATTTATAATATTTATAAACTGGTGAAGAAGAATGACAAACT
TAAAAACTTCTTAAACTTAACTGCAAACAGTGCAGCTGCATCTTCGGCATTACCACCTCCACCATCAGTACCACC
TGCAGTACCACCAGCATCACAACAGCCACAACCTCAAGCAGCATTACCAGCACAACCTCAAGCAGCAGTACCAGC
ACAATCTCAAGCAACAGTACCAGCACAATCTCAAGCAGCAGTACCAGCAACAACTCAATCCTCATCGGTATCAGC
ACCAACAGGTACAAATGGTGCATCCCCAGCAACTCCTGTAGCTCCAGCTGGTAGTGAAAATGCGATTCAGTTAAA
AGCGAATGACAACGAGGACGATGCAAATGAACTAGATTTCGACATTGACGATATTTATATAAAATACTTAGAACA
AGTGAGCAAATACGACGAGAACTTCAAAAATTTTATAGAGTCCAAAAAAGATATAATAAATAAGATGAGCGAAAG
TGAATGGAAAGAATTAGGAGAAGAAATCAACACATTGAAACAAGATATACAATCATCATTTGATAATTTTGGAAA
ATATAAACTTAAATTGGAAAGATTATTAAAAAAGAAAAATAAAATTACAAGCAGTACTAATCATATTAAAGAATA
TAGTATTTTAAAAGCACAATTATTAAGGAAAAAAAATATTCTAAATAACCCAAGACATGTACTAGCAGCTTTTGT
AGTATTCTTTAATAAAAAGATAGAAGCAGAAAAGAAAGAAGTTGAAAATGCTTTAAAAAATACTGATATTATGTT
GAAATATTATAAGGCAAGAACCAAATATTATATTAGTGAAGCATTCCCCTTAAAAACAATAACTGAACAATCACT
TCAAAAAGAAATTAACTATTTACATTTAGAAAAATTTAAAGTATATAGTAGATTAGAAGGACGCATTAAGAARAT
GTTGAATTTAGAAAAAGAAAATATTACCTACTTATCTGGTGGATTACATCATGTACTTACAGAATTAAAAGAGAT
CATAAATGATAAAACATACACCGGTTATACACATACTAAAAATAACGAAGAAGTTAACAAAGCGTTAAATGTTTA
TGAGGAATTGCTTCCAAAGCAAATATCCACAGAAGAGCAACCGGATAATGCATTAGCAGATGGAACGGAAAATGC
AACAGAAGGTGCAGAAGTGCGTGCAGCAACTGCAGARAGTTTAGTGCAGGGAGAAGATGAGTACCCTGAAGAAGT
TGATGAGGTGATCGTGTTTCCCATTGTGGGTAAGAAAGAAAAGGAAAATCCATTAGATCAAATAACAARAGGACA
AGCTGAAACTAAACAAGATGATAATATATTGAAACCAATTACAAATGAGTATGAAGTATTATATATTAAACCATT
AGCTGGAGTATATAGAGTTTTAAGAAAACAAATAGGAGATCAGATAGACGCTTTTAATAGTAATTTGACAAATGC
TTTGGATACTCGAAAAAAGAARAAGAACATATTTCTTAGATGTATTAAATTCTGATTTAATTCAATTTAAACATGC
AACTTCCGACAGTTATATTATAAAAGATCCGTATAAACTATTAGATGTTGATAAGAAAGCGAAGCTTATAGGTAG
CTATAAATATATCGTCTCTGCAATAGAAAAGGATATCACTTCAGCTGAGAACGGAGTAGAATATTATGATAAGAT
GACCAAGTTGTACAAGACTCAGTTAGAAGCAGTAAAAAGCGCAATTGCTGAAGCACAAAAAGAGGGTGATAARAAA
AACTGAAAATGAAAAATATATTCCATTCTTAACGAACATGCAGACATTATATGAAAATTTATTGAATAAAATAAA
TGGAAACATAATAAATTTAAARACTTTAATTACAAACTGTAATTTAGARAAAGATGCAGTAAACATTACTATAAG
TAAATTAACAGAATACAGCAAATTTGATGAAAAAATAGAAATGTTTAAAAACTCTAAAAATGAAAAGGATATAGC
AAGTTCTGGAATATTAGACATACTTAAACAAAAAGGACTTGTTAATAAAAATGAATCAACTAAGATTATATCAGA
ATTACTTGGTGTAGACTCTAATGCATTACTGAATATTAGCGCAAAACATGCATGTACCGAAACAAAATATCCTGA
AAATGCAGGATGTTATAGATATGAAGACGGAAAAGAAGTATGGAGATGCTTATTAAATTATAAACTAGTTGATGG
AGGATGTGTTGAAGATGAAGAGCCTTCTTGTCAAGTTAACAATGGAGGATGTGCTCCTGAAGCTAACTGTACCAA
AGGAGATGACAACAAAATTGTCTGTGCTTGTAACGCACCCTATTCTGAACCTATATTTGAAGGTGTTTTCTGTGG
TTCTTCAAGTTTCCTCGGCTTATCACTATTATTAGCAGCTTTATTAATTATGTTTAACTTACTTTAAGAAAAAAA
GACAGAAAAGAAGGATACGAATGAACATAAAATGAGAAGGATTAAGACTGAGCAAGAGGAAAAGAGAGAAAATCA
TAGATC

SEQ ID NO:3 secuencia de aminoacidos deducida de MSP1 de P. ovale

MKVEVFALSFIFFIVNCQCETLENYKELLHKLNNLEALVVDGYNLFHKTPLTLQKLETEVTTTGRGSGSSTT
SVSSIPSDASRAVSTRDSNSNINNQVVSKLTADIRFLLSRFLQLNIPGHGDLMHEFIREISLDTNGLKYLIEG
YEEFNELMYILNEFYYDLFRAKLHDMCANDYCEIPDHLKISDKELDMLKKVVLGYRKPLENIKDDISKMETE I
QKNTQTVENIKGLIEAEEKKRYGEVAVSGNTGSAGAASGTNASASSGQENSSTESETEKYNKAKALYQSIYN
ALFYKKQLTEAEKLIEVLKKRVQTLKEHKEIKKLLEEIAEKESKVTPPSNTASQTQLOEEINKLKTQIKNIA
KTVKFEMEGLFTDPVELDYYLREKDKKASKVVETQSGSTTPPKPTYPNGLIYPLEKENISELLSKAVTETTE
GDLONVEIGKALNKEIFTNDDKRNEFIDKLKNKIKQQEELLSKQKVDYDAKLKLYEEQKKKAIPLFEQFHNG
KLDNTLIPSKFEEFKVERDKYMQLKNELKNCPYEMTKNTVDKLNKQLAYLNDY SLRKEVENKEVKHFTGLEW
KLOQTEIDKLANEIKKNENILITASTLPLSNVVELQVOKVLVAKKIELLKKVEKLLHKAQLKDHLYVPQVYGT
QAKPEAYYLFVLKKEIDKLGEFMPKIKEMLDKEKANPTPATAQGALPVRGVDEILVMGNONEATAVTSPSTS
TESSEGATQPAATVQPAAPGVQTGIPVAQPGASAPGVPEAPAPEATAPEVPAIEAQAPVQOPTQGQOVQAATON
GPTMTKLQYLEKLYYFLYTSYVCHKYILVTINSTMNKDLLAKYNLTPEEEEKKKT IKCDQLDLLENLONNLPV
MYSLEDNMSSTLQSNYIQLYEKEMLYNIYKMKNSDKAIKEFLETQGITGTAPDATPLVNTQATTQAATQVTT
QAATQTATQTATHASTHASTQAATQGNVPQASNDEHTPSATTVNPATTTPDKSLKESTSEGTLMTQGNADDD
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VSEPEKKEIEVEEFYKKYLEEVDKYDDYFKAFLSSKKDAVNKMTEKDWKELEEEVKTLKSRLDMSLDHYNKY
KLKLGRLEFKKNEKVLSSKEHIKELSILKAQLMRRQFMLNNPRHVIHNFRVEFNKKRETEKKEVENTLKNTDA
LLKYYKARVKYYNGETFPLKTISEDTLEKENNYLNLEKFKLY SRLEGKLKQNINLEKENITYLSSALYHVLS
ELKGITHNKKYTGNPHAANMVEVNNALNLYKDLLPKVETVASTGAATQTQGGEGASAAAAPPAALPAAPPAA
PPAAPPAASAAAPGTANGETATVAHAEDYTEDDNNVIVLPLEGKKGTHAFDQVTQGEAQDKDDNILNEITNE
YEVVYVKPLAGVYKTLKKQLEAHVTAFHSNVTNMLESRLKKRNYFLEVLNSDLTQYKHATSDNYVIRDAYKL
LDFEKKKKLLSSYKYIKDSVEKDVEIATDGIDYYEKMAALYKTYLESVNAQVDAIDKTGDDATKATNKKELP
FLASINAMYETLLEKVNTYNSQLKSSLNSCQLEKIRVGIVVDKLNDYVMEDEKLEELKSSKEKDLTKLYKDI
DTSNIINKLKRSGEVDTDESKKLLSELLDVDSAQLLSMGSKHKCIDITYPDNAGCYREFSDGREEWRCLLNEFK
KVGETCVPNNNPTCAENNGGCDPTADCAESENNKITCTCTGONESFFEGVECGSSSEFLSLSFLLAVLLILEN
LL

SEQ ID NO:4 secuencia de acidos nucleicos del gen MSP1 de P. ovale

AATTCAAAAATGAAGGTGTTCGTATTTGCGCTCTCTTTCATTTTTTTTATTGTGAACTGTCAATGTGAAACG
CTCGAAAATTATAAAGAGCTTCTTCATAAGTTAAATAATTTGGAAGCTCTAGTGGTTGATGGCTACAACTTA
TTTCACAAAACTCCCTTAACCCTACAAAAGTTAGAAACTGAAGTCACAACTACTGGAAGAGGTAGTGGTAGC
AGTACTACTTCTGTTTCCTCCATTCCAAGTGATGCAAGTAGAGCTGTATCTACCCGTGATTCTAATAGCAAC
ATCAACAACCAAGTGGTTAGCAAGTTAACAGCGGACATAAGATTCCTTCTATCAAGATTTTTGCAGTTAAAT
ATTCCAGGACATGGAGATTTAATGCATTTCATAAGAGAAATTTCGTTAGATACAAACGGACTAAAATATCTA
ATAGAAGGATATGAAGAATTTAACGAGTTAATGTACATATTGAACTTTTATTATGATCTGTTCAGAGCTAAA
CTACATGATATGTGTGCAAATGATTATTGTGAAATACCAGACCATCTTAAAATTAGTGATAAGGAATTGGAC
ATGCTCAAAAAAGTTGTATTAGGATACAGAAAACCGTTAGAAAATATAAAAGACGATATTTCAAAAATGGAG
ACATTCATTCAAAAAAATACTCAAACAGTGGAAAATATAAAGGGCTTAATAGAGGCAGAAGAAAAAAAAAGG
TATGGTGAGGTTGCAGTAAGTGGAAATACAGGAAGTGCAGGAGCTGCCTCAGGAACTAATGCATCTGCAAGT
TCAGGCCAAGAAAATTCTTCTACTGAAAGCGAAACAGAAAAGTATAACAAAGCTAAAGCTTTATATCAATCC
ATATATAACGCCTTATTTTACAAAAAGCAGTTAACAGAAGCAGAAAAATTAATCGAAGTTTTAAAAAAGCGT
GTGCAAACGTTAAAAGAGCACAAAGAGATAAAAAAATTACTCGAAGAAATCGCGGAAAAGGAAAGCAAAGTT
ACCCCACCGAGTAATACCGCTTCACAAACGCAACTGCAGGAAGAAATTAACAAACTTAAAACTCAAATTAAG
AACATCGCAAAAACTGTAAAATTCGAAATGGAAGGTCTGTTTACTGATCCTGTTGAATTGGATTACTACTTA
CGAGAAAAGGACAAAAAGGCAAGTAAAGTAGTAGAAACACAAAGTGGTTCAACAACTCCGCCTAAGCCTACG
TATCCCAATGGTCTCATCTACCCTTTGGAAAAAGAAAACATCTCTGAGTTGTTATCAAAAGCCGTGACAGAA
ACAACTTTTGGTGATTTACAAAATGTAGAAATTGGAAAAGCATTAAATAAAGAAATTTTCACGAATGATGAT
AAGAGAAATGAATTCATAGACAAACTTAAAAATAAAATTAAACAACAAGAAGAACTTTTATCTAAACAAAAA
GTGGACTATGATGCAAAACTTAAATTGTACGAGGAGCAAAAGAAGAAAGCTATTCCCCTATTTGAGCAGTTT
CACAATGGAAAACTTGACAACACACTTATTCCTAGTAAATTCGAAGAATTTARAGTAGAAAGAGACAAGTAT
ATGCAACTCAAGAACGAGTTAAAAAATTGTCCATACGAAATGACAAAAAACACGGTGGATAAGTTAAATAAA
CAACTTGCATATTTGAATGACTACTCATTGAGAAAAGAAGTTTTTAATAAAGAAGTTAAACATTTTACAGGA
TTAGAGTGGAAACTACAAACTGAAATTGACAAATTAGCAAACGAAATAAAGAARARATGAAAATATACTTATA
ACAGCATCTACCTTACCATTATCTAATGTAGTAGAATTACAAGTACAAAAAGTATTAGTAGCAAAAAAAATT
GAACTTTTAAAAAAAGTAGAAAAACTTTTACACAAAGCACAGTTGAAAGATCACCTTTACGTCCCTCAGGTT
TATGGTACACAAGCGAAACCTGAAGCATACTATTTATTTGTCCTGAAAAAGGAAATTGACAAACTGGGGGAA
TTTATGCCTAAAATAAAGGAGATGTTAGATAAGGAGAAGGCAAACCCCACTCCAGCGACAGCACAGGGAGCC
CTTCCAGTTCGAGGGGTTGATGAAATACTAGTCATGGGAAATCAAAACGAAGCTACAGCAGTAACATCACCA
TCAACATCAACAGAATCATCCGAGGGAGCAACACAACCAGCAGCAACAGTACAGCCAGCAGCGCCAGGAGTA
CAAACGGGAATACCAGTAGCACAGCCAGGAGCATCAGCACCAGGAGTACCAGAAGCACCAGCACCAGAAGCA
ACAGCACCAGAAGTACCAGCAATAGAAGCACAAGCACCTGTGCAACCTACGCAAGGACAGGTCCAAGCAGCC
ACCCAAAATGGCCCAACAATGACAAAATTACAATATCTCGAGAAGTTATATTACTTTTTGTATACCTCCTAT
GTATGTCATAAGTACATTTTAGTGACAAACTCTACAATGAACAAAGATTTGTTGGCAAAATATAATCTTACA
CCAGAAGAAGAAGAAAAAAAAAAGACAATAAAATGTGATCAGTTAGATTTATTGTTTAACTTACAAAACAAT
TTACCAGTCATGTATTCTCTCTTTGATAATATGAGCTCGACTTTGCAAAGCAATTACATTCAATTATATGAA
AAGGAAATGCTGTACAATATATACAAGATGAAAAACAGTGATAAGGCGATCAAAGAATTTCTAGAGACACAA
GGTATAACAGGTACAGCACCAGATGCTACTCCTCTAGTCAATACACAAGCCACTACGCAAGCCGCTACACAA
GTCACTACGCAAGCCGCTACACAAACCGCTACACAAACCGCTACACATGCCTCTACACATGCCTCTACACAA
GCCGCTACACAAGGTAATGTTCCACAAGCCTCTAATGATGAACATACACCTTCAGCAACAACAGTTAATCCG
GCAACGACAACACCAGATAAATCTTTGAAAGAAAGCACATCTGAGGGAACGTTGATGACACAGGGAAACGCA
GATGATGATGTATCTGAGCCTGAAAAAAAGGAAATAGAAGTGGAAGAATTTTACAAGAAGTATTTAGAGGAA
GTAGATAAGTATGATGACTACTTTAAAGCTTTTCTTTCATCCAAAAAGGATGCTGTAAATAAAATGACAGAA
AAAGATTGGAAAGAATTAGAAGAAGAAGTAAAAACATTAAAGAGTAGGTTAGATATGTCATTAGATCATTAT
AATAAGTATAAATTAAAATTAGGTAGATTGTTTAAAAAAAATGAAAAAGTTTTAAGTAGTAAAGAACATATT
AAAGAATTGAGTATTTTAAAAGCACAATTGATGAGAAGACAATTTATGCTTAATAACCCAAGACATGTAATA
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CATAACTTTAGAGTTTTTTTTAATAAAAAAAGAGAAACTGAAAAGAAAGAAGTTGAAAATACACTAAAAAAT
ACAGATGCATTGTTAAAATATTACAAAGCAAGAGTTAAGTACTATAATGGAGAAACTTTCCCATTAAAAACA
ATAAGTGAAGATACATTAGAAAAAGAAAATAATTATCTCAATTTGGAAAAATTTAAGTTATACAGCAGATTG
GAAGGAAAACTAAAACAAAACATAAATTTGGAAAAAGAAAATATCACATACCTATCTAGTGCATTATATCAC
GTTCTTTCAGAATTAAAGGGGATTATACACAATAAAAAGTACACAGGAAATCCTCATGCTGCAAATATGGTA
GAGGTTAACAATGCGTTGAATCTGTACAAAGATTTGCTTCCAAAAGTGGAAACTGTGGCTTCCACTGGTGCC
GCGACGCAGACACAAGGCGGGGAAGGAGCATCAGCAGCAGCAGCACCACCAGCAGCGTTACCAGCAGCACCA
CCAGCAGCACCACCAGCAGCACCACCAGCAGCATCAGCAGCAGCACCTGGAACTGCAAATGGTGAAACAGCA
ACGGTAGCACACGCAGAAGACTATACGGAAGACGACAATAACGTCATTGTACTACCCCTTTTCGGAAAGAAA
GGAACACATGCGTTTGACCAAGTGACGCAGGGTGAAGCACAAGACAAGGACGACAATATACTGAATGAAATC
ACCAACGAATACGAAGTTGTGTACGTGAAACCGTTAGCTGGTGTATATAAAACGTTGAAGAAGCAATTGGAA
GCACATGTTACAGCATTTCACAGTAACGTAACAAACATGTTGGAATCTCGTTTGAAAAAAAGAAATTATTTT
TTGGAAGTGTTAAACTCTGATTTGACTCAATACAAACATGCAACTTCTGACAATTACGTTATTAGAGATGCG
TACAAATTATTAGACTTTGAAAAAAAAAAAAAATTGTTAAGTAGCTACAAATATATTAAAGATTCTGTTGAG
AAAGATGTAGAAATTGCTACGGATGGAATTGACTATTATGAAAAAATGGCTGCTCTGTATAAGACGTACCTA
GAATCGGTTAATGCTCAGGTAGATGCAATAGATAAAACTGGGGATGATGCTACTAAGGCAACTAATAAAAAA
TTTCTTCCCTTTTTGGCTAGTATCAATGCTATGTACGAAACTTTGTTAGAAAARAGTGAACACCTACAATTCC
CAATTAAAATCAAGTTTAAACAGTTGCCAGTTGGAARAAAATTAGAGTAGGTATTGTTGTGGATAAACTGAAT
GACTATGTAATGTTTGATGAAAAATTAGAAGAGTTAAAATCGAGTAAGGAAAAAGATTTGACAAAATTATAT
AAAGATATAGATACATCTAACATAATAAACAAGTTAAAGAGATCAGGTTTTGTAGATACAGATGAGTCAAAG
AAATTATTATCCGAGTTGTTAGATGTAGATTCTGCTCAATTGTTGTCTATGGGATCTAAACATAAATGTATT
GATATAACATATCCAGATAATGCAGGATGTTATAGATTTTCTGATGGACGAGAAGAATGGAGATGTTTGTTA
AACTTTAAAAAAGTTGGAGAAACATGTGTACCAAATAACAATCCTACATGTGCAGAAAATAATGGTGGATGT
GATCCCACTGCAGATTGTGCAGAATCTGAAAATAATAAAATTACTTGTACATGTACTGGACAAAATGAATCA
TTCTTCGAAGGTGTTTTCTGTGGCTCATCAAGTTTCCTTAGCTTATCTTTCTTATTGGCAGTCTTATTGATC
CTATTTAACTTACTTTAAAAGGAGAGAGTGAGGGTAAATACAAAAGTTGTTACATTTTTTTTTTTTTTTTTT

