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DESCRIPCIÓN

Marcadores para predecir la resistencia a fármacos de lactona macrocíclica de la Dirofilaria immitis, el agente causal 
de la enfermedad del gusano del corazón

Campo

Se desvelan aspectos genéticos relacionados con la resistencia a endectocidas de lactona macrocíclica (LM) en 5
parásitos nematodos (por ejemplo, Dirofilaria immitis). Se desvelan polimorfismos de único nucleótido dentro del 
genoma de D. immitis que, individualmente o en combinación, se correlacionan con un grado de respuesta reducido 
de los parásitos a las LM. Además, se desvelan procedimientos para la detección de estos parásitos, procedimientos 
para el tratamiento de estos parásitos y procedimientos y kits para la determinación del grado de respuesta de estos 
parásitos a las LM.10

Antecedentes

La dirofilariosis es una parasitosis de animales y ocasionalmente de humanos, que puede ser el resultado de la 
infestación por una especie de Dirofilaria tal como D. immitis, D. repens, D. tenuis, D. ursi, D. subdermata, D. lutrae, 
D. striata y D spectans.

Dirofilaria immitis (gusano del corazón) es un nematodo parásito que habitualmente infesta perros, zorros, lobos, 15
coyotes y gatos. Los gusanos del corazón pueden provocar lesiones vasculares graves y pueden ser mortales, 
especialmente en animales altamente activos.

El ciclo de vida de D. immitis es muy conocido (revisado en McCall y col., Adv. Parasitol. 66:193-285, 2008). En 
resumen, un mosquito puede infestarse cuando extrae sangre de un hospedador infectado (por ejemplo, un perro). 
En el mosquito, las microfilarias (mf) se desarrollan a la fase larvaria infecciosa. Cuando el mosquito infestado se 20
alimenta, puede transmitir larvas a un nuevo hospedador (por ejemplo, otro perro). En el nuevo hospedador, las 
larvas continúan madurando entre ocho y diez semanas, después de lo cual se mueven al lado derecho de los 
pulmones y la arteria pulmonar, donde se convierten en adultos. Los gusanos adultos se aparean y las hembras 
producen huevos, los cuales se desarrollan en el útero para dar embriones largos y finos (microfilarias) que se 
liberan en el torrente sanguíneo. Un mosquito que tome el mf en circulación cuando extrae sangre del hospedador 25
infestado comienza el ciclo de nuevo.

D. immitis puede encontrarse dondequiera se encuentre su vector, el mosquito. En general, D. immitis se puede 
encontrar en todo el mundo, pero es muy común en zonas con climas templados y cálidos.

Las lactonas macrocíclicas (LM) a menudo se prescriben como opción terapéutica o profilaxis en el tratamiento de D. 
immitis en aplicaciones veterinarias. Los ejemplos LM incluyen ivermectina (IVM), milbemicina oxima (MO), 30
moxidectina (MOX) y selamectina (SLM). Sin embargo, la resistencia a las LM es común en una diversidad de 
nematodos parásitos y parece estar desarrollándose en D. immitis. Se han descrito varias pruebas para la detección 
de la resistencia a antihelmínticos en nematodos de ganado y de caballos, que incluyen, la prueba de reducción del 
recuento de huevos en materia fecal, la prueba de eclosión de huevos, la prueba de desarrollo de larvas en 
microagar y pruebas moleculares basadas en la resistencia a benzimidazol (revisado en Coles y col., Veterinary 35
Parasitology 136:167-185, 2006). Prichard y col. (Patente europea EP 0979278) describe una secuencia de 
glucoproteína P en Haemonchus contortus que puede ser útil para el diagnóstico de la resistencia a LM en 
nematodos parásitos. Sin embargo, sigue habiendo una necesidad de procedimientos para detectar D. immitis
(gusanos del corazón) que sean resistentes a una LM.

Sumario40

Se han descubierto variaciones genéticas (por ejemplo, SNP) en los genomas de nematodos de Dirofilaria spp. que 
se relacionan con un grado de respuesta reducido de los nematodos a las lactonas macrocíclicas. En un ejemplo, el 
nematodo es Dirofilaria immitis (el agente causal del gusano del corazón en los animales). En un ejemplo, las 
lactonas macrocíclicas son ivermectina, selamectina, milbemicina oxima o moxidectina.