SEQ ID NO:5 secuencia de aminoacidos de MSP1 de P. vivax (NUum. de acceso AAAG3427)

MKALLFEFSFIFFVTKCQCETESYKQLVANVDKLEALVVDGYELFHKKKLGENDIKVDANANNNNNNQVSVLTSK
IRNFVGKFLELQIPGHTDLLHLIRELAFEPNGIKYLVESYEEFNQLMHVINFHYDLLRANVHDMCAHDYCKIPEH
LKISDKELDMLKKVVLGLWKPLDNIKDDIGKLETFITKNKETISNINKLISDENAKRGGQSTNTTNGPGAQNNAA
QGSTGNTETGTRSSASSNTLSGGDGTTVVGTSSPAPAAPSSTNEDYDEKKKIYQAMYNGIFYTSQLEEAQKLIEV
LEKRVKVLKEHKGIKALLEQVEAEKKKLPKDNTTNRPLTDEQQKAAQKKIADLESQIVANAKTVNEDLDGLETDA
EELEYYLREKAKMAGTLIIPESTKSAGTPGKTVPTLKETYPHGISYALAENSIYELIEKIGSDETFGDLONPDDG
KOPKKGILINETKRKELLEKIMNKIKIEEDKLPNLKKELEEKYKVYEAKVNEFKPAFNHFYEARLDNTLVENKED
EFKTKREAYMEEKKKLESCSYEQNTNLINKLKKQLTYLEDYVLRKDIADDE IKHF SEMEWKLKSEIYDLAQEIRK
NENKLTVENKEDESGVVEGQVQKVLI IKKIEALKNVONLLKNAKVKDDLYVPKVYNTGEKPEPYYLMVLKREIDK
LKDFIPKIESMIATEKAKPAASAPVTSGQLLRGSSEAATEVTTNAVTSEDQQQQQQQQQQQQ0Q0000000005Q
VVPAPAGDAQQVISTQPTSQSAAPGVSATPAPTPAAAAAPAPAMSKLEYLEKLLDEFLKSAYACHKHIEFVTNSTMD
KKLLKEYELNADEKTKINQNKCDELDLLENVONNLPAMYSIYDSMSNELONLY IELYQKEMVYNIYKNKDTDKKI
KAFLETSNNKAAAPAQSAAKPSGQAEYYSSNDNCASNHNNSYSKSPNISCNKHTSTPQAEENQRVGGNSEEKPEA
DTAQVEKFYDKHLSQIDKYNDYFKKFLESKKEEI IKMDDTKWNALGKEIEELKKKLQVSLDHYGKYKLKLERFLK
KKNKISNSKDQIKKLTSLKNKLERROQNLLNNPTSVLKNYTAFFNKKRETEKKEVENTLKNTEILLKYYKARAKYY
IGEPFPLKTLSEESMOKEDNYLNLEKFRCSADWKEIRKDTELERSNISYLSSGLLHVLDRAEEIINDKKY SGKDH
AKNIAEVKKALQAYQELIPKVTSQESTSVAVIVPGAVVPGVPTAAAAGSGASGAVPPAAAAGSGASGAVPPAGGP
SPPATGGVVPGVVESAEAQTKAQAQDYAEDYDKVIALPLEFGNNDDDGEEDQVTTGEAESEAPEILVPAGISDYDV
VYLKPLAGMYKTIKKQLENHVNAENTNITDMLDSRLKKRNY FLEVLNSDLNPFKYSPSGEYIIKDPYKLLDLEKK
KKLLGSYKYIGASIDKDLATANDGVTYYNKMGELYKTHLTAVNEEVKKVEADIKAEDDKIKKIGSDSTKTTEKTQ
SMAKKAELEKYLPEFLNSLOKEYESLVSKVNTYTDNLKKVINNCQLEKKEAEITVKKLODYNKMDEKLEEYKKSEK
KNEVKSSGLLEKLMKSKLIKENESKEILSQLLNVQTQLLTMSSEHTCIDTNVPDNAACYRYLDGMEEWRCLLTEK
EEGGKCVPGSNVTCKDNNGGCAPEAECKMTDSNKIVCKCTKEGSEPLFEGVFCSSSSFLSLSFLLLMLLELLCME
L

SEQ ID NO:6 secuencia de ADN 5' de MSP1 de P. malariae (Nim. de acceso AF138881)

TTTTTCGTTATCAATTCTCAATGTGTAACAAATGAAGATTATGAACAACTCATTCAAAAGTTGGGAARACTGGAG
GAACTAGTTGTAGAAGGGTATAACCTATTTCACAAAAAAAAATTTGCCTTAACAGACATTAATAAGGATGGTAAT

ACCAGTACTACTGATGCAAATAATAAAGATGATAGTAAGGTTTCCTCCGTAACAGCAAAAATAGGAAATTTTGTC
AGCAAAGTTCTAAACCTGAATTTGCCAGGTITATGTTCAGTTAACTTTTTCAATTAGGGAATTAATTACAAAGTAC
AGTGGTTTGAAAAATCTAATTGAAGGATATGAAGAATTCAATGAATTAATGTATGGAATTAACTTTCACTATGAT
TTATTAAGGGCA

SEQ ID NO:7 PL1473F18
TAACGAACGAGATCTTAA
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SEQ ID NO:8 PL1679R18
GTTCCTCTAAGAAGCTTT

SEQ ID NO:9 As1
TTTTTYRTTATCAAWTGWCAATGTGWAAC

SEQ ID NO:10 As2
GCYCTYAAYAAATCATARTRRAAGTT

SEQ ID NO:11 PmMSP1-F1
AATGAAGATTATGAACAACTYATTCAA

SEQ ID NO:12 PmMSP1-R1
AATTAATTCCCTAATTGAAAAAGTTAA

SEQ ID NO:13 MSP1-R1
GAAGCTGGARGARCTRCAGAA

SEQ ID NO:14 MSP1-R2
GAAGAACTRCAGAAAAYWCCMTC

SEQ ID NO:15 PmMSP1-F2
AAGTTGGGAAAACTGGAGGAAC

SEQ ID NO:16 S-Bam24
AGGGACCTGGACATACGATGACTG

SEQ ID NO:17 S-Bam12
GATCCAGTCATC

SEQ ID NO:18 PmMSP1-F3
TCAGAATTACTTGGTGTAGACTC

SEQ ID NO:19 PmMSP1-F7
AGAAGGGTATAACCTATTTCAC

SEQ ID NO:20 PmMSP1-R8
CTAGTTCCTCCAGTTTTCCCAAC

SEQ ID NO:21 PmMSP1-R2
GAAGGCTCTTTATCTTCAACAC

SEQ ID NO:22 PmMSP1-R3
CAACACATCCTCCATCAMCTAG

SEQ ID NO:23 PmMSP1-F4
CCTGGTGCTATAAAGGAACCAG

SEQ ID NO:24 PmMSP1-F5
AGATGTCGTGGAATTACAAGTAC

SEQ ID NO:25 PmMSP1-R4
CTCTATATACTCCAGCTAATGG

SEQ ID NO:26 PmMSP1-R5
GAAGTTCTCGTCGTATTTGCTC

SEQ ID NO: 27 PoMSP1-F1
CAAGTGGTTAGCAAGTTAACAG

SEQ ID NO: 28 PoMSP1-F2
CGGACATAAGATTCCTTCTATC

SEC ID NO: 29 PoMSP1-R3
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CTGTTAACTTGCTAACCACTTG

SEQ ID NO: 30 PoMSP1-R6
TGTTGATGTTGCTATTAGAATCAC

SEQ ID NO: 31 PoMSP1-F8
CCACTGCAGATTGTGCAGAATCTG

SEC ID NO: 32 PoMSP1-R1
TTGGTACACATGTTTCTCCAAC

SEC ID NO: 33 PoMSP1-R2
ATCTCCATTCTTCTCGTCCATC

SEQ ID NO: 34 PoMSP1-F3
GTTGTTAGATGTAGATTCTGCTC

SEQ ID NO: 35 PoMSP1-F4
TTGAATTGGATTACTACTTACGAG

SEQ ID NO: 36 PoMSP1-F5
GATCACCTTTACGTCCCTCAG

SEC ID NO: 37 PoMSP1-F6
GACAATAAAATGTGATCAGTTAG

SEC ID NO: 38 POMSP1-F7
AGTAGGTTAGATATGTCATTAGATC

SEC ID NO: 39 PoMSP1-R4
AGGTACGTCTTATACAGAGCAG

SEC ID NO: 40 PoMSP1-R5
GAAACGAGATTCCAACATGTTTG

SEQ ID NO: 41 ADN de PfMSP1-p19 (gen sintético)

GAATTCCATGAACATCAGCCAGCACCAGTGCGTTAAAAAGCAATGTCCGCAGAACTCCGGTTGCTTCCGTCATCT
GGACGAACGCGAAGAGTGTAAATGCCTGCTGAACTACAAACAAGAAGGCGATAAATGCGTGGAAAATCCGAACCC
AACCTGTAACGAAAACAATGGTGGCTGCGACGCGGATGCTAAATGTACCGAGGAAGACTCTGGTTCCAACGGCAA
AAAGATCACTTGCGAATGTACCAAGCCGGACAGCTACCCGCTGTTCGACGGTATTTTCTGCTCTTCCAGCAACCA
TCATCACCATCACCATTGAGGATCC

SEQ ID NO: 42 ADN de PvMSP1-p19 (gen sintético)

GAATTCCATGGTTCAGACCCAGCTGCTGACTATGTCCTCTGAACACACCTGTATCGACACCAACGTGCCGGACAA
CGCGGCTTGTTACCGTTATCTGGACGGCACCGAAGAGTGGCGCTGCCTGCTGACTTTCAAAGAAGAGGGTGGCAA
GTGCGTACCGGCGAGCAACGTAACCTGTAAAGATAACAATGGCGGTTGCGCACCAGAAGCTGAATGCAAAATGAC
TGACAGCAACAAGATTGTGTGTAAATGCACCAAAGAAGGCTCCGAACCGCTGTTTGAAGGTGTGTTCTGTAGCTC
TTCCAGCCATCATCACCATCACCATTGAGGATCC

SEQ ID NO: 43 ADN PmMSP1-p19 (gen sintético)

GAATTCCATGGTTGATTCTAACGCGCTGCTGAATATCTCTGCAAAACACGCTTGCACCGAAACTAAGTACCCGGA
AAACGCTGGCTGCTACCGCTATGAAGATGGTAAAGAAGTGTGGCGCTGTCTGCTGAACTATAAACTGGTTGACGG
CGGCTGTGTTGAAGATGAAGAACCGTCTTGCCAGGTTAACAACGGCGGTTGCGCACCGGAAGCTAACTGCACTAA
AGGTGATGATAACAAAATTGTATGCGCGTGCAACGCACCGTACTCTGAACCGATCTTCGAAGGCGTGTTTTGTTC
TTCTTCCTCTCATCATCACCATCACCATTGAGGATCC

SEQ ID NO: 44 ADN de PoMSP1-p19 (gen sintético)
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GAATTCCATGGTGGATTCTGCACAACTGCTGTCTATGGGCTCTAAACACAAATGTATTGATATCACGTATCCGGA
CAACGCAGGCTGCTACCGTTTTAGCGATGGCCGTGAGGAGTGGCGCTGCCTGCTGAACTTCAAAAAGGTTGGTGA
GACCTGCGTTCCGAACAACAACCCGACCTGCGCGGAGAACAACGGCGGTTGCGACCCGACTGCCGACTGTGCGGA
AAGCGAAAACAATAAGATTACCTGCACGTGCACCGGTCAGAACGAGAGCTTTTTCGAAGGTGTCTTCTGTTCCTC
CTCCTCTCATCATCACCATCACCATTGAGGATCC

SEQ ID NO: 45 secuencia de aminoacidos de PfMSP1-p19

MNISQHQCVKKQCPONSGCFRHLDEREECKCLLNYKQEGDKCVENPNPTCNENNGGCDADAKCTEEDSGSNGKKI
TCECTKPDSYPLFDGIFCSSSNHHHIHH

SEQ ID NO: 46 secuencia de aminoacidos de PvMSP1-p19

MVQTQLLTMSSEHTCIDTNVPDNAACYRYLDGTEEWRCLLTFKEEGGKCVPASNVTCKDNNGGCAPEAECKMTDS
NKIVCKCTKEGSEPLFEGVFCSSSSHHHHHH

SEQ ID NO: 47 Secuencia de aminoacidos de PmMSP1-p19

MVDSNALLNISAKHACTETKYPENAGCYRYEDGKEVWRCLLNYKLVDGGCVEDEEPSCQVNNGGCAPEANCTKGD
DNKIVCACNAPYSEPIFEGVFCSSSSHHHHHH

SEQ ID NO: 48 Secuencia de aminoacidos de PoMSP1-p19

MVDSAQLLSMGSKHKCIDITYPDNAGCYRESDGREEWRCLLNEFKKVGETCVPNNNPTCAENNGGCDPTADCAESE
NNKITCTICIGONESFFEGVECSSSSHHHHHH

SEQ ID NO: 49 MSP1

ATGAACATCAGCCAGCACCAGTGCGTTAAAAAGCAATGTCCGCAGAACTCCGGTTGCTTCCGTCATCTGGACGAA
CGCGRAGAGTGTA

SEQ ID NO: 50 MSP2

TTCGTTACAGGTTGGGTTCGGATTTTCCACGCATTTATCGCCTTCTTGTTTGTAGTTCAGCAGGCATTTACACTC
TTCGCGTTCGTCC

SEQ ID NO: 51 MSP3

CGAACCCAACCTGTAACGAAAACAATGGTGGCTGCGACGCGGATGCTARATGTACCGAGGAAGACTCT
GGTTCCAACGGCAAAAAGAT

SEQ ID NO: 52 MSP4

GTTGCTGGAAGAGCAGAAAATACCGTCGAACAGCGGGTAGCTGTCCGGCTTGGTACATTCGCAAGTGA
TCTTTTTGCCGTTGGAACC

SEQ ID NO: 53 MSP5

ATGGTTCAGACCCAGCTGCTGACTATGTCCTCTGRACACACCTGTATCGACACCAACGTGCCGGACAACGCGGCT
TGTTACCGTTATCTG

SEQ ID NO: 54 MSP6

TGCTCGCCGGTACGCACTTGCCACCCTCTTCTTTGAAAGTCAGCAGGCAGCGCCACTCTTCGGTGCCGTCCAGAT
BACGGTAACAAGCCG

SEQ ID NO: 55 MSP7

CAAGTGCGTACCGGCGAGCAACGTAACCTGTAAAGATAACAATGGCGGTTGCGCACCAGAAGCTGAATGCAAAAT
GACTGACAGCAACAA

SEQ ID NO: 56 MSP8

GCTGGAAGAGCTACAGAACACACCTTCAAACAGCGGTTCGGAGCCTTCTTTGGTGCATTTACACACAATCTTGTT
GCTGTCAGTCATTTT
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SEQ ID NO: 57 fMSP1-F1
ATCGAATTCCATGAACATCAGCCAGCACCAGTG

SEQ ID NO: 58 fMSP1-R1
TGGTGATGGTGATGATGGTTGCTGGAAGAGCAGAAAAT

SEQ ID NO: 59 vMSP1-F1
ATCGAATTCCATGGTTCAGACCCAGCTGC

SEQ ID NO: 60 vMSP1-R1
TGGTGATGGTGATGATGGCTGGAAGAGCTACAGAACAC

SEQ ID NO: 61 pL - His
TATGGATCCTCAATGGTGATGGTGATGATG

- 46 -



ES 2636976 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar anticuerpos contra P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. falciparum en una muestra de
ensayo que se sospecha que contiene al menos uno de dichos anticuerpos que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra de ensayo con 1) un antigeno de polipéptido MSP1-p19 de P. malariae
que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 47, 2) un antigeno de oolipéptido MSP1-p19 de
P. ovale que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 48, 3) un antigeno de polipéptido
MSP1-p19 de P. vivax que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 y 4) un antigeno de

10 polipéptido MSP1-p19 de P. falciparum que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46, en
donde que los antigenos estan unidos a una fase sélida, durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir la formacion de complejos de anticuerpo/antigeno de P. malariae, complejos de anticuerpo/antigeno
de P. ovale, complejos de anticuerpo/antigeno de P. vivax y complejos de anticuerpo/antigeno de P.
falciparum;

15 (b) afadir un producto conjugado a los complejos de anticuerpo/antigeno resultantes durante un tiempo y bajo
condiciones suficientes para permitir que cada producto conjugado se una al anticuerpo unido, en donde dicho
producto conjugado comprende un anti-anticuerpo humano anclado a un compuesto generador de sefial capaz
de generar un complejo detectable sefal; y
(c) detectar la presencia de anticuerpo contra el anticuerpo de P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. falciparum

20 que puede estar presente en dicha muestra de ensayo detectando la presencia de dicha sefial generada por
dicho compuesto generador de sefal.

2. Un kit para determinar la presencia de anticuerpos contra P. malariae, P. ovale, P. vivax y P. falciparum en una
muestra de ensayo que comprende:
25
a) i) un antigeno de polipéptido MSP1-p19 de P. malariae que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 47, ii) un antigeno de polipéptido MSP1-p19 de P. ovale que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 48, iii) un antigeno de polipéptido MSP1-p19 de P. vivax que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45, y iv) un antigeno de polipéptido MSP1-p19 de P. falciparum que
30 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 46; y
b) un producto conjugado que comprende un anti-anticuerpo humano anclado a un compuesto generador de
sefial capaz de generar una sefial detectable.

- 47 -



ES 2636976 T3

V1'9ld

VIVLLIVIVYLIVLLLYOLYYYOOVVVYIOVYYLLVWOYYYIVLOVILYYYYIV LOLLOLYYIVILILOVIVILYLOLYYILLYLOLVILIVYIVLLOWY
LYVOVOLLOLVYLLLIVLILOLL IVOVLLVYIOVIOOLIVYIVIVLLY LLYYYINY LY OVYOYYIVLYIVYOLOVYYLY LYYIVVIV LOVLLOOVYYILYY
L¥O0VVOLIVYLYYYLIILLLLYIVVILYLYOLILILOLY LLIOLIVYYYILLLLLOVILY LV LOOVVYYOLLOLYLIVYIOLLYYYIOLILLYOVIOOLL
ILLIDLYYIOLLYYYIIVILIVYYIVYIV LYY IVIVIY Y IWYYIVIIYIOVIOLIYII0IIVYIVINVIIVIVY IV LOvYYI¥IIVYIVIIVII
YO9LIIVIIVIOLINIIVIVYIVIIVIIVIVYIIIIV LIVYYIVIIVYIVIIVIOVIDLIVIIVIIVYIVYIVIIVIVYIIIVYIVY IOV IV IV
DIVIVVIVY IOV LIVYYIVIVYIVYIOYYILIIVIOVILYVIVIOVILYYIVIOVILYYIVIIVILYYIYIOVIOVIVY IOV IV IV IIVIOVY
IYQOVYIVIVYYIVIVYYIYIVYYIVIVYYIVIOYYIVIOYYIVIIWYIYIIVYIYIOVYIVIIVYIVIIVYIVIIVI LY IOV IV IV IV LOVILY LI
YOVYYIVILYILYIV LOVYIIVIVYIVYIV LIVVILYIOVIVYIVIIVY LIVIVYYIVIYYILY IOV IVINVIOLILYILYIOLYILIVIVYYILYIVY
YOLYIYIIVIDILLLILYIIIIIIVY LOLYYYYIVIOYIODIIVYILYVYYYY IV IOV IO LOVYYYYYIVOLYVYYYY LLOLYYVIIVILLYVYYYD
QLLYLILLLVLIYYYLLYVYYLVYOLLYVYOOOVIYYYLIVIOLLYYLLLYLOVLYIOYYIQILYVIVYIVIOVIVY IOV LYIIWYIOIIILYIYILLLOOV
YYOVVYVLLYYYYIOVVYYYOVLLLLLYOOVYOV LOLYYYYYY LOVYOVIOV LYVYYYVYY LIV LLY L LY LOVYYVVIOV LOVVIV L LYWIILOOLILY OV
JLLLIVYVWYLLIOVLVILLOVLIVIVLLOVLLLYYYYOVYYYOVYYYLLYVYOLOVYVOYLLYYVLVOLLYLIVOLIOLYYY LIVVOVLLIVOVLLIOLIV
VOLLLYOLVYVY LIV OVVOLYOLLLY LOVYOVYYYIVY LLVOLLY LOVOVVOVLLLVLOLY L LOVYOOVYYYYY LLYYYOVYYLIOLLYOOVYYIOLOLL
YYIOVLLILLILINWYVILLIOLLLYYOVYYYIOOWVLLLY LYVIVIVYIOVYYYLOVYLLLLIVYYVYOLLLLYYIVIYOYVIVLLYIOV LYY LVOLLOV
VVYOLVOLYLLLLIYWVYYOLLIVLLVIOVYYLLLYWIQOVVIV LVWYYIVYLLLYVVOVOV LYWV LIVIVILLOLVIOVIOVWWYLLVIOLYYV LYY
YOOOVYOVVIVYIVIV LLYVVYLYVVYVYLYYYY LOVYLYOL LYY IVYYYIVYYYIVYYYIOVOVYY L LOLYIOVILLY LOV L LYYVIVYYYIVLYVOYO
LO0LYYVVOYLLYVIVVILLIVIVY LLOVOVIV LIV LIVYYYLOLY LIV LVIVY LIVY LY LOOLYOLYIOVILYLOLIOLYLL LYY LVWIOLYILIOLYLY
LYV19v¥I0¥IILIILIVIVYIVIVYYLOVIIVYY LIQOVY LIV LIVVILIV LIVYIIIOLIVYILLYO LYWV WYYV OVVYYYOVOVY LOLY LIV LY
99L1YVILL13091VIVIVLLLIVLIOLIOLYIOLYLIVVILLY LIVLIVLVVYYYIOOLLYVYOVVYL LV IVYVYIVYILIOVYOVYYY LYYVILIVLVYYY
YOOVVIOVVYLY.139L99L30199¥IVIOLILIIILILYIVYILIY LIOLIVVIVLIIL LOVYYIIIVVILLYWYIIVYY LYY IOVIDLIOL LYYWV
YYVLYLVIOIVLYVVVIVYYYLLLIVYYOLLYLOOOVYIVYYLLLLOVYIV LYV L LYVYYYIVIIOVIVLIOLLOVOIVVYYIOVLLLLL LOLLYIVVLY
LYOLILVYYIVLYLVVYYOVIVYYYYOLYY LOLLVVIVYY LY LYIVYIOVILYOVILIQOVILYYILIV LIOLIQOVIVL VWYYV LVVIYOLYILID
JLYIVV LYV LV LYVIOVVOVY LYV LLYVIOVYVLV LYVLVYYLOVIVYIOVVOLYVVIYYIVILY LLLYYVIVIOLYVYVIVYLLYLVIOVIVYVLLIVL
YYYVOVLLVYIOVYWWOVLYLYIILLLYLOOLOVVYVYYLLOOLYVYIVL LYW OOVYVYOLYYLLVYYYYLOLYILYY LIV LV1VILILIVLIOOLYYYL
QLYIOLVLIVOLYVOLLOVY LOVOVVLLIVLLIVOLYLIOVLLLLIVVIIVVIOLY LOLVYLLVVOLYYOLLYVOVVOLY LYOOVVYOL LYY LOLYLIVVYOLL
LO0LOVIVLIVYYIVLIVYLLYYOOOVLLIVYILLLLLIVYLIIVOLLOLYLLIVIOILLLVYILIOVYYLILLOVWYIOV LLOLL LIV IOV LYYV
QOVIVYL1900LI0LLLIVY LIVLYILYIVYYLYY LYVYIILYOLIVLIVLIVIOY LYY LIOLYIOWY LYY LLYOVIVIVY LLIOJOL LLVYVYYYVYVIY
QLLLYLIOVYLY1I09VVOV LIL LIV LIVYIIVIOLIVYYYIIILLIVYYYILLYLLIVYOVVILY LLYOYVILYYYIVYYILILIVOLILLYYYLVLIOL
LLLLLIOLOLILIOIOLIONLLLIVIV] L OYOVYVZAYYYOLLYY LLIOVYOLYLLYIVIOLOVIVYWYLVLIVYOOYLLLLYLLL L IVVYYYYYYY

(LdSInwd uab |ap erousndag) Z:ON Al O3S _

- 48 -



ES 2636976 T3

daL Ol

61d - LdSIA BOLIPOO 8nb BIOUBND8S = BAISINYD
eed - LdSIA BowIpoo anb erousnoeg = ejubaN

epeJed sp uopo) =[]