Se desvelan procedimientos para determinar el grado de respuesta de un nematodo de Dirofilaria spp. a una lactona 45
macrocíclica. En un ejemplo, el procedimiento implica determinar el genotipo del nematodo en un sitio polimórfico en 
una molécula de ácido nucleico que incluye una o más de las SEQ ID NO: 1-127 del nematodo. En un ejemplo, la 
molécula de ácido nucleico posee al menos el 80 % de identidad de secuencia con una o más de las SEQ ID NO: 1-
127. En otros ejemplos, la molécula de ácido nucleico posee al menos el 90 % o al menos el 95 % de identidad de 
secuencia con una o más de las SEQ ID NO: 1-127. En un ejemplo, la molécula de ácido nucleico incluye un 50
fragmento que tiene una longitud de al menos 100 nucleótidos de una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e incluye el 
sitio polimórfico. En otro ejemplo, la molécula de ácido nucleico incluye un fragmento que tiene una longitud de al 
menos 50 nucleótidos de una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e incluye el sitio polimórfico. En un ejemplo, la 
molécula de ácido nucleico incluye un fragmento que tiene una longitud de al menos 100 nucleótidos y que posee al 
menos el 95 % de identidad de secuencia con una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e incluye el sitio polimórfico. Por 55
lo tanto, la invención proporciona un procedimiento para determinar el grado de respuesta de un nematodo de 
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Dirofilaria spp. a una lactona, comprendiendo el procedimiento determinar el genotipo del nematodo en un sitio 
polimórfico en una molécula de ácido nucleico, en el que la molécula de ácido nucleico comprende un fragmento que 
tiene una longitud de al menos 50 nucleótidos que posee al menos el 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID 
NO: 118 e incluye el sitio polimórfico.

En una realización del procedimiento, la presencia de un nucleótido alternativo en el sitio polimórfico en las 5
moléculas de ácido nucleico indica que es probable que el nematodo sea resistente a la lactona macrocíclica. En 
una realización, el procedimiento puede incluir aislar la molécula de ácido nucleico del nematodo y, opcionalmente, 
purificar los ácidos nucleicos antes de determinar el genotipo del nematodo. En una realización del procedimiento, el 
genotipo del nematodo se determina por secuenciación de ADN, procedimientos basados en hibridación que 
incluyen oligonucleótidos específicos de alelo, análisis de micromatriz, procedimientos basados en enzimas, 10
polimorfismo de conformación monocatenaria (SSCP), fusión de alta resolución (HRM, forma sigla de high resolution 
melt) o estrategias basadas en PCR, RT-PCR o qRT-PCR.

Se desvelan moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden una o más de las SEQ ID NO: 1-127. En un
ejemplo, la molécula de ácido nucleico posee al menos el 80 % de identidad de secuencia con una o más de las 
SEQ ID NO: 1-127. En otros ejemplos, la molécula de ácido nucleico posee al menos el 90 % o al menos el 95 % de 15
identidad de secuencia con una o más de las SEQ ID NO: 1-127. En un ejemplo, la molécula de ácido nucleico 
incluye un fragmento que tiene una longitud de al menos 100 nucleótidos de una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e 
incluye el sitio polimórfico. En otro ejemplo, la molécula de ácido nucleico incluye un fragmento que tiene una 
longitud de al menos 50 nucleótidos de una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e incluye el sitio polimórfico. En un 
ejemplo, la molécula de ácido nucleico incluye un fragmento que tiene una longitud de al menos 100 nucleótidos y 20
que posee al menos el 95 % de identidad de secuencia con una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e incluye el sitio 
polimórfico.

Se desvelan kits para determinar el grado de respuesta de un nematodo de Dirofilaria spp. a una lactona 
macrocíclica. En un ejemplo, el kit contiene una sonda que tiene la capacidad de determinar el genotipo del 
nematodo en un sitio polimórfico de una o más de las SEQ ID NO: 1-127. La sonda puede ser un oligonucleótido, un 25
cebador o un aptámero. Utilizando el kit, se puede determinar el genotipo del nematodo, por ejemplo, por 
secuenciación de ADN, procedimientos basados en hibridación que incluyen el uso de oligonucleótidos específicos 
de alelo, análisis de micromatriz, procedimientos basados en enzimas, polimorfismo de conformación monocatenaria 
(SSCP), fusión de alta resolución (HRM) o estrategias basadas en PCR, RT-PCR o qRT-PCR.

Se desvelan procedimientos para seleccionar un tratamiento para tratar un animal infestado con un nematodo de 30
Dirofilaria spp. En un ejemplo, el procedimiento implica determinar el genotipo del nematodo en un sitio polimórfico 
en una molécula de ácido nucleico que incluye una o más de las SEQ ID NO: 1-127 y seleccionar el tratamiento 
basándose en el genotipo del nematodo. En un ejemplo, la molécula de ácido nucleico posee al menos el 80 % de 
identidad de secuencia con una o más de las SEQ ID NO: 1-127. En otros ejemplos, la molécula de ácido nucleico 
posee al menos el 90 % o al menos el 95 % de identidad de secuencia con una o más de las SEQ ID NO: 1-127. En 35
un ejemplo, la molécula de ácido nucleico incluye un fragmento que tiene una longitud de al menos 100 nucleótidos 
de una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e incluye el sitio polimórfico. En otro ejemplo, la molécula de ácido nucleico 
incluye un fragmento que tiene una longitud de al menos 50 nucleótidos de una o más de las SEQ ID NO: 1-127 e 
incluye el sitio polimórfico. En un ejemplo, la molécula de ácido nucleico incluye un fragmento que tiene una longitud 
de al menos 100 nucleótidos y que posee al menos el 95 % de identidad de secuencia con una o más de las SEQ ID 40
NO: 1-127 e incluye el sitio polimórfico.

En un ejemplo, el procedimiento implica tratar al animal con uno o más agentes alternativos cuando se encuentra un 
nucleótido alternativo en el sitio polimórfico. Los agentes alternativos pueden incluir uno o más de una terapia 
basada en arsénico, dietilcarbamazina y antibióticos. En un ejemplo, el procedimiento puede incluir aislar la molécula 
de ácido nucleico del nematodo y, opcionalmente, purificar los ácidos nucleicos antes de determinar el genotipo del 45
nematodo. En un ejemplo del procedimiento, el genotipo del nematodo se determina por secuenciación de ADN, 
procedimientos basados en hibridación que incluyen oligonucleótidos específicos de alelo, análisis de micromatriz, 
procedimientos basados en enzimas, polimorfismo de conformación monocatenaria (SSCP), fusión de alta 
resolución (HRM) o estrategias basadas en PCR, RT-PCR o qRT-PCR.

Breve descripción de los dibujos50

La Figura 1 ilustra las frecuencias de genotipo para el SNP dentro de cada uno de los marcadores indicados, para 
aislados susceptibles y con PDE. Los gráficos son representativos de los marcadores que también se designan 
como las SEQ ID NO: 1-109 dentro de la solicitud. Para los marcadores designados con un asterisco (*), el genotipo 
indicado muestra el análisis de la complementaria inversa de las secuencias mostradas como las SEQ ID NO: 1-109 
dentro de la solicitud.55

Descripción detallada

Definiciones

En el presente documento, "lactonas macrocíclicas" o "las LM" significa productos, o derivados químicos de los 
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mismos, de microorganismos del suelo que pertenecen al género Streptomyces incluyendo, pero sin limitación, 
avermectinas y milbemicinas. Estas moléculas se utilizan para tratar especies de endo- y ectoparásitos en una 
amplia diversidad de hospedadores. Las avermectinas en uso incluyen, sin limitación, ivermectina, abamectina, 
doramectina, eprinomectina y selamectina. Las milbemicinas disponibles incluyen, sin limitación, milbemicina oxima 
y moxidectina. Las lactonas macrocíclicas tienen un potente y amplio espectro antiparasitario a bajos niveles de 5
dosis. Son activos frente a muchos nematodos inmaduros (incluyendo larvas hipobióticas) y artrópodos. Una única 
dosis terapéutica puede persistir en concentraciones suficientes para ser eficaz frente a infestaciones por nematodos 
durante períodos prolongados después del tratamiento.

Se desarrollaron tratamientos preventivos para el gusano del corazón con lactona macrocíclica (LM) para el 
tratamiento de perros y gatos, que todavía no estaban infestados, para prevenir el establecimiento de infestaciones 10
en adultos teniendo como objetivo las fases del desarrollo L3/l4. Las lactonas macrocíclicas también tienen efectos 
en el estadio de microfilaria (L1). Los endectocidas de lactona macrocíclica tales como ivermectina (IVM), 
milbemicina oxima (MO), moxidectina (MOX) y selamectina (SLM) se utilizan durante la temporada de transmisión 
para la quimioprofilaxis del gusano del corazón en perros y gatos.