oIl 8p UPPoY = IZ

90%G JLYIVL
<8<<<<o<o<o<<<<8<o<<oo<8o<o<,:h<8<<o<8<<<ﬁ<o<<o_<<8<Ewo<<o<<<<w<o<o<<<<<<<§6555;:8
VLIVYLLYLLLOOVIOVLLYLLYIOVOLYLLO990L00LLLWYALLILLILOLILLLLIIL I VALLLYLVLIOVYILILLYLIINIIONYLILLI9
19101911 VIRV AL VIV IWYY I L DLIVVLINYALIILIILIL Y I 9L VW IWVLL IV L 911911299 WYL VIV LILILYIW
DLVILLIVIIVYLYLLYVLLYLL LY IL VLYY 99V AL VLV IVL VL LAL Y IIWIIL VYYVILIOL VL YYVIYYYIIINLILYD
A VIIYINLLYLVVILIVLLYIILYYLILIVIVL 91991 1VLLYVOVOLYLYLLYOWY LOVYILYVILYYWYYLYY LLOLLOVOVVVYYIVWY
.—.—o<._.<o<w<._.._.<h<<8_.oh._.w<<oo<._.<._<8<<<<2<<<<<5._.o<<<<§to.—<<<o<._.<<<<<<w._.<ohE<<<ow<o§<<o<o<<ﬁ<<<_.
@<<h<5<_._.<o<<<._w<8._<w<<<<<$t._.<ﬁe.o<<<o<t<§._..Fo<<<<<.—._.._.<<<_.<<_.<o<<<8._.<<<h<<<§<<wtﬁ:.<<<<8<
h<t<o<o<8_.<o<<8<§5E<8t§<h<<<<<8<<<<c5<<<<<<§<2a8<a<<<<<o<8<<28t<<08w<<<<<5<8<<o
ﬁ5<o.5<o<<o§25<<8<2<o<§<2<t§<<w§o<80<<¢<28<oto<8<h<8<<<<Q§<<855h8h§ﬁ<<§<5
Qﬁ8<h<:.8<<8c<<<o<§<o._.5.—<o<_..—<._.o<<<._.§80._.<Q<<<<._.<._.h<h<tw<o<88.—o<<oo._.<o<<<._._.h<<o._.._.<<.:.._.<o_.o
E<<<._..—<_.9.<o<._.B:.h<._.<o<<c<<<<o<<<<<<8.—o<._.<8_.hBo_.<<<o<u._.:.<<_.$._.<<h.:.._.08<o<h<w<8<w<8§<<<o<<<
<o<<thho<¢<h§§w<85w<t<8<<<tﬁ<h<t§w<<2<5<2<<<o<t<<8<<<8h<h<h<<h<2<e<<o<<<5<<<o5o<
VOVIONYYYOVY LYWYOLYOY L LY OO LYYWV IIVYYYIYYYOYY LOOOLILLYIILLLOL 901Y9199¥9LYIL LOVYIVWILIIIY LOVILYIVYIVI
99v09LIVLLLIOVYYIVIOLIVYIIVIOLIOIL WYY ILINYIVIVYILYYYYIIOVYIILYIYIVLLYIILYYLYIIIIVYIVIVYIVIVIOL
Y1Y¥YYIOVVYIOLLOOLLIYYIOVILYLLL LYYV L L9OVYYOVY LLOYYIVYIOVY LYVVYY LOY LYIYIV 1Y LLIFIOVIV LYIVYYY LYILYYYLYD
H<o<o<<<<t<<o<o<to<528<oﬁEo&ooSZEoﬁooﬁH§<<<<w<<<<<oﬁt<<8SZ<<<0<<E<08<8<<@§Eo
ﬁoﬁﬁﬁw<<<tF<<<<<o<tEQEHh&o<<t<<<o<<<<<8B<8<<o<<o$<§<<o<<<<<tooooE<oo<<oS<E<ZE§
<<<8<<o<<ooo<§<tﬁ<<<8S:DP<H<So§<<<<<§tooh<<<<8Po<<o<<<o<<<<o<oo<<o<2o<<<<<2§EEES«.
5:C8<oo<6§8<o<o<<ooo<ﬁ<<§8h§<<<<<<<<oo<<t<hH<<o<oo<<<<htZS§<Z<Q<<§Zzozﬁoﬁoéo
VYOV LLYYWY LYYYYYOVVYYYYL H<:<o<<<08h<<<to<<§§<<<<ooEE§<EE<8<8§o§<2@<<o<<<8 1VOVOVYOLY
YYIVYOVIOY L LYYOVYYIOLYYOLIVYYIOINVILY VY LYWV LYY LY LYIVWWYYYOOLOVIVLYL LLLYYYYYOLLIVYIVIOV IV LYVVIOVILIV
<o<<o<Eo<E<<<ZEEZZ8<8h<o<@8hH<o<ho<<8<<<08<8<8<8<<o<8<<8@<<<<to<ot<88<<<<05<5
9199%9199¥ 191 0LIVYINIDIILYIILIILYWYIV L 9OVIYYIOVIVILYL 99012191 YVILOVYIVYINVIVLIVIVIIVYILILYVI
<oo<85@<o<<8<<88<<o<8<8§o<8<8<<88<<o<oo<8<H285o<<88<<o<8o<o<<o<8<oo<8<8§o<08
oo<8§o<8<8<850<8§20885285@58o<o<<<oo5<<:o<<<tﬁFo<<<<<to<<<o<8<<o<<o<<885<<

- 49 -



ES 2636976 T3

¢ 9Old

61d-LdSIN 8p sonpisay = BAISIND
ced-LdSIN op sonpisey = ejuban

BUISISIO 9p sonpisey = [ |

leyss opded = 7

IGLL * TINNITIWYTTIS1914SSSEINITH T dTSANGH IINGOMLONY
OIS ITTAINGOIN THAN T TN THITTAAGON AN T LOHVSIN T TINSIA O3S T INLSININATONON I 1 9SSV I N3
NYSNAINIINIAINSAIL INSTLINAVOI INONLI TLXINT INONIINTINATLOMNL 14T AMENILYNGODHOVIVIVSHAYI TOLMA TLNAGAA
JANIVSLIONITYSATAMASOL TAVINGAG T THAJONI TASASLVHAIOI TASNTAQTAALDRILATYNL INSNAYQIOGITON TANAAIY 1dNIA
TAIAINLITINGGONL IVOINLIOATINININNOALdIATAIAATIHATAINATS IV LYVEAIVIILYNILIAY IYNAOILS TON TTIIANTY
INATINNMLHLAOLALMANT TINTILTAHHTIOOSTALININF INTAMN THOF TS AN NI THIANTINO TSOIL T IN T VISTAAMLAVIAAN TWIAL
NXTYNIAIMHIVITIANAIAA VY TAHIINN TINYMS TTOVM TISAINTHNLSS LN TTY I TH INAND N ASSOTQOM 1LNT 33T TIMMISISHA
NITOMASITINYANIAANSAOITAMIATQAI QA TINVATINONY A TOTYNISIVAVADLYASYINLILAYSASSSOL LYAYYOSDYAALYOSOYAAYY
0dOVd vV0d0d00SYddAYddASAddd TVSSYYVYSNY L INTANY THONMATHA INATNINON TINAONO TANSASTANS ANAD TNNOAN A 110 T0CEM
FTDINAIIINIHADOTILINLSNNATINIHONAY LI THGA THITAD THS TLAAAT 1 30L3IATLILOMIVYIVDILIL L IVOIWVIVYWDILYL
13v0dIv¥VV03Id19LLIVDIL 191131 193vISDISDISOISDIALILYIWVOLOL0L1010.10d0d0d0dOdOVOVOVSOLIASALOSSLLIYLLLLS
L1IALDLISIIIISSOHSNSLIAYISAHOSANOYYYN IMFIIDININNTNIIINAISINTHAT IIN TV TAADISOIOLOAVOATHAL INIIVIOT IV IAN
NT09DMITIAMOAD TIAAAS IHTLAALTINIMINT ISTIMHIQYNTO 0N IHNATIIA I TSACT AN TONN IIMA TYNS 1IASSSITINYAL T
ALDISTININILLISNATHIAA M TTINAFOITHH NI THSAAQOM IYN THOTIL IMNMINLT TIMIMNIANTAAT L IOMINGINOTITTLTOLSS
NSTINSIVAASAVAT TOHAANADYdd LINAYMONY TOLLYSNASHN INFIAAAQTI VAL 1TOTANAAINAY T ININ IO INIOLNIINIVIdVYYSYS
YISOSLdHMOFI NI IATIINIALNINTLO TN IAIL THOVITTONIA S TINAUSHA IO INONA 1 0300SISISAYIIINIAY INNADIN T TININ
NALVINLLT AXFAMNTAAAINI TMSAD MM TNI TININT Y THNA T COAON THAGN THYH T IQAAINTOANTINATIAOIT AN TISAMLT TS AL
TOAI ININTANSAINITNY LASSANSAAYNNYALLSINOGYNTALTY IMHAINAIIANTIT I THOT TOIAQINL XHAMIE A M

f4.

(LdSINWd ap epionpap sopioeoulWe ap Blouandag) I1:ON Qi Omm

-50-



ES 2636976 T3

Ve Ol

IVYYYYOLYOVVIVLY LY LYVIVLOLIOLYYYIOVVYYILYLYLLYYILLYOVLLYYIIVYYIILLLIVIOLIOVOLYLVYLVILLLILOLILLYIOLYD
LOVIOVLLLYVOVYYVIVLLOVYLLLOLLVLLLIVIVLLIVOLYILILYYYY LYV IV IVYYYVYYYYVIVYIVYOVYIVIOVIVLLOLVYYLVLIVYVYIOL
LOLLIVIVVYIVYOLYYIVLILIVYVOVILIVLLLLVIV LOVYLVOLILYLIOLVIIOLOIVLVLIOLLLLIOVIIVLVLIOVYIVIOLILY LVWIVLLYYY
YOVILYYIVYIIIIOLYYYYIIIVIIIVIYYIILIIYIVIOYYIIVLIJYYIOLILIVIOVYIVIIVY IV LYY IIVIIV LOVYIYIIVIIVIVWIY
YIVIIVIIVIIVIOVYIVIIV LIVIVIIVIIVILYIYIIVIIIVIVIIY LIVIIV LYY IIVYYIV LIVIIVIIIIIVIIVIIIVIV LIVIVVIOVD
IYIIVYIVIVYIIVIOIVIIILYILYYI¥IVYILYIVYILYIIYILYIVY LOVIIVIV LIV IIVYVYVILYYYIIOLYILIVLIVLIVYYILYILL1I0ID
¥90L19¥331 LIIJIVIOVIVINVIYIIIVIILIVIIVYYIIIVVIVIOVY LYIV L LOLVOVIIVYY LYW¥Y LIJIVY LLLYVYIIOIILIVYYIVOL
LY¥YOOVVYYYYOLIOLOLLLVLLIVLIVLYIOYYILIOVYYIOOVYIVIVLIOLYLL LIOVILIDILIIVLLLIIVILYOVYYIL LOVIVIIVYYIVIVL
LLLIVYYVVOV LOVYYVYYYLLLLOVYOLLYYYYYYYYOOVLOVLLY LOVVYYYIV LIVYIV LLYVIVLOVLOLYVIJLYLLVIOVLLIVLILYIIVIVY
Y1VLLOVLYLVVYYOLYYYYVOYYY LYYYIOVYYIIVLLYYYOVILLYWYOLIVYYIVLOVVYIOLIVIVLLYIOVIVLLLLVOVVYL LOVVOVVYLVYL
LLLLOVVOVYYYIVOLLYILIVLIOVILYVILLLYIVIOL LOVYIVYY LYWV L LIVY LYIOLI0OVIVYYYYVIVOLYYVIOVLVIOLOL WYYV LLIV
OVVIVVILIVVIILY LY LOVYIVIVOYVVIY LIVYYLLLYVOVYIOLLVVYLIVLIOLLY L LOVIVIVYIVILLOVYYYIOLYYIVILLLIVIIVILLL
V130001 LV 1I9VYYIVYIVYYYIOVIOVIIVLILLYVY L LOVVYYIILYILY LOVIOLIVVYYYIVYY LOLY L LL LIVYIVVOVYIVVIVVYLLVVVYL
YYVVYLLOVYYIVOYLVOLLYVILYVYYIVIVY LYOLYOLYYIOVOLLLLVYYIVYY LYWV LLYOIVYYVIILLYYYIVLOLYVYVIVLLIVOLIOLLLLD
YVIVVVOVIVOLIOIIVYVVILY LLILLIVILILILYIVYYYIVYYYVIOLLLIIIVLILVILILIILYYITIILY LIV LIIIVY LIIITIILIVYIVYIL
L190LIVYVIVOVYYIY LIV LIVYY LIVYIOIVYYYYIVIOVYYYIVIOY L LIV LIVLLVIOLLYYILLOLIOLYILIVLLLOLILIWYIOLYYYIOLLY
VYV LILIVVYYVIODLVIVYIVY LLYVYILIVYYY L LOYYVIVY L LYYV IVYIOVIOLIVYIIVYYIVILLITIIV LYY LIVIIIVIIIIV L LIVYYID
YYYIIYYVVIO0I0LYVYIVYIO LIV L LYVYYYYY LYIYIVYYIVIIYIOVYYY L LIOVVYVIOLILIOVYYYYYLLL LIVYIOLYV L LYVVYYIVIOVYD
YOVYLLOVIVVYYYIVLLLLYLLIJIOVYLYLVLIVIOLVYVILY LY LLLIOVWY LIQVVYIVY LV LOVYYYIVIVYYIOOVYVIOLIVLIOLLOL LYWWV
¥3099vILLIVVIOLILYIILYY LIVYIIVILIILIYIIVIILIVYIIVIV LYYV IILIVY LIVIOLLIIVILIILY LIOWYVVVYYVVIVYIVIIY
VLYY LLI999VYY LY LYYYYIOLIVOVYYILIV LYYYYVYYYOLLYOLLYOVIVIOLYYYYYILLLYIVIOVIVYYY LY LYYWV L LOOIVYYYIVIY L
YOOVLLYLOLLIVYYVYYILIILYIVIOLLYYIOWVLYOLIVLLYYYYLLOLYOIYIVIIVLYVYILILLY L IYOLVWYIOLILOLYLYOLYIVLIIVWYL
QOVOVOLLOLILYOLYLLVLILLIOVWOLLYLVOVLIOLYYLLOVIOVYLLLYYIVYOLY LYOOVYOV 1YV LOLV VYV LOVIQOVYYIVLYOVLLIOLLL
YYYIVOYVLYOLLLYOOLYYLLIVIVOOLYOVIOVOOLLY LYYV LLOVOOLLLLIVOVVYILYLILLIOLLYOYY LYIVIQOIVIVY L LOVYIIVLLIOLD
YYIOVVIVYILYIVYOOV LYY LILLYOLIDIIVLILYLOLIVIV LIVYIOLYILIVYIOILLYIOLIOLLLALILLIVLIIVLIVIOVLIOLIVLI IOV IWY
9LV LIVYIVILIVYILIVYVIVLLIVVYVIVLIOOVY L LA LIVWWYIVILLLYL LIVYIVLIOLYILLIOLIVLILIVVIOLLLWWIVYVLLIV
¥LYOLLOLLIOVOVYY LY LLYYWYOOLIGOVWYILILYYILOLOVYOLOLLYLLLLLLLIYOLLLILO1D909LLLYI90L 1L 9WVEAVVYYOL LYY