En el presente documento, "grado de respuesta" significa que un nematodo responde después de la exposición a 15
una lactona macrocíclica (LM). En realizaciones de la invención, un nematodo puede responder siendo sensible o 
resistente a un LM. Sensibilidad a una LM significa que la lactona macrocíclica afecta negativamente al nematodo D. 
immitis expuesto. Por ejemplo, una LM puede ser mortal o casi mortal para al nematodo D. immitis, acortar su vida o 
inhibir su capacidad para reproducirse. La resistencia es la reducción en la eficacia de un fármaco, en el presente 
documento las LM, para curar una enfermedad o mejorar los síntomas (por ejemplo, la erradicación de los gusanos 20
del corazón de un perro). Un nematodo D. immitis puede ser resistente a una LM si el fármaco destinado a 
neutralizarlo es ineficaz, menos eficaz o tiene una eficacia reducida. Un nematodo D. immitis también puede ser 
resistente a una LM si el fármaco, a una dosis específica destinada a neutralizarlo, tiene un efecto reducido. En 
realizaciones de la invención, el grado de respuesta de un nematodo a una lactona macrocíclica se puede 
determinar in vivo o in vitro.25

En el presente documento, "pérdida de eficacia" o "PDE" significa que hay al menos una disminución percibida en el 
grado de respuesta de los nematodos a las LM. La disminución percibida en el grado de respuesta puede ser 
percibida o puede ser real. En un ejemplo, la disminución en el grado de respuesta de los nematodos a las LM 
puede ser real, en cuyo caso se puede decir que los nematodos son resistentes a las LM. En otro ejemplo, la 
disminución en el grado de respuesta de los nematodos a las LM puede ser percibida y no real. Por ejemplo, en el 30
caso en que un perro infestado con gusanos del corazón se trate con las LM, con el fin de eliminar el gusano del 
corazón del perro, el dueño del perro puede no cumplir con la administración apropiada de las LM al perro. En ese 
caso, la infestación con el gusano del corazón podría no eliminarse del perro debido a que, por ejemplo, no se 
administraron dosis suficientes de las LM. El dueño del perro, u otro observador, puede creer erróneamente que las 
LM se administraron de manera adecuada al perro (por ejemplo, el dueño cree que le administró las LM como se le 35
indicó, pero, en realidad, se omitieron administraciones, se administraron dosificaciones inadecuadas, etc.) y, debido 
a que los gusanos del corazón no fueron eliminados del perro, los parásitos de gusano del corazón son resistentes a 
las LM. En al menos algunos de estos casos, los gusanos del corazón no se eliminan del perro debido a la falta de 
cumplimiento del tratamiento. En estos casos, la presencia continua del gusano del corazón puede no deberse a la 
resistencia a la LM de los organismos del gusano del corazón (es decir, la disminución en el grado de respuesta de 40
los parásitos del gusano del corazón es percibida y no es real). En los casos de PDE, generalmente no hay 
confirmación de que la infestación con el gusano del corazón sea realmente resistente a las LM.

En el presente documento, "resistente" o "resistencia confirmada" generalmente significa que se demostró que los 
organismos del gusano del corazón tienen al menos un grado de respuesta reducido a las LM. En un ejemplo, los 
perros infestados con gusanos del corazón se tratan con las LM, utilizando un régimen que se sabe que 45
normalmente libra a los perros de la infestación por gusanos del corazón (es decir, no se cuestiona el cumplimiento 
del tratamiento con LM), pero el tratamiento no libra al perro de los organismos del gusano del corazón. Dichos 
organismos del gusano del corazón, que normalmente serían eliminados de los perros por cumplir el tratamiento, no 
se eliminan debido a su reducido grado de respuesta a la LM. Se dice que tales organismos del gusano del corazón 
son resistentes a las LM.50

En un ejemplo, se puede decir que un nematodo D. immitis es resistente a una LM si menos de aproximadamente el 
93 %, menos de aproximadamente el 91 %, menos de aproximadamente el 89 %, menos de aproximadamente el 
87 %, menos de aproximadamente el 85 %, menos de aproximadamente el 83 %, menos de aproximadamente el 
81 %, menos de aproximadamente el 79 %, menos de aproximadamente el 77 %, menos de aproximadamente el 
75 %, menos de aproximadamente el 73 %, menos de aproximadamente el 71 %, menos de aproximadamente el 55
69 %, menos de aproximadamente el 67 %, menos de aproximadamente el 65 %, menos de aproximadamente el 
63 %, menos de aproximadamente el 61 %, menos de aproximadamente el 59 %, menos de aproximadamente el 
57 %, menos de aproximadamente el 55 %, menos de aproximadamente el 53 %, menos de aproximadamente el 
51 %, menos de aproximadamente el 49 %, menos de aproximadamente el 47 %, menos de aproximadamente el 
45 %, menos de aproximadamente el 43 %, menos de aproximadamente el 41 %, menos de aproximadamente el 60
39 %, menos de aproximadamente el 37 %, menos de aproximadamente el 35 %, menos de aproximadamente el 
33 %, menos de aproximadamente el 31 %, menos de aproximadamente el 29 %, menos de aproximadamente el 
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27 %, menos de aproximadamente el 25 %, menos de aproximadamente el 23 %, menos de aproximadamente el 
21 %, menos de aproximadamente el 19 %, menos de aproximadamente el 17 %, menos de aproximadamente el 
15 %, menos de aproximadamente el 13 %, menos de aproximadamente el 11 %, menos de aproximadamente el 
9 %, menos de aproximadamente el 7 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de aproximadamente el 3 %, 
menos de aproximadamente el 1 % o si el 0 % de los nematodos murieron después de la exposición a una dosis o 5
concentración DL95 (una dosis o concentración letal de un fármaco que debería haber destruido al 95 % de los 
nematodos de D. immitis) de una lactona macrocíclica.

En otra realización, se puede decir que un nematodo D. immitis es sensible a una lactona macrocíclica si a los sumo 
aproximadamente el 5 %, a lo sumo aproximadamente el 4 %, a lo sumo aproximadamente el 3 %, a lo sumo 
aproximadamente el 2 %, a lo sumo aproximadamente el 1 % o si el 0 % de los nematodos sobrevivieron después 10
de la exposición a una dosis o concentración DL95 (una dosis o concentración letal de un fármaco que debería haber 
destruido al 95 % de los nematodos de D. immitis) de una lactona macrocíclica.

En el presente documento, "ácido nucleico", "secuencia de nucleótidos" o "molécula de ácido nucleico" puede 
referirse a un polímero de ADN y/o ARN que puede ser monocatenario o bicatenario y que contiene, opcionalmente, 
bases nucleotídicas sintéticas, no naturales o modificadas que tienen la capacidad de incorporarse en polímeros de 15
ADN o ARN. Los "ácidos nucleicos", "secuencias de ácido nucleico" o "moléculas de ácido nucleico" puede abarcar 
genes, ADNc, ADN (por ejemplo, ADN genómico) y ARN codificado por un gen. Los ácidos nucleicos o secuencias 
de ácido nucleico pueden comprender al menos 3, al menos 10, al menos 100, al menos 1000, al menos 5000 o al 
menos 10000 nucleótidos o pares de bases.

Los "ácidos nucleicos", "secuencias de ácido nucleico" o "moléculas de ácido nucleico" pueden modificarse por 20
cualquier medio químico y/o biológico conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitación, la reacción con 
cualquier producto químico conocido tales como agentes alquilantes, azúcares de oscurecimiento, etc.; conjugación 
a un grupo enlazador (por ejemplo PEG); metilación; oxidación; radiación ionizante; o la acción de carcinógenos 
químicos. Dichas modificaciones de ácido nucleico pueden producirse durante la síntesis o el procesamiento, o 
después del tratamiento con reactivos químicos conocidos en la técnica.25

En el presente documento, una "molécula de ácido nucleico aislada" puede referirse a una molécula de ácido 
nucleico que no aparece en la naturaleza como parte de una secuencia polinucleotídica más grande; y/o puede estar 
sustancialmente exenta de otras moléculas de ácido nucleico u otros contaminantes que se encuentran en su 
entorno natural. Como se usa en el presente documento, una "molécula de ácido nucleico aislada" puede abarcar 
también moléculas de ácido nucleico producidas de forma recombinante o sintética.30