_

(LdSINod usb |ap erousndas) $:0N a1 O3S

-51-



ES 2636976 T3

dae'old

61d - LdSIA BoUIpoD anb elousnoeg = BAISIND

ced - LdSIN BoIIpoo anb eiousnoag = ejubaN

epeJed ap UQPOD = _H_

ollUl 8p UPPoD = 7]
9GS LILLLIIILLIIaILll _<o<Coto<<<<o§<<ﬁooo<o5<@<o<oo<<@_
[ILLOVLLOVYLLLYLOOLYOLLYLLOLOVI9ILLYLLOLLLIOLY L IOV LLOOL LLOWVALY LI 9L ILLLL AL INYIILLILL VILYYILYY YYD
YIAUNMLILVIVLILLIVLLVYVYL WYL YWY VAL LYY IVIIL L L YIVIL DY IDILVILILY I 9L WYL VYV Y DAL AL YIV LD VYWY LYYy
IWLU LYW I LI VL LLIVVYYLLILL LIV I VY IY I IV I YILILLLLYIVLVL L L YINI WYL VIV IOL VI VIVYL
VIVALLVL L YWYL YOV DL Y9IV LIL AL L L L WWILIAL L L YIYL O IVNLLIILLVIOILY LIV LIVWYINYVOLIVILYIVIVIVIVLILLL
LOWOLYIVOYVY LLOVVOVYY LYY LVOVY LOLYOVLVOVLYLIVIVYY LY LY LLYWWVOVOLLLYOVYYYVIOWY LOVIO LYWWV LLOVOVVOV LLYWWY
VOLVILLLOLYVLILVIOVILYVOLOVVYLYIILOLLOL LY LIV LOVOVLLYVYYVYIILLOVIOILLVOVYY LLLIVYILYVYWYLLYVIOILLYVOV
JOOVOVYILOVVWYYIVLLOLLIOVVYIOVLOLY 1091VYILYLIVLIOOLLLLII00L1DL L IVYVVYYYLIVY LOVYIOOWVLOVLIOLYOLYDOIILIV
YWVLYOVLYVIOLYIYLIVOLIILYY LLIGOLYYIVLOOVLIOVOVYLYLILOLIOLIQOLYWYYVYYILYLLYLOVILLYWOILYOIIIVLIOILLYWWOY
LOLVOVWWIVILLOLOLLYIVYVLLYLVIVYVOV.L0OV LOVYLLILL YWYWVYYYYVVYYVYVYOLLLOVOVLLY LIVWVOVIO0OLVOVIVLIVLIIOVLLY
YOVILOLLOVVIOLYOVYVOVYYYILOVILLLVOLOLOVWVLLILOVVOOLLLLLIVI IVWYIVYYYYYVOLLLOOLILYYIOLLILYIVYYIVY LIOVY
LIVOVOLLIVOOVIVLLILYOVIOVVIOLLYVOIVYIVYILLIOVVYYLYLYLILIOLOIV LLIOIVYVILIOVLILOLLIVVIOV LYVIOVYIOVILYY
YOLYVOLIVLV1VVOVIOVIOVYIVIVVOVIIVYILIOVIVILIVYIIVIL L LOOILYOVIVY WYY IVYYIOOLLLLIIOIV LV LILLYIL IOV
VLYYV 90V IVY IOV LY LOVIVY IV IO0YIVIIY LIQVYIIVIVYYILIILYYYIILIVY IILIYIINIIVIOVILYIIV IOV IIVIIV IV IIVII
YOO¥IOW IV I0VIIYIIV VIV L LIIVIIVIIY IOV IV IV IV IIYILY IV VY IIIIIIVY IV IYIYIIIVINIIIILIDLIVIOL LI
LALIVYYIILIVYYYIOLLOILL LYIVYYIVLILILYYILIODDLYYIVY 1 LOIVIVLIILY LYYYIILIDL YLD 1YYV IVIVIV LOVYYYY LYVOV
IVIVLLYIIOWVYLLYYIVOLLLIOLLIOVILYLYLIVIILIVLOLY LOOVIVIVILY LYYVYIVYYYYIOLL LYYV LYIVYVYIYYYY LOVYYYIIVYD
OLLYOVOIVOVIVILIVYLLLVYYYYIILLLYYOLOLY LYY 1VYYYOVYYYYIY L LYIY1YIVYOLIVY LYWIVYYYY L LVOOOL L LOVYYIVIILYY L
Y1OVLOYY LLOVIVYIOVYYIVLLY IVYVYL1OL LYIDLYIVOV LYYYYYY LOVIV LYVYVIL LOVY VYV IOVYYYOLOVYVIVOVYYYYYYLVYLILLLL
LLLIOVOVLLLOVY LYV LYY LOLYIVIVYIOOVY LYY LLOOLY L LIVYOV YV OV OLYILLYYOVIOVYYYLLLLY LOVOL LYVOYYYLLY IYOVYOVYY
LVLOVYLLLLOYYYYYILYYYYYYYYLLLOLIVOVIOOVLIVYYYLIVYYLY LOVYIVYLY LIVILYIY LIVOLOLYIVOV L LIV L VIVYY L IVIVY
YWY LOYYOVYIVY OV LLYYOVYY OO L LY VY YYY OVOVILYYYY LYYV 1IL0DLYOVYYYYIOLYOLLLOLLLIOOVYYLLLOVLIIVOLYILYLIVY LY
OVLIYYOVIVLLIYLIVYIVYIV LLLLYVIVYIILIVY IV LYYV INYYYYYYILIOOVILILY LILYILYILYIVOIIVYY IOV IVIVILYILLIOY
YI0OVILILYIVIVYVIVYYILLLOLYYY LY IVIOVIVYIYIIVYIIIIILYY L LIVIVYIVYIIVILLIOVIV LYOVYILYILYY LOLIJIVYIVIOL
LALYY199VYIVIV1I0JIVYIVIY LILIDLYIVIVLI1IDILYIVIY10900VYYIVIY LIV YIVIV1II00WYIOOV LOVOLIVYIVIV LD
9009V¥IIOY LIVIIVYIVIVLYYILIVLILIDLIV LIILYIYIIVIINIV LIVIVY 1Y L IIWYOVIVIVIY LOL LIYYIVYYILY IV LYILIV

-52-



ES 2636976 T3

A =
m_‘a-_‘n_w_\/_ 9P SONPISSY = BAISIND
ced-LdSIN ep sonpisay = epubaN
BUJB]SIO 9p SOoNpIsay = _H_
leyss ophded = 7
0L *TINATITIAV 4SS 14SSSEIN TS
INOUGUGL IS TR L GO THLL INNNGAGEL FNNN AN T TR TS SAGONTA L T TIPS IS TTOVSA A1ASTIINSIAL
QAJ9SYN TN INSLAI @A L TONINSSHTITINIAINAAGN THAAAT SN T T TODSNISSHTOSNALNANT T1LIAWYNISY 14d T IHINNLYALYQ
Q9LNAIYAADYNASTTALNATYYINIAAQT ALY T IAGHIASANTANASS TIINMNIIA T THAYAY I AANAS LYHINOL 1ASN AT T IANLYN ST TN
JANSHAVLAHYITONNTLIMAAOY TAMAAMIAINLI INTINGANAOYIIDLADA AVHLOMNO A Td TATANNAAILAGIVHYALY LINY L 9dYYVSYVdd
YW ddVVddvVd IWYddvYYySY93990L0LYYILSYALIANA TIANA N TYNNAIANNYYHANO LAMINHT TOM T3S TAHATYSS TALINIMFININOX 1
NOFTISATHANTIINTANNINITLAISTIN 1AL INAANAIYIAAN TTVALNN TINIAINNILIYNNN A A INH T AHIINN TN SOHN 1OV T 1S 1IN
HINSS AN THO I THAMNAHATSNATISY TLNAIIT TIMMAN ILAINAVANNSS VM SAQAANAATTTAMNA 13FAIT INNI4ISAQAAYNDDL
WIL93SLSINISHADLLLYANALLYSALHIANSYOdANIOLYVOLSYHLSYHLYLOLYLDLYYOLLADLYYOLLYOLINATALYAdYLOLT90LIT4INTY
MASNYANAINATAINIA TOTANSD TLSSNG 4 TSAWAD TNND INATTQTOATN L LYIMHITIIAL INANY TIAINNLSNLATTAMHOAAS LATAAA TN A
O LNLAINDLYYOADIDLAOAVOY 31 VdAIdV LY IdVdY IdAIGVYSYIdOVADT 9LOAIIYYAOALYYAOLYIISSILS LSS LAY LY INONWATL 3
AAQYAD TVIOV LY LANYIINATNIN I MDY 39 THAT INNTAITAAY IANVOLIANDAA THON TOVIH TINIANN TTATINVATANDAD TIAMNS 1d 1L
SYLITININYNI INVINAT ILOTMITOLHNATINAA TN TSAGNTAY TOINTHAA LN LNFAINN TINN TONANTHIAN 33 NS T TINTTHONHS
034 TdIVINMOIIATHINVAAGANONS TTFFOONIINYTHAT SINUMAANL AT IINTYNOT IANDTAVALLILAYHS TTISININITIAT 1NA LN
L1S9SOLIAMNSYINANFITAAATIADAL AT9INIINA LY INYTOLYIINT IFO TOLOSYINSAALANS INIVT ITTIMNI IMHINTLOAIMN TAIT TH
YL TONMA A TYNATSOATYNVINANALISILSSNIDISSYSYNLISYYOYSILNISAYATOANMNIIVIT TONINIALDINNOT 4L NS TAANINITd

MIATAMN TN T INAS T THAAT FIAANVEONH TV A TAAA INTTAWTINATA9T TANTONLATST I T HATAHIINTO TS 11 1AV L TN

SADNNINSNSQYLSAVYSYASAISSASLLSSISIHILLIAILTTHOTL T LHATNAIGAATY I INN THH T 1INANI T L B A A A A

AL A a5 9

Arnn_m_\/_onu_ 9P epIonpap sopioeouie ap m_OCMDOOWV ¢:ON dl Omm

-53-



ES 2636976 T3

va'Dld

- INNAIXNATTININNALYINLLTIXYINXNTOCTNI
OLYOVY LYVLY LYVINYIVY LYY LLYVINVYY LY LYY VWY LIVIVYIIVYILVYYIVYIVILY LLLYYVYOVIOLVVYVIVY LIV IVIOVIVWYLIYL

- NI TdAYIAIIAAANNTNITITININTATHN m apQ » O N
009 4--------- pommmmeen T pommmmmmee prmmmmeee- pommom- prmmmmme- e S 106

00G +--------- pommmmem-  t— et  —— pommmmme- pommmmmmen pommmmme- pommmmmee- L e L0
OLYO9LYLYILYYOLLIVY LOOVOWY LLYLLIVOLYLOVLLLLIVYLLYYIILYLOLYY L IVWOLYVOLLYYOYYILYLYOOWVOLLYYLOLYLVYVOLL
*(SY
- 9SS ANLITTIYTSAILITOANANILTITNITITNTANSAINDIITA
00 +--------- pommmm-  S——  t— poommmmo- e pommmmme- prmmmmmme- prmmmee- 10
L9919YVLIVYYIVLLYY LYYV LLYYOLLLLLOWYLIOVOLLALYL199¥I09LL LYYILIIVYYLOL LYWV LLOLLLLYYY IV LYYYWY
L4-1dSWud 9¥-1dSwd
- VYV1IASSAANSAAXNNYQCLLISINIAOYXNTAQLTY 4 XXX
00 +--------- pommmmee- fommmmen R pommmmee frmmmmmme- pommmmoen pommmm - s pommmmmen 10
DVIVYL90ILIILLLINVYLIVLYILYINYY LYY LYYYIILYILIVLIVLIWIIVLYY L IILVINYLYVLLVIVIVOYY LLIJOLL LVYVYYVYYYIY
L4-1dSNd 8u-1dSAud
SH4INAIITIAANTIITHOITHNDI
007 +---------  mm—— it frmmmmmme- t 101
DLLLYLOOWY LY L999YYOYL9L LIV LIVYIYIOLIVYYYIIILLOVYYYILLYLLOVYOVYILYL LYIWYILYYYOVYYILILOVILOLLYYYLYLOL
L3-1dSNd C4-1dSNd | 41 dSid *| sy
8| W§§§§§ %%&%&\\ﬁ&\%
e B e pommmmmem prmmmmm e S pommmmmen |

HHHH#HO#@HPHHOHOH?@H#HhH<H<HHQ<U@<<<@H<<<<<QPH<<Hhpo<<oh<hh<b<koho<H<<<<h<Hh<<oo<hhﬁh<hhhhp<<<<<<<<<

LdSINWd ap uoioonpedy A eoa1uab ejousnosas

- 54 -



ES 2636976 T3

G D4 - ¥30AIHITTdN 39T TN NN I TIANSAATINTYNT

LOOLYYYYOVLLYYOYYOLLIVOVY LLOVOYOYLIV LIVYYY LOLY LOV VOV LOVYLYLIOLYOLYIVILYLILIILYLLIVYIVYIILYOLIOLYLD
-NAdYddLYNAYANINY TOLLYSNISHAINIAALA
LYY L9¥I0YI9LIILIVIYYIVIVYY LIVIVYYLIIOWY LIV LOVYILIV LOVYIIILIVYIL LYILYYYYYYYYOYYYYYIVIVY LIV LIVILY
-0 134Y 0L 4T9ANNSIATNNIYTIXNTIANIDYINTOLNIS
99L1YY90LLI0OLYIVIVLLLVLOLIILYIILYIVVOLLY LYY IVYYYYIOOL LYYV VWY LLYOYYVYIVYILIOVYOYVYYLVWVILIVLYYYYY
- dINITVIIYYVYYSYSYISOISLIITHNIITINTIATTA
YOOVY9I9VYYLY19919910019¥I9¥IILILIIILILYIONYILIYLIILIWYIYLIOLLIVYYIOVYOL LYYV IIVYY LYYV IIVIILIOL LYYWY

v 4-1dSWid
- YT CLNINTLODTEANNTAITIHNDY ITTONIALTIN

WYY L1Y1Y900V LYYYYIVYYY LLLOVYVOLLY LI0OWYIVYYLLLLOYYOY LYY L LYYYYYOYOOv VL1001 LOVOOVYYYOOYLLLLLLIOLLVOVYLY

SAY S A AT NONINDPDNYTQIACASHISISIYITANNIAY
008 +--------- pommmmmee- frmmmmmen pommmm- pommmmmee I pommmmnmem D T pommmmeo 10
L¥9OLOLYYYV LY LYYYYOYOVYYYYOLYY 1L LYYIYYY LY LYOYYIVILYOVOLIINWILYYILIVLIILIDOVIVLLYYYYWYLYYIVILYILID

-55-



ES 2636976 T3

J4°Dld

-0d01L0L1DLDLODAdDIdDLdDdDLdODYVYOVOOYSILIIASA

YOVYYOYOLYILYIY LOYYIIYIVYIVYIY LOVYILYIOYOVYIVIIVY LIVOYYYIVIVYILYIOY IV IOV IOLILYILYIILYOLIVIVYVILYIVY
- 30V 9SAHISANDIDYYYXITXNITIIITANXNINITNIIITNA
YOLYI¥IIVIIILLLILYIDIINY LILYYYYIVINIINOIIWYIL YWY YYYIYYIV IOLOVYYVVYIVOLYYYVVY LLOLYYYIIVILLYYYYYI
-d T ST NTITYATI I YANTYITAALISODIONLOIOAVODIIHILL
OLLYLOLLIVIVWYLLYYYL1YOLLYYYIIOVOYWY LOVOOLLYYLLLYLOVLYIOVYIOILYYIYYIYIIWIYY IOV LYIOVYIIIILYIVILLLIOY
- INTIAYANDTAYIANANTOITIANNITTANDADTIANANC
YYOVYYY LLYYYYOOVYYYYOYLLLLLYOOVYOY LILYYYYYY LOYYIVIV LYYYVYYY LOOVLLYL LY LOYYYYYIVLIVVIVLLYYOILIILILYIY

G3-1dSud
~S AN TLOAALTININYANTISITAHIACYNTOTA[]

OLLLLYYYYLLOOVLYILLOY LIV LLOVLLLYYYYOYYYYOVYYYLLYYYOLIVYYOY LLYYYLVOLLYLYOLIILYWY LIYYIVLLIVIVLLIILOV
SN AHNAITIICAAINYTSATCITANTONNTAANATY XS

YOLLLYOLYWYL9WIVYILYILLLY LOVYOYYYYOVYLLVOLLYLOVIVYIYLLLYLILYL LIWVIONYYYYY LLYYYOVYYLOOLLYOOVWYIOLOLL
- 3ASSSITINAILITAILYAASTANIANITLLITSNGI

WYYV LL1OL1DLI9WYYILLIILLLYYOYYVYIIONY LLLY LYY IVIWYIVYYYLOVYLLLLLYYYYYOLLLLIYYOVIVIVYIY LLYIIVIVWLVILLOY

- 56 -



ES 2636976 T3

' - VYdALYDSOVAdAYYDAdOYIdTYVYVOLdOdOOSYddAY
ds old 001§ #--------- prmmmm e pommmemme- s et I pommmmmon prmmmmmmen pommmemm pommmmome- 100¢
¥29¥I0Y L9¥IVYIIVYILILYYIYIYIIV LIVIVIIYVILIIYYIYII IOV LLYIIYINWVILIVYIVIIOVIVYIVILYIIVIOVIIVLIVIIL
- ddANSddddTVSSYYYSNYLTNTINXTXININAT
QO¥JIV LOVILYIOYIOLIQVIIVLLYIDLLILYIILINIILIVIVYYIILOVYL LOVYY LLOLLOVYYYY L LOVYVIVILYY VY IVVILIOLOVY

X AT NATNINONTINAONDITANSASOTANSANADTN

L¥¥O¥OLLOLYYLLLIYLLIOLL1YOYLLYYOOY9IILIVYIVIY LLYLLYYYINY LYIYYIYYIY LY OVYOLOVYYLYLIVVIVVIVLIV L LIVVVILYYI
-NLSNNATINITHRDAAY L XNT40ATXHITADTNSTL
00LC +--------- pmmmmoee- pommmmmeee T pommmme- pommmmme- fmmmmee- pommmmmen I $ommmmmeme 1092
L¥OOWYILOVY LYWYL99LLL1YOVYILYLYILO1919LY L LOILIVYYYOLLLLLOVILY LY 1OOYYYYOLLOLYIYYIILLYYYIOLILLVIVIIILL