En el presente documento, el término "identidad" o "idéntico" se refiere a la similitud de secuencia entre dos o más 
moléculas de polinucleótido, en una posición dentro de las moléculas, o en más de una posición dentro de las 
moléculas. La identidad se puede determinar comparando cada posición en las secuencias alineadas. Un grado de 
identidad entre las secuencias de ácido nucleico es una función del número de ácidos nucleicos idénticos o 
coincidentes en las posiciones compartidas por las secuencias, por ejemplo, a lo largo de una región específica. El 35
alineamiento óptimo de las secuencias para las comparaciones de identidad se puede realizar utilizando una 
diversidad de algoritmos, como se conoce en la técnica. En un ejemplo, la identidad de secuencia se puede 
determinar utilizando el algoritmo muy conocido BLAST, disponible de forma pública (por ejemplo, BLASTn y 
BLASTp). En otra realización, el experto en la materia puede alinear fácil y adecuadamente cualquier secuencia 
dada y deducir la identidad/homología de secuencia mediante una simple inspección visual.40

En el presente documento, "polimorfismos de único nucleótido" o "los SNP" se refiere a variaciones genéticas (o de 
no identidad) en ubicaciones específicas en un genoma (es decir, un sitio polimórfico). En general, en una posición 
específica en un genoma, la identidad de un nucleótido puede ser invariante o constante. En algunas posiciones en 
un genoma, sin embargo, la identidad de un nucleótido puede no ser invariante. En tales posiciones, puede haber un 
nucleótido presente en la posición en una frecuencia relativamente más alta que otros nucleótidos, cuando se 45
analizan los genomas de distintos individuos dentro de una población. El nucleótido más comúnmente encontrado en 
tal posición puede denominarse el nucleótido de tipo silvestre en esta posición. Sin embargo, puede haber uno o 
más otros nucleótidos encontrados en esta posición en frecuencias relativamente más bajas. Estos nucleótidos 
pueden denominarse nucleótidos alternativos. Las frecuencias en las que se encuentran los nucleótidos alternativos 
pueden variar. En un ejemplo, los SNP descritos en el presente documento pueden desempeñar un papel en el 50
grado de respuesta de los nematodos a las LM. En un ejemplo, los SNP pueden identificar o etiquetar una región de 
un genoma que puede desempeñar un papel en el grado de respuesta de los nematodos a las LM (es decir, el SNP 
en sí no está directamente implicado en el grado de respuesta a las LM alterado, pero puede estar genéticamente 
vinculado a cambios genéticos que están implicados en el grado de respuesta alterado). En un ejemplo, la presencia 
de uno o más de los SNP desvelados puede indicar que el parásito cuyo genoma contiene el uno o más de los SNP 55
es menos sensible a las LM, en comparación con los parásitos que no tienen los SNP.

Como se usa en el presente documento, la expresión "sitio polimórfico" puede referirse a una región/ubicación 
específica en un ácido nucleico en la cual se observan dos o más secuencias de nucleótidos alternativas en un 
número significativo de muestras de ácido nucleico de una población de individuos. Un sitio polimórfico que es de un 
nucleótido de longitud se puede denominar en el presente documento un "polimorfismo de único nucleótido" o un 60
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"SNP".

En el presente documento, "marcador" o "marcadores" generalmente se refiere a secuencias de ácido nucleico que 
pueden contener uno o más de los SNP. Estas secuencias de ácido nucleico pueden ser de distintas longitudes.

En el presente documento, "genotipo" se refiere a la constitución genética de una célula, un organismo o un 
individuo (es decir, la composición alélica específica del individuo), habitualmente con referencia a un personaje 5
específico en consideración. En el contexto de la presente solicitud, genotipo generalmente se refiere a la identidad 
de los nucleótidos en posiciones de los SNP. En un ejemplo, un genotipo GG puede significar que en una posición 
específica de un gen (por ejemplo, un sitio polimórfico) que tiene dos alelos, el nucleótido en la misma ubicación en 
cada alelo es G (guanina). Los alelos son secuencias de ADN alternativas en el mismo locus físico, que pueden o no 
dar como resultado de forma directa distintos rasgos fenotípicos, pero que en general, dentro del contexto de la 10
presente solicitud, se correlacionan con un grado de respuesta disminuido de los parásitos a las LM. En cualquier 
organismo diploide particular, con dos copias de cada cromosoma, el genotipo de cada gen comprende la pareja de 
alelos presentes en ese locus, que son iguales en homocigotos y distintos en los heterocigotos.

Los enfoques adecuados para su uso en la determinación del genotipo son conocidos en la técnica y pueden incluir, 
sin limitación, PCR, RT PCR, qRT PCR, SSCP e hibridación con oligonucleótidos específicos de alelo. Otros 15
enfoques pueden incluir la hibridación de ácidos nucleicos a micromatrices de ADN o perlas, el polimorfismo de 
longitud de fragmentos de restricción (RFLP, forma siglada de restriction fragment length polymorphism), el 
polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción terminales (t-RFLP, forma siglada de terminal restriction 
fragment length polymorphism), el polimorfismo de longitud del fragmentos amplificados (AFLP, forma siglada de
amplified fragment length polymorphism) y amplificación de sonda dependiente de la ligamiento múltiple (MLPA, 20
forma siglada de multiplex ligation-dependent probe amplification).

En el presente documento, "consiste esencialmente en" o "que consiste esencialmente en" significa que la secuencia 
de ácido nucleico puede incluir una o más bases nucleotídicas, incluso dentro de la secuencia o en uno o ambos 
extremos de la secuencia, pero que las bases nucleotídicas adicionales no afectan materialmente la función de la 
secuencia del ácido nucleico.25

Genomas y los SNP

En un aspecto, la divulgación se refiere a moléculas de ácido nucleico aisladas que poseen al menos el 80 % de 
identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 1-127, a lo largo de toda su longitud, y que comprenden los nucleótidos 
alternativos en la ubicación del SNP (es decir, el sitio polimórfico), indicándose los nucleótidos alternativos mediante 
el nucleótido subrayado en las SEQ ID NO: 1-127, como se desvela en la presente divulgación. Los nucleótidos 30
alternativos generalmente tienen una menor frecuencia de aparición en las posiciones indicadas dentro de las 
secuencias, como se muestra en la Figura 1 y en la Tabla 1. En una realización de la divulgación, el genoma de un 
parásito nematodo, o de una población de parásitos, puede contener uno o más de los nucleótidos alternativos en 
los sitios polimórficos mostrados en las SEQ ID NO: 1-127. La presencia de estos nucleótidos alternativos 
generalmente se correlaciona con una sensibilidad reducida de los parásitos a las LM, en comparación con parásitos 35
que no contienen los nucleótidos alternativos. Con más detalle, la invención se refiere a un procedimiento para 
determinar el grado de respuesta de un nematodo de Dirofilaria spp. a una lactona macrocíclica, comprendiendo el 
procedimiento determinar el genotipo del nematodo en un sitio polimórfico en una molécula de ácido nucleico, en el 
que la molécula de ácido nucleico comprende un fragmento que tiene una longitud de al menos 50 nucleótidos que 
posee al menos el 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 118 e incluye el sitio polimórfico.40

Además se desvelan moléculas de ácido nucleico aisladas que comprenden, consisten en o consisten 
esencialmente en la secuencia representada en las SEQ ID NO: 1-127.

Una molécula de ácido nucleico desvelada en el presente documento puede comprender una secuencia que 
corresponde a la de las SEQ ID NO: 1-127 a lo largo de su longitud, y que contiene el nucleótido alternativo en el 
sitio de SNP (es decir, el sitio polimórfico). En realizaciones de la divulgación, la secuencia de ácido nucleico puede 45
ser al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 81 %, al menos aproximadamente el 82 %, al 
menos aproximadamente el 83 %, al menos aproximadamente el 84 %, al menos aproximadamente el 85 %, al 
menos aproximadamente el 86 %, al menos aproximadamente el 87 %, al menos aproximadamente el 88 %, al 
menos aproximadamente el 89 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 91 %, al 
menos aproximadamente el 91 %, al menos aproximadamente el 92 %, al menos aproximadamente el 93 %, al 50
menos aproximadamente el 94 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 96 %, al 
menos aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 %, al menos aproximadamente el 99 % o 100 % 
idéntica a las SEQ ID NO: 1-127, pero se aisló de un nematodo que tiene el nucleótido alternativo en la posición en 
cada secuencia, mostrada mediante el nucleótido subrayado como se desvela en la presente solicitud.