-AAT 91301 3I3IANTLILODLdOIYYIVOILLILLIVOLI

0067 +--------- pommmmme S pommmmme- I pommmme- pommmmme- . t frmmmmme- 74
¥29199¥99%9 LIV IV IINVYIYIIYIOYIVYIIIV LOVYYI¥IIVYIYIIY IOV IILIOVIOY VYOV Y IIVIVYIIOWYIVY IV IIVIV

-91191131193v9S09sS0D9IS0VDISODILdLILVIVY
0097 4--------- pommmmm- pmmmmmmmem e e o pommmmme- T pommme $rmmmmme- 1052

99YIYYIYY999IY LOYYYIYIVYIVY YLV IV ILYYIYIYILYYIYIIVILYYIYIYILYYIYIIVIIVIVY IOIVYIIVIIVIIVIVY

-57-



ES 2636976 T3

AGDId g L33 AN AT S VAL NI I TN e

LYOVOVYYYLLYYOVOYLLOVIOLYOLYIYLLYIILIILOLYLLIVLIV LLY LYYYYOVYYYYOYLLLVYOLLOLYYYVYIVY LIVIOOVIIVVIVLIVD

~d S AANANITHTITANTINDTSOI LT LI NTLdALVY ISTAAR
YLOVLYLYLOVYYLLLYYYYYOVLLLVOVLLLYLOVYLLYYYOYYYYYOLLOVOLYYOVYILIWY LYYOVYYWYLLOOOOL LYIOWVILOVLLVIVLILVL

- A LYY A AAANTNTCLNNXTYNIAIANANITYITHNANL LA
YYYIOVYOVYIO9WY LY LLY VWYL LILY LLIYLYILOY LYYYYYYLLLOOLYYYYOLLOVYOYYYOVYYYIYIIVYIV LYOVVYWYIVW L LIOL LY LIV

-AdYYTAHYAIdNNTINANYETTOYXTITSAINTHNILS
LOLLLLD9YIOYLIVLOLYIYIVYIOVY LYY LILLY LYVYYVVYYIONY LLYLLVWIVIOVYYYLLLIVLIOVIVIVYOVWY LIV IVILYYLIIVLIIVID

SS LT IANEAANTTEITIANTANANIINCLAISSOT CONXNTLNI
WYYV LLYYWY LYYYYYOVYYYYY LLYLLVOYYYIOLLYWY L LOVYYLY LYYYYIOLLLIVYLYOLLLYOLYOLYYOY LY LYOYVOVVYOLLYIVOVYOLY

- 3397T3IXMISITISAANTIACHNSITITINNINITTANSA

GY-1dSd
-0 31 AXT AT QCIAC40TINYACAQINACNY XNTOITVNIS

YOWYOYLLOVLYYWYLYLYLLIVIVIOYOLLYOVIOLLLYIYLOVYOLYYYIILYIIVIYIOWVYIVILYYIIONYYYLLOVILLYIIOLYYWVILIVLI
-9 ¥ dVYAdLYdSYINLILAIdYSASSSODLLYdAYVYDSDO
9199¥20199¥ 1919019¥¥INIIDLYIILIILYYYIY 199¥IVYIIYIYILYLIIILYOLIILYVILIVYIVYIWIIYLOVIIVIIVVILILYYD

-58-



ES 2636976 T3

="M

-ATLOANNLTAdTANINITLANAIINODYIVIVSHAVY

YLL9¥OLOVOVYIV LOLLOVYIIVILYIVY LYILYLLY LYYV LOVOOVYIVILIOVILLIVILY LYIOVYYYIVIVWIOLILOLIILVIVIVYYLVLD

-S9O T IAVANAACTTINALAONTITASASLYHYXAIDITAQ
00GH +--------- pommmmees pommmme pommmeee e pommmmee pommmmmmes T 0v

I L9V 1YLLIWVIIVVYONYLYILLLYIVLLYLOVYYLYLI0ILYIVYYYLYLLYLVLLIOVIVIIILLIVYIOLYIVWYLLIVWILIVWILLIYOL)

- SNTAQGT4ALYENANYLATYNLINSNIYAOIDAOITI DM

YOVYLLLLIOVOVLIVIYLOYLIVLLVIOVYVLLYLYLYLLYLOYYILYLOVILYYYIVLLYWIOVYYOLLYLVLYV.IVOLYIVVIVYY LOVWVILINV
-0 9xl mem_&szA dNINIANNIANTLdIANTAITIATAITILdAT0

YOVIONYYYOVY LYWYOLYIY L LYOOLYYYYOOVYYYIVYYIYYL1999LILLYIOOLLLILIOLYOLIIVILYILLIVYIVYILIIIV LIVILYIVY VI
-9DANTS IV IVYYIAIYVIILYNILOIAYITYNACLIDIITILS

99¥J919Y1 L LOVYYIYILIVYIIVIDL DL VYIVIILIYYIVINYIILYYYYIIOWYIOLYIYINV LIVILYYLIVIIIVYIOVIVYIVIVIOL
- T0XdTTIITAANTYANAITIINNNLHLAILALNOCNI

Y1¥YYI9VYYIILLOILLYYIIVILYLLLOLYYYLLIOIVYYOVY LLOVYIYYIOVY LYYYYY LOVLYIVOV LY LLOOQOVIV LVOVYYY LYOLYVY 1Y)

-59-



ES 2636976 T3

04 9ld

(sepeJqisow ou

opeJoausbap sy Jopeqeo ap SEIDUaNI9S) & o0d—|dSN = eyubeN 90t§ - L0¥S

JOpEgoD 9p SONIS = Sajoyolon  EUlBIsIo ap sonpisay =[] JLYVL

614-1dSN = earsing leyes opnded = 7]
- * 17T TN 4

005 #--------- pommmm oo e prmmmmmee I e s e S 1085

VO LYYYYOY OV OVYYY I VYOIV ILIVIVY LLYIIVY IVILYYYY LYYV ILYYIOV LYIIVY WYYV Y Y WYY YV YYOYYLLLOVLILOWWLLLOL

b1 dSWuId

SN T 1TTYYT1T11S19148SSaPIr9341d3ISA4AdVN o v

008G #--------- pommmmmeo prmmmmmme- prmmmmee pommmmmee pommmmmme- pommmmoee- pommmmome- pommmmmee pommmmoee- 1025

VLLYYLLY1L109VO9VLLYLIYLOVOLYL199901001 119vYOLLOL1IOLOLILLL1DLIWYILLLVLYLIOVYILILLYLIOIVIIIVYLILLII

- QAT ANGCINLIPNY IIVETIINNANOPS T ITOCIANGI

00¢G +-—-------- o t--———- - - - - - f-————— - 101G
1910191 LYYYYIVYOVILYOVINYYIIN LILOVYLIIVYILIOLIILILYINIOLYYIVY LLVYILILLILL DIV IVYALYIVYILLOLILYIIY
T 1dSmid
90N THNANTIQYMNANITYICIASALPIVNILALANLITLO
001G +--------- o t-————- - - - - t-————-- fomm————— 4 100G
991Y9LLOVLOVYYLYLLYYYLLYLLO9LYIVIOLY LIVYONYYYIOYIVYILY LYY LY LLOLYIIVIILYYYYILIOLY VWYY IVYYIOIVLILYD
Y- 1dSINAd 94-1dSmid
-V HXYSINTITVNSIADTTISITIINLSININATIXDN
000G +--------- - - - - - - o to————— $-————— 106y
9LYIVYYYIIDIVLLYLVYILIVLLYIILYYLOLOVOY LILODLLOVLLYYOYILY LY LLYONY LOVYOLYYOLYYYYYLYYL 1L LOVIOVWYYYIVYY
¢ +1dShud
- 171401771 9SSYTITAQXNINNSNIYXINWNITINITIAINSAITILTN
00y t-———--—--- t-—————- - - - - - - $o—————— $-————— 108y

LLOVIVOVIYLLYLYY99LILLVYIIV LY LYINYYYILYYYYY LOLOVYYYYLLLOLYYYOY LYYYYYYOLYOLLLVYVIOVIOV LYVIVIVVLLYYWYL

- ST LINAVAOXIINPNLITLYXINTINININNTINSI
008y +-------—- pommmmoee- pommmmmee- p--mmm- e prmmmemee pmmmmme- e pommmmme- $ommmmome L0

VY LY LOVLLYOVVVLIVIILYIVYYYYOY LLLYY LOLOVYYIVLLYY LLLOVYYYYLLLYYY LYY LYOYYYOILYWYIVVYYIYYOLLYLLLYVYVOLY

- 860 -



ES 2636976 T3

V9 Dld

969 INYWIIINAISINTINGI IINTVI TAADISOIILIAVOTHAL INTHYMO TV IANN TOI IO TIAMOAD TIMAS I TLAMLTINININTISTTHHT £GG

065 um¥4¥;uzmmmzx~moa<_ox14>>ou4>h40¥x4sz42?20u>m@mm;xxxuu:><umx&xuuomxzm>4hzoAm<m>uxzm<axumz>x<u>>x>xu 134

AN N 1 1 1 S
95 o<2404o4@zmxz>umam>ux14m>gm4»240¥¥4¥¥>4<¥m4m»mmwmAAzxuh4>uhz¥m4m¥umzuhhHmzo4¢mo>LXMA4&¥Lm@mMXXLXMAxm LSh

06 u4mx¥42m4¥ommﬁxHXZEMXMA4uxm¥hmz_4_oxmexoocmZOJQQmHuowwHxuﬁ4m>~mzm<4<>mHoxa>hmx4h&>hxolho VSMLSIITT 26¢

L L o v Ao 1 1 ot S A
9G¥ QAGTNDIOTIILINDLL TORINITHIO0L LIORNGANDTI1L TOLSSHS INSTYATSAVAL I HAMMAYA NAVISNY TOLLYSNA ™ 85€

16¢ ho<zx<xum;>>mgum<ehm4@o4omz>Hx<z<>_omu4o<_xxo<<x00mch4mm2FHzox QAxxxu<u>OMJ4<x_oxxuxA>¥>mxu4>mHAxo G6¢

LA W R A S LU L L A
Lo wxxmxmm>>>g4M;<QH¢4@Q§Z;>HZ¥<Hmxﬁxmommx_ohzmmux_<o¢<<<m<m<um@whagxomﬁmxHMQAAXXMQquxAhon¥¥A>uH4!0 092

v6¢ <mu40mh>m_oz>§<o>Hxxxmo»gm2Hmml<<m<lmmho>>hh@ooom4hzmm<mmmh@Hmszhmoo<<zzo<omQZHHthooomx<zuomHszﬁz a6l

R AR L SN | ] | ]
6G7 VITTONIASTINANSYADIONINGNN " 10300595 *3SdVITOINIQ ™ "VINNA™ " IIATTAIN 102

61 mHHM¥ZXh_LhMJXQ_ooxH294mx3404>>x¥4§o4uxomHXAIMQ_x@>ozs@2ax>z<1445>zmzH>13402muu>mu>4>xHozmmg<4mm_414 a6

o IO o e A A L AR A K A Y
007 NALVINLLTDXDINTQOXINTTAMRAO IAODI NI TINDY THNALGORON THAON DAV TIM NI OANTINITZAOTT TONISMLT TRIISAL 1oL

6 1QLHIAIDTITDIOAINYINSLTASAONNNNNNY ***** NYOAMTANII TIMMHATIAIAA TYITHOANYATONAST "L 2 |

R R o L e T o e L R | 11111
001 TOAIAININTANSAINOTYYLASSAYSOOINNYQL LS INOOINI AL TY-DDIHA INAIAN 133X THOT TOIACNL _

[(1ouasur ‘L Z4SOWWVH) X0AM o "SA (ouadns) aDUDDW (] |dSNWd 9P Sopogoulwe ap ojuaiwesuly

-61-



ES 2636976 T3

d9'9ld

9l 41y x;o<m@2mxu424>zcuxozmmmw4px4ammmoﬁ>>x<m<x>>x44HmhzxAhzm>uxxuhmmxxzum<h>zx4>mhl224AZommMszxAmHAx 901

R e A R A A A A
€671 THOTIISAMINTTHIANI IO TSOILT L1 VISTAMLEVIAR INLQLNY TWNFADDVIDDINIM VY IAHINNTINODRITTOYNTISAT S L

£90! xHooxmzmHxzxxxAmxu4x4x>xo>xo4m>04xxx;muHmx04<zgxhoaszHmmxmeAmxxm>oz>xo~om41¥Q>m¥m>o<ho<uaxuumzoo>m 796

O Tt A e O SO
ES11 MIHNLSSLINDDITIAITHTAANONGSSOT QDTN 3T TIMIS ISINT LIS I NNINIGRNSADTTANIAL Q14" QTINVATINONYN G501

ON33™ <omhmpxxz@mHzmmxm>mzzxzm< "ONONSSAATVDO" SMWYS O™ """ 77777 r Tt YNNG LI T4V 106

L T o o Sy P e A1 11l
$501 TOIVNISHVAVALYASYINLOLAY " SASSSDLLYAAVYOSOVALYOSOVAAYYOOVd T¥ODAODSYAdAYddASdddd TYSSYYYSNYL INTNY 956

006 Hxxohoxzx>ﬁz>>§mxo>4uM>4204uzwzmo>Hm>§<14220>zg44o4ua@zzoz_Xquo<24u>u¥44¥xo§Hm2h>u_Ix;@<><mXAmo44xu 108

O T A A o e e L e R A T A
G55 THONDATHAINATIHON TDIAOND TANSASANS IVAD TOAN I TN u44¥¥omm_¥4¥>0044hmz§hmzz>4Hz_;@>><Hx;me>4xm (S8

008 4>u4¥m§<ﬂ<...‘...........m<<<<<lh¢<.............,...&H<m>....oa<<mo,.........whmohmﬁ>004........Do<a St
IRIE I I o] X
958 TADTISTLAAIN 301 3IATLILOAINYNDILILL YOIV AVYIOIALYL L IVOdIYYYOILOLLOVDILLOL 131 L9FVISDISDISISD £SL

G2 YdA" " ADSDODDDDDDDDDDDDDDDOO0DD ***** """ "AISLAYNLLAT " * " LWW3ISSY 77T TI0ISLAYSYVANY TN 169

_ L] ] L
96/ 9d191Y9VVOIDLOLOLD1Dd0dOADADAONOVOVSIL INSALOSSLLYLLLISALLIALDLSIIIISSIHINS L IAVISAHISANOYYYMI NITTTHN £G9

069 MF<_§muﬂﬂ&~LQXJXDMﬂﬂﬂﬁ>§4>>mu&xww+z>>¥&>>4coﬂ>ﬂﬂ2¥442094ﬂﬂ<m#xﬂ__ﬁﬂxwﬂw0ﬂ9>ommomxzu>+ﬂxzuzxmHuo<ﬂo># 166
O L T 1 R o A IR T T L

-B2-



ES 2636976 T3

J9°0l4

6Ld-LdSIN = eaisin)

¢ed-1LdSIN = eyubaN

BUISISIO Bp sonpisey =[]

[euss opnded = 7

LTl *d_@._ijs_._j.._m4m4.._wmm@\@mmEmmwwk%Q%E%@En.@%&%@\_z 1991

IR IR s
6L T Ez44<<j#m§m&%@@&&%@@§a§§§§%§§& 1891

099 SIAPIITINAL T IRMIINIT UAGYNCANL Q\@E&E 77°0104 z._._om._m_v_mm_zm_v:._xwvs._v_m_._._ommv_a_zxv_m_mv_v_h_m_._vm_g ¢961

O 1 o e o 1 o 1 S A 1 1 | RS Wk R 1A
9891 0RO TANT BRI HOT AN TN LGS INT IS DA STISSTIYLSIONAIONTITIOSSVIDNADSIAIEE0N (651

19G1 NAGOTMALI ”._<”._v_v_m_._&2_>v_v_._zo._.>._.z>v_m>._m”._>”._v_o._mz._.._n_._>v_”._._”._<v_v_§mo§m_._._.v_._.mcm2V_V_Hv_com_§_ﬁ_<m_>v_v_>m_!><._..__._._. corl

S L A s L T RN
99} SAILTHSI LINAVOXTINONL LN INONDNTINIATLOMNL TS LAGNILNN "+ * """ " COMRVVIVSMAY3" " “0L 11

1971 MATIHONAALAOGNYLYIONAISYOLAMASI TN 10 TIHAMONI _>”._omn_m§.._n_z._owz._>”._._.._>z§v_._~_mﬁ_._§=Ez.._<z>_._z”._._c§: 144y’

LR 1 A 2 I i
01} YATHLAIQAANVSLIHITVSALOSOT DIOHIATTIAAAOHL ASOSLYHNAOT 10SNATTAALODIL VNI INSNNTDGOTOR A 1151

19¢1 V_Ew<._n_v_._>>>n_>omho<m>.__u%um#m_oh;gm_m_oooozzo“_._n_éH>v_o>cm_<> oo<o<v_5<m_<mm_>>on_>>ooh<%_m%o<n_a><om<om £9¢l

o L A 1 L O o I A R |
01} HANVTILATAIANL I INOGOALVOSNLIO TGN DO A TAIOATIATATO0N SHLIVAZY 9Ly " " N3LO0 Gzg !

29C1 WYYYdAYISYISIVYYY LAAIdAAYIALAYAS LSFOS LAMAT 130AVO TYAMAIV INYYHOMOSAIONT I IIVHATAHTIOSS TASINSH 110N €911

|| O L A L
PIEL VNG TALSTONATTIANTYINATINILHLADLALNONT X TILTAHHTO9S ALINBH TN #621

-B3-



ES 2636976 T3

N ' mu _ H_ €8¢ VO99OVYLIVLLLYOLYLOVOLLLOVYLLYYIILYLOLYYLLIVYOLYWILLYYOVYOL

6C¢

00¢

69¢

74

60¢

081

vl

0cl

68

09

HLEEECEEEEEE O FEEEEEEEREEEEEEEEFEEEEEEETTT T
PGS OVYLLVLLIVOLYLOVLLLLIVYLIVYO9LYLOLYYLLVOLYYOLLYYVYOL

VLYIOVYOL LYY LOLYYYYYOLLL9OL VOV LOVYYOYL LYY LLYYOOV LIVWOLLLLL
I mnnmm
VLYWL LYY LOLYLYYYOLLL9OL YOV LOVYYOYL LYV LLYYOOV LLYWOLLLLL

OVYLLOVOLLOLY.LL199YDOOLL LWWALOOYYYLOL LOVYYONOLOLLLLYYYOVLYY
TP EEEEEEEEEEE EEETT T
OWYLL9¥DLLOLY1199¥O00LLLVWILOOVYYLOLLOVYYIN LLOLLLLVVYIIVLYY

YYYO9VVYLI00LIOLLLOVY LOVLYOLYONWY LYYLYYYOILYILOVLOVLIYIONL
A
YYYOIVVYL900LIOLL LIV LIV LYOLYONWY LYYLYVYOILYOLOV LOVLIYIONL

VY L1991V9VY LYV 1YIV¥IVIVYLLIDILLLYVYYYVYYYIYOLLLYLIIVYLY LIV

I
Y 199LYIOVY LYYLLYOVOVIWY L LO0IL LLVWWWYYYYYOVOLLLYLIOVYLY1999Y

YOV LOLLOVLOVY IV IILOVYYYIIIL LOVYYOLLYOLOYYOVYOLYLLYOVYOLYYY
I
VOV LOLLOVLOVY A9V IILOVWYYIIIL LOVYYYOLLYL LOVYOVYOLYLLYOVVOLYYY

LdSIN @P .G NAV op elouandas | @RQ¢| {Y

0eg

10¢

0L¢

(324

0l¢

181

061

Il

06

0¢

|

1888¢1 4V

100

1888¢ 1 4V

7100

1888¢ | ¥

7100

1888¢ | 4V

100

1888¢ | 4V

100

1888¢1 4Y

100

aDLID|DW ‘4 3P JUDQUR)) BIoUBNJ3S 'SA (100 UnJaweD) aDLUD/DW ‘o 2P ojuaiweaul|y

- 64 -



ES 2636976 T3

V8Ol

I 79X I NI ALDLNXNXDI SLINNSTAANTINITdAYA

<oo<hp<hOFho<<<<<<opooh<o<oOHh<<oo<<H<oho<Hh<<<<Hhoh<oo<o<oo<H<<<oH@hﬁ<ﬁh<oh<<<oohohoh<h<oh<o<Ho<<<H
- Y447 0CAAANTTANTINGITIIADIITTANTINLAGITS

006 +---—-—-—-—--- L — L E— t-—mm- t--mm t--mmm- t--mm- - t---mm t--mmm N
JO¥IVOLLALOLYILYLLYLLLLOVWILLYLVOYLOLYY L LOVIOVYLLLYVYORYILY LYIOWYIY LYY LOLY LYYYYLIVIIOVYVIOVLYOVLLIOOLLL
Al C4-1dSNod
ST 3IY T AHNTAIHIIdINTOTALIYSTTAIEITAYLITHXSAA
ooy +--——-- t-mm—- t-—m-- t--mmm - - o o= t-mmm- L — - |0
YYYOVOWYLYOLLLYOOLYYLLLYOYIILYIVINVIOLLY LYY LLOVIILLLLLVOWYILYLOLLIOOLLYOYY.IVIVIIIVIVY L LIVVIIVLLIOL)
¢+1dShod | +-1dSWOd
- ONNINSNSQYLSAYVYVISYASIISSASLLISSIS IV
00¢ t-—---———- L | t-mm-- - t-—m—--- t-m—--- t--mm t---m- t--mmm - 10¢
YVQOWYOVYOLYIVYIY LYY LILLYILIDIOVLILYLILIOVYLOYYIOLYOLIVWIOLLYIOLIALLLOLILLOVLIVL VIV LIOLIVLIVIVY
94-1dSWod
-9 111 A31317X07T1L7T4dLXHITITNAITAANTY I TNNI
00¢t-—------—-- t--m tommm t-—mm - t-—m-- t--m-- t---- t--m- - 10l

9919V 12YVIVILIYYILIVYYIVLLOVYYYIVLIDOVYLLIJOLIVYYYIVILLLYL LOVWOVLIO9LVILLIILOVLIILINWYIOLLIVYIVVVL LV

X H 1139 A z 11 h u§§§&\&\§&\§§§§§§

<H<Oh&0ﬁh@@<@<<<h<bH<<<<wohomo<<<ohoh<<ohoho<<ohohH<hphpFHPF<QHPHOHoHooothh<hoohpOhoo<<0h<<<<<ohh<<
*| SY
LdSINOd @p uoidoonpeu} A eolugb elousnodeg

- 65 -



ES 2636976 T3

mmmw. mu_“m - 1T d T Y AANADITATANTINYACACANDNSTTIIOONTN
¥10000L 1Y LO9VYYOYYIvYYYIIYIIvIOVLOLLYYY L LOVYYYIOLYILY LOVIOLOVYYYYOYYY LOLY LLLLOVYOVY IV IVVIOVVY L LVWVVL
SNY 1IN QT 4INYANAANLITINNTYNITIANDTAO
YYYYY LLOYYYOVOYLYOLLYYOLYWWOYOWY LYILYILYVIOYILLLLYYY VWY LYYV L LYOOYYYVIOLLYYYOV LOLYYYVOVLLIYOLIOLLLLD
-l L 3ILAYASTTISININITITILIATTINGALLINdLdL LS

L99L9VYYIVIVYYIV LIV LYYV LOYYIIVYYYYOVIIYYYYIVIY LLOVLOVLLYIILLYYILLOLDJLYOLIVLLLOLOLOOVVIILVWYIOLLY
74-1dSHod
- AALXYINAXTOLXYITANITIIOTOLOSYLINSIdIdLAMN

WYY L9OLOVYYYYI90 LYYV OVY LLYYYILIVYYYL LOVYYIVYLLYYYOYYIIrIOLIVYIOOVYYIVILLIIOY LYV L IVIIVIIIIV LLIVYYII
S 3ININVITIITIANANTINHINTLOAENATAITIT T ATV I
YYY9YYYYIO090LYWYIYYIILOV LLYWVYYYY LYIVIYYY IV IOV OVYYY LLOOYYYIOLOLOOOVYYYYYLLLLOVYIOLYY LLYVWWWYIVIOVYD
- 1 TO AN AL TYNATSDATYAYINANYITILISILSSNIA
YOVYLLOVIVYVYYOVLLLLYLLID9OVVIVLVLIVIILYYILYLYLLLIOYYY LOQYYYOVY LY LOVYYYOvOvYYIOOYYYILOY LOLLOLLVWYYIY
- D 9SSYSYNILIISYYIVSILINISAVYVAIIAENINITITY
¥0099%0L LAYYIILILYIILYY LOVYIIYILIIILIIVIVIILIVYIIVIY LYYy IOLIVY LWL LOOVOLIILY LIVYYYYYVYYIVYIVIINV

- 66 -



ES 2636976 T3

J8'9I4

- 3dVdY¥YIdAIdYSYILdOYALITOILOANILdYVIODALY
YOOV I9YIIVIWYIVIOY LYV IIVIIVILYIYIVIIINVIYIV LIVIV LYYIIOVYYIV LIVIIVIOIII¥IVIIIVIY LIVIVYIIV)

-¥d0D1VvV93S5SS3I1S1SdSLAYLYINDIDNOINATIIACADI
OV IOYYIVINYINIIIVIIILYILYYIYIVYILYIVYILYIOVILYIVY L IWIIVIY LOIVYIOWYYYILYYYIILVYILIY LOV.IVYYILYILLIII)

- 4 AdTY IOV IVIdLINYEINATNINTNLN LTI TAA

LYYYI9YYYYYILIILILLLYLLLYLIIVIVIOVYOLIIVYYIIIVYOVIYL9ILYLLLIIIVILIIILIIVLLLIIQVILYONYYILLOVIVIIVYVIVIVL
G4+1dSod
ST I IAAANTTITAANYATANDADITIAANS TdTLSVIL

LLLOVYYYYOY LOYYYYYYY LLLLOVYILLYYYYYYYYOOY LIV LLY LOVYYYYOVLIVYOVLLYVOY LIV LOLYYLILYLIYIIV L LDVIILVIIVIY
- ITTININAATINYINXNATILOTHMNITOIOLAIHNIANTAN
VL1V LLOV LY LYYWYOLYVYYYOYYY LYWYIOVYYOOY L LYYV ILLYYYOLOVYYIV LOVYYOOLOVIV LLVIOYOVLLLIYOVWW L LOVYIVYY VYL
4 A INYTSAACNTAYTOANTAAALNYLHNIALDNNT
LLLLOVYOVYYYOVOLLYILOVLOVILYYILLLYLYIOLLOVVIVYY LYYV L LIVY LY IILIOOVIVYYYYYOYILYYYOOY LYOOLOLLYYWYWY L LIV
-INYTOWANCY IANSLT I AINSITITLINGCTANINHID I A
9OVVIYYILIVYIILY LY LOVYIVVIVYYIY LOVYYLLLYYIYYOOLLYYY LOYLJ0L 1YL LOVOVOYYOVOLLOVYYYOOLYYOVILLLOVIOVILLL

-B7 -



ES 2636976 T3

as old

-AATIITAANNALITIIANTITINANITILISAACACAYNIODLNITL

¥999¥ILILYIVIWYYIVYYILLLILVVY LYYIIYIVYIVIYYIIII LYY L LOVOVYIYYIWILLIOVIVLYIVVOLYILYYLILIIIWVIVIIL
-ANI9SDILVYVODLSYHLSYHLVYLD h vy 1 0L1lvvYyDdLlLLIADIL
Hop<<hoo<<o<o<Hooooo<<o<o<hoHQQOh<o<o<hoHQO@H<o<o<Huooo<<<o<o<hoooo<<<u<o<hoouoo<<oou<Fu<oho<<o<o<Ho
-Y VDL LVYOLNATLdLYAOdYLOLTOOLITLHINTVHHAS
9009¥¥I9IV LOYIIIVYIVIYLYYILIYLOLI0L 0V LO9LY Y OOYIIV IV LOQYIVY LY LYY IV IV VIV LOL LLVVIVYYILYIOIVVLYOLIVY
- NXYANXAINATNIANITIATOIANSOTLISSANNGIS TS AN
OVYYYYOLYOVYIVLY LY LYYV LOLODLYYYINYYYILY 1YL LYWL LYIY L LYYOOVYYIOLLLOVOOLIVILY.LYYLIVILLLILILILLYIOLYD
- AdITNNDTNII 4 a1 o aQ x [ 1M x 3333410 1TNAAY
ho<oo<Hph<<o<<<<u<hﬁo<<Hhhohh<pHh<@<bho<oh<0hoh<<<<h<<@Kw<<<<<<<<<<o<<o<<o<<o<oo<o<PHOP<<P<P<<<<O@@#

94-1dSNod
T T AXNNLSNLATIANHPDAASLATAAATHITADTN

L19LLIVOVYYOVYOLYYOV LOLOVYYOVLIYLLLLYOYLOWYLYOLOLYLOLYL1O0LO0VLVLIOLLLLLOVI IYIVLIOVYOVIOLILY LYYV L LYYV
- Il N1 dINDLYVOADIODLAdOANDdY DY ITVIAITIdY LY
YOV9LYYI¥YID099L¥YYYIIYI0IVIIVYIILIIVIYIIVYIIV LIIYYIILILIOVIIVYIYIIVYIY LYYIYIIV LIVY VIV IV IVVINV

100¢

106¢

108¢

10£¢

109¢

106¢

10¥¢

10¢¢

- B8 -



ES 2636976 T3

38°Old

- dVYVddyYYVYdlIVYVYVddyYyVYYVYVSYVIIOODLOLYVYILSY
YOVI9YI9YIIYIIVINIYIIV L L9I9WIIVIOYIIVININVIIVIIYILYINVIIWYIIIDINYI¥IVIYIIOYIIIIIOLIOLIVIOLLID

-ALIANdTTANATNTYNNAIANNYYHINILANMNN
LOLOVYY99LOYYYYIOLLOOLLLYOVYYIV LILOLYYOLLIDILYYOYY LLODYIV LIOLYLYYYIOLIILYILIOLYVYIIVIVIV LVVYYY LYYV

-HTT9XT3ISTAHATYSSTALINIXNITININDXNTIHI I

9LLYIVIVIVLYLLOVYLLLYYVYYYIILLLYVOLILY LIV LYYYYOYYYVY IV LLYOYLYOYYOLIWY LYYOYYYYYLLVIJOLLLOVVYIYIOLYYL
~AANXANYY X AANTTIYALNXYTLINIAINNITLIENANS

-4 ANYd A NHIAHYINNITNIDYEYNTOVYVNTTSTINITHINA
LLI9VOVLLLOVVIYOY LYY 19LYOVIVYIOOVY LYY LLIILYLLIVYOVOYYIVILVILLYYIVIIVWYYLLLLYLOVOLLYYOVYY L LV LVIVYIVYY

= SSTANINAANLTYEITITATAAANAHTCTSAHNCTESHTIL
LOVLOVY LLLLOVVYYYOLYYYYYYYY LLLILIYOV LIV LIVYYVLLIVYYLY L OVYLYVIVLIVOLYOVLLIVOLILY VOV LIV LIVIVYYLLVOVY

L4-1dSNod
- XA I T TITIANMACAILANNAYAOANNSS T IV EILAQTAN

WYY LOVYOYYOYYIY LLYYOYYYIIL LYOVVYYYOVOVILYYYY LYYV LOLOOLYIOWYYYYOOLYOLLLILL LLOOVYYLLLIVYLIVILYILY LOVYLY

- 69 -



ES 2636976 T3

48°Old

-3 04NAAANTHACAATOANYTINITITODISNTISSHTOSN
YOLVYOLLLOLYYLI9LYLOVOLYYOLIVYYLYIILILLOLLYL 9V LWV LLYYYYYVYIILLIVOOOILLOVOVYYLLLIVYILYYVYLLIVYIIILLVWIY
-ALNAXYITITTILIANYNISYTAIdTAINANLYNLYOQQDL

<<<h<o<h<<ooh<o<hoo<oHooh<<hH@@OH<<o<hoo<hoo<o<<H<h0hohoohoooh<<<<<<oH<HH<Ho<uhh<<ooh<@ou<hoohh<<<o<
pd-1dShod
~-AGXIANSATATANAS w TIAXAANITISIAQTTANAVAOYTAA
H@h<@<<<@<@hh@h0pH<o<<<hH<h<h<<<o<koo<ho<<HHOHF<<<<<<<<<<<<<<thho<o<Hh<hH<<<o<houuh<w<o<hh<hhwo<hh<

-NQSLYHXNDLTOSNIAITSIANLINIEISITANILAN

00y #--------- fmmmmmeee T T e pommmmmen R  —  — e 10T
YOV9LILLIYYIOLYOVYYORYYYILIVOLLLYILOLOVYYLLOLOVYIILLLLLLYLIYWWOWYVYYYYOLLLIOLILYYIILLOLVOVYYOVY LIOVY
G—1dSWOd
- SHA4VLAHYITOAXNITLAAAOIVYVIAIXANAAANTAITINLI
007y +--------- T pmmmmmme- pommmmmee e pommmmmen e T I pommmm e 101

LOVOYOLLLYIVIV LILYOYOIVYIILLYYOOYYOVYIL LIOVYYYLY 1YL 9199139V L LOOOVYYILIOV LOLOLLOVYIIV LYY IOWVIOVILYY
-INTINAQAXADY IODLADOAIYHLIINXNNILITLdTATA

YOLYYILOY LY 1YVIVIOVIIVYOVIVYIVINVYILIFOVIIVILIVYIAVIL L LODOLYIVIVYIOVYYIYYYIIOLLLLOOIIVLIVLILLYIL IV
-NNAQQO3ILAQIVHYALYLIOINYLIOIIdYVYVYYSYVIddYVYV

¥ L¥YIVI0Y9YYI9IV 1Y LOVIYYIVIIIVIVIY LIOVYIVIVYYILIOLYYYIILIVYIDLIOVIYIIVIIWILYIOVIIYIIVIVINVIIVID

-70 -



ES 2636976 T3

98'Dld

(sepensow ou opelsusbep sy JOpegad [ap Selousndss) ,
Jopega) |ap SolIS = $8)18Y210)

6Ld-LdSIN = earsind

ged-LdSIN = eyubaN

BulalsID ap wo:_u_ww.m_ =[]
leussS opided =
A pommmmme pommmmme tmmmmmmee tmmmmmmm- e 1028

LLIOVLIOVYLLIVLI0LYOLLYLLOIOYO99LLYLLOLL1D1YLLI9W L0011 LOYYILYOLOOOLOLILLLIOIOOVYIOLLOLIVILYYILYYYYD

-QN@K@N\kaemmMTQQTKQQQQQQEM<@NQEEQ
001G +-----—---- e imat kit bttet - - - $-—————t—————- o - 100G
<@@HO<HOH<O<HOHPo<hh<<<<H<<P<<<<ohoh<<o<00hw_H<@<O@HQ<OUOH<@hOP<QQHowh<<F<<<<@<Q@h@h<@<b@@ﬁ<<@<<h<<<

8+ 1dSWod
dAP L 3INNNAINTIOYEHNITIYIAS IYALDIVNILL L
000G +--------- - - - - - e - pommm———— - 106Y
IOV LOLOLYIVYYIYIOLLIYYYYWY LLLOVYYL LOLLLOLIYIVIILYYINYIVIOVIILYILOLLLLYOVLYLLOLYIIVIILYY LYIVIILYLYIVYL
141 dSod 24-1dSmod
- 0IFYHYSOINS T TO0VSaAa113IST1IXAXS3IaLlald
006¥ +--------- pom—————— - - - - e tom—————- $mm—————- fommmm - | 08Y
VLIVOLLY19LYWYIYOVWY1D1Y999LYLILOLLOL IVWOLIOLOL LYY LOLYAYLLOLLOVIOILY LIV L LVWVIVYYOLIVILYIVOY LYIVIILLL
CI-1dSNod
-wmzx;sz_zmhaHo¥>4¥h4o¥u¥ww¥4uu4¥
oogy t--—-—- - - - - - t---—--- t-—————t - - |0LY
Hoo<oh<o<o<<<hho<<o<<<h<<H<o<<hoH<Q<H<o<h<h<o<<<H<H<Hh<<<<0<@bhh<@<<<<<@@<<ho<ooh<<<<hp@<o<<@<hk<<<<

-71 -



ES 2636976 T3

V6 Old

099 TALTAAYIANYOLIADIAA THON TOVIHTINIAMM TTIINNVA TANOAD TIAMNS T TLSY LI TININYMI NV IMATILODIMITOLIHMADINAADA 196

695 14>>DMA>H40¥x4¥z~42&20m>ﬂ@mm4xxxum§><mmxhxLM@LXZM>4HZOAZ<m>¢IZm<m¥mmz>x<u>>¥>ﬂuu4uxxAzm4xouu_xﬁxzzﬁﬂ 0Lp
R 1 1 o e L A R IS A
095 HTSAINTAYTOIN THOALNALWAION NN TONANGH IANIT3DISAT TINTTHONH 03T TVDDOTINTHIVAACANDNS TTTI0ONIINNT 19¥

697 JTTIMMLINI TTOMNAOMIAAINDTA9ALIASITNAT TIATISNIVIVAS I HAALINTLAALMOJLOVSHLSIT T TLOVIRAVAIN TAATTIIVAL 419 OLE

O L O Y o 11 oy N A A L L Y
09 Q1 INIOONLAT N IWHOL IANDTAOALLFLAVYS TIISININT 1AL TONAALDN " ddLLSD™ "~ "SDLT" " AISYIMONIYTAAATIAALATO 69€

692 AT0INALIYNYAIDSTIQYIYMOYYHO0IAL TAUNLINGAd THMMIVI ADI TV IOHINIAMASNTIAIT THOYITTOSLAAT INAWYOAIMMMIAA 1£C

X
89¢ INAIMALAYINMIOLITINIIIOTOLO "~ " SYINSALANSINIYI IITTYIMI IMHINTLOADMNTAIT THIVILTONMAI TYNATSOATVAVINA 9LC

02 Quzhmmm<<m<&mmho>>HH@oowm4Hzmm<mmxH0hmhzohwoo<<zzo<o¢QZHPZHmooozx<zuom_4¥zﬁzm~hu¥2¥hHmhu4¥oﬁgotzg4ﬂ LI
| | ol ] LT L [T
6Lz MALIST T LSSNIDISSYSYNLISYYY "SAINGSAY ™" * " AJOADINIYAT IONINIALD LN L INSTAGNINGTd L0C

L1 YMTI9TAAMING1INAS IXNTHIA T HORAHVONAHANYY TTOAHANTAHATONATIASIATAN T NI V1T THTIALHOIOTITIMOAINYINSLIA 1L

I e e O A s L U A Y L
007 YA TN TINOS TX THOAT TAONYEIGH DIV TOA N TLANTINAIIAOTT TANTONLOTST TN IHOINTOT RS TIIQYLTH 0L

0L SA"ONNNNNNYN™ """ """ va-o MINID T MHATIAIAAATY I THOANYATONAST " L %7 |

] I O A e .
001 SAADNNINSNSQHLSAVHSYASAISSASLISSASIMILLLAIL T DO IL T LIH TNASGA VTN IHHTTIHANT 1L _

[( Jousjul ‘/zyCoVVYE) XoaA o "SA (ousdns) 8ipa0 'd ] | SO oP Sopiogouluie ap ojuaieauly

-72-



ES 2636976 T3

d6'9ld

6¢€1 941dTAIANNGQILAGIVHYALY LION VLIdVYYSYYddY " " " Vdd¥¥dd¥Vd " TYVddYVYYSYOI00LOLYYD """ """ """ LSYALIMATT £GC)

9121 JDAVOIVMMAIY INAVHAMOSAMMANT I JIVHATAHTIOSS TASINSYITILANI I x;o<m@zmxu424>zou¥ozmuumghx4mmmmwﬁ>>¥<x<x> 811

o A1 L e L 1 e s AN T
9571 TN TYNNAZAMNYYHANOLAYINH 1135 TAHATYSS TALINIXI ININOY AT TSA TN INTANNINT1LO3ST LI ALINANANYIA LG L

LLLL ATTTILNYTINIAINMILIIMINA Y LANNTAS LANN TINO ITHNM IS L IHMTOAHSNS IINMMM 1A T TH TIAMOAHISAD XA TIIT NI YN 8101

LTt S A R T
9511 ANTIVALNYTLNIADNIL TN A INHAHSGNNTHADSINTOYY TS TINIHINSS ANV THO TH DUINAHO TSN IS A TIT TN £G01

L10} BXFQQEXHHMMﬂﬂmMAl¥¥m>DZﬁﬂoHomAngﬁﬂxﬂ®o<ho<um¥. TING' T ONONIVD™dLSL T HNDSING ™" SYSA 746
R T 1 U A 1 N NS N o
9601 HOILIDNAYODISS TN A0ODNTTIVNA ST DHIISACOOYNID ILOISLSDIIHIALLLYGNAL LYSALHIONSHOIMIDLIYD LG5

|¥6 mzzxzm< @zozmm>>u<oommx<<wo<...........m<<<xzszMAu<x_xxchoxzx>Hz>>§mxo>4m~>4204mzmzmc>Hm>§<a4220>z GG8

L | I R R L T T A
956 LSYHISVHLYLOLYLOLYYOLLADLYYOLLYOINATALYOdY LOL 1901 314N VHASNMMAINA THIXIA TOLANSD TLSSANGI ISAAGINNO'IN  £68

a8 L44o4ma@xzoz_¥H¥MQ<24u>uxA4xxo§Hm2h>m_I¥1@<><m¥4mo44¥u4>mgxmz<a<a<<<<........<mhm<mh<m>o¢<<momhaohmH £9L

L e o o e L AR T L A A IR U
958 m4AD40g@zHH¥¥¥MMMM&PAZ>X<AAQXZEPWZH>A_>¥;@>>mh>4L>>4xu4»04xhzhmozah<<o>ooohmo>m<o<uH<m>ul<h<ul<&<ul> LSL

9L >oo<o@<m<¢>>omoooooooooooooooooooooooommh><2HH>MH<<mmm@mAA "09SIAd" " YSY " VANMILYINSIIIAT A THAT A 0£9

RN A O SOt 1 et e e L A 1 ot I A A
9L OdVSYOOVAAI LDAIIVYADALYYADLYOISS " " JLSLSASLAYLYINONONA T 3UAGMA VIOV LYALANYM N NN I N3O THALINN 199

699 4>§4>>&umxmwhz>>xm>>4cox>x<zx4AZOQZ¥4<M_xxH~ﬁ»ﬂo>oou>>owmom¥2u>h4¥zuzxx_uo<4o>_um¥4xgu§¢mmeHuQc<_Dx 08
T A A L ARt A e B AT U VO A A 1 T AR B

-73-



ES 2636976 T3

J6°9Old

61d-1dSN = earsing
¢od—| S = eybaN
BUISISID 9P SONpISay = _H_
leuss opided =

£2L) ¥ TIEMATINTTASTS 0LLL

IR
LSLL #T INATTIVTISSTS GhLL

60L1 13SSSEMITS Em%m»\% t%m&%@E&@%&Qv@\_\,\m&\@%ﬂé TN N\@\@\v\\,\qm\_ﬁ QIIHISSHLTTIO L 1191

TR e N N e A e T U A A AT e AT e
i %&&*\E&Q %@@.c\\,\EmVﬁﬁn\§§m§%\<§§%\_§>\Ngﬁ\%&%@_\%&ta\@\sﬁﬁS&, 9191

019l oM z._._ow.:”._v_m”._z”._v:._v_mvs._vm_._._ommv_a_. U .zxv_”._mv_v_h_”._._v_ugz»ao._v_v_ﬁ_”._<”._v_v_”._._c@‘z;§._zn_;_.z>v_w>._w§._m LISl

NIRRT T e 11 e
5191 oA admé_v_&eg%_v_%_zms_QEE%V_W@:EEEQQ_SH%mzﬁﬁwz@_swzcéujgaza 9161

9161 NTITITIVIIVRSDLIILIMLSASOIININAAIVAIQYIAMMATINAY L THLMA TIDINAALAOONYLY TANAISYOL ARSI T IATIMA Liv1

11| ANy 1 A Y
GIGH VAT ™"+ HNLVMLYOGOLNOIVE """ ADVNASTIALIA TYIDBAAQI LY T AADIASTALAMASS TDDODIZAITINA 851

9yl NI _Eown_mEH_mz._owz._E._“;zzv_v_._zwc._zﬁ_._.Hz_.z.._<z>_._z”._._9_v_:.v_§o<._n_v_._>>>o>cw8<m>._Hm_n_<uwm_<m_o._..—>8mu8oozz LIg)

S S A T R e A e L A Y1
£67), YOSTAANCSLYHOINOL 10SN AT TANLYNST IANLANSHYLAYTTOYNT YAV TOMAMIAINL T3NTINGONCOV3SDLADQ VHLOMN 03¢

91¢1 o:%_>v_eamﬁooés_aﬁ%m_>>8582&&Oo,_\ﬂﬂ><ow<omo<<,_\<&>§<omo<<<§n_>8>>§>;<>mEom;v_n_Hﬁ L1zl
ARLE L L R | 11 N I NI . I

- 74 -



ES 2636976 T3

Comparacién de la secuencia de aminoacidos (% de Identidad)

P. falciparum | P. vivax | P. malarice | P. ovale
P. falciparum 100,0
P. vivax 42,7 100
P. malariae 43,8 50,1 100
P. ovale 441 52,5 91,7 100
Especie Num. Genbank
P. falciparum BAF62278
P. vivax AAAB3427
P. malarige  (Cameran 0014)
P. ovale Cameran 510-10)

FIG.10

Localizacién de MSP1 y sub-regiones de MSP1 para P. malariae y P. ovale

(Figura1)  (Figura2)  (Figura3) (Figura4)

sub-region de MSP1  ADNPmMMSP1  AAPmMSP1  apn PoMSP1  aa PoMSP1
p19 4961-5260 1634-1733 4849-5145 1614-1712

p33 4181-4960 1374-1633 4048-4848 1347-1613

p42 4181-5260 1374-1733 4048-5145 1347-1712

MSP1 62-3314 1-1751 10-5199 1-1730

FIG.11
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Un Formato de Ensayo para Malaria Abbott PRISM® Prototipo

Etapa 1

Lavado de
Transferencia

AC Lavar, activar
y leer

Microparticula Anti-lgG humana
recubierta con A de ratédn marcada

MSP1-19 C con acridinio
recombinante

Muestra humana Tampon diluyente

Y con anticuerpos SD del espécimen
anti-plasmodio

FIG.15
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