En otras realizaciones, la molécula de ácido nucleico desvelada en el presente documento puede comprender una 55
parte o fragmento de, las SEQ ID NO: 1-127 que también contiene el sitio polimórfico y el nucleótido alternativo en el 
sitio polimórfico. En diversos Ejemplos, el fragmento de las SEQ ID NO: 1-127 pueden tener 5, 20, 15, 20, 25, 30, 35, 
40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300 o más nucleótidos de longitud.
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Una molécula de ácido nucleico desvelada en el presente documento puede obtenerse de un nematodo D. immitis
que contiene una o más de las SEQ ID NO: 1-127 como se desvela en la presente solicitud. Como se usa en el 
presente documento, "obtenido de" puede referirse a una molécula de ácido nucleico que se aisló de una fuente 
natural, por ejemplo, un nematodo de Dirofilaria immitis. Además puede referirse a una molécula de ácido nucleico 
hecha por el hombre, por ejemplo, de forma recombinante o sintetizada basándose en una molécula de ácido 5
nucleico aislada de un nematodo D. immitis.

Detección de los SNP

Los SNP pueden detectarse mediante cualquier procedimiento que pueda determinar la identidad de un nucleótido 
en una posición específica en un genoma (por ejemplo, un sitio polimórfico) y que permita la comparación de las 
identidades de los nucleótidos en la posición específica del genoma entre individuos o poblaciones de individuos. 10
Las diferencias en las identidades de los nucleótidos en una posición específica pueden ser indicativas de un SNP.

Para detectar los SNP se puede usar una diversidad de procedimientos. En un ejemplo, pueden usarse 
procedimientos basados en hibridación. Los procedimientos basados en hibridación generalmente se basan en la 
hibridación de sondas de ADN complementarias al sitio que contiene el SNP. En un procedimiento, la hibridación 
dinámica específica de alelos (DASH, forma siglada de dynamic allele-specific hybridization) se basa en diferencias 15
en las temperaturas de fusión que son el resultado del emparejamiento de bases no coincidente. Mediante el diseño 
de sondas que hibridan de forma diferencial basándose en cambios de nucleótidos en los genomas diana, se 
pueden detectar los SNP.

En un ejemplo de un procedimiento basado en hibridación, pueden usarse balizas moleculares. Las balizas 
moleculares son sondas nucleotídicas monocatenarias, con un fluorocromo en un extremo y una molécula de 20
inactivación de fluorocromo en el otro extremo, que puede formar una estructura de tallo-bucle y colocar el 
fluorocromo y la molécula de inactivación próximos entre sí. En ausencia de hibridación de una baliza molecular con 
una región del genoma, el fluorocromo se inactivará, debido a su proximidad cercana a la molécula de extinción. 
Cuando la baliza molecular hibrida con una región del genoma, en general, el fluorocromo no formará una estructura 
de tallo-bucle. En estas condiciones, el fluorocromo emitirá fluorescencia, debido a la distancia al fluorocromo 25
aumentada de la molécula de inactivación.

En un ejemplo de un procedimiento basado en hibridación, se utilizan para la hibridación con los SNP micromatrices 
de oligonucleótidos, que son matrices de alta densidad que contienen cientos de miles de sondas. Comparando la 
hibridación diferencial con sondas redundantes, es posible detectar los SNP.

En un ejemplo de detección de los SNP, pueden usarse procedimientos basados en enzimas. En un ejemplo de un 30
procedimiento basado en enzimas para la detección de los SNP, se utilizan endonucleasas de restricción para digerir 
un ADN genómico. Determinando las longitudes de los fragmentos que son el resultado de la digestión, se puede 
determinar si la endonucleasa no logra escindir determinados sitios dentro de un genoma debido a un cambio de 
nucleótido (por ejemplo, un nucleótido alternativo) en la secuencia reconocida por la endonucleasa.

En un ejemplo de un procedimiento basado en enzimas para la detección de los SNP, se utilizan procedimientos 35
basados en PCR (reacción en cadena de la polimerasa). En un ejemplo de esto, se diseñan dos parejas de 
cebadores de forma que solo uno de ellos funcione en la amplificación de un sitio que contiene un SNP, 
dependiendo de si el SNP está presente. Los tamaños de los productos amplificados son distinguibles, informando, 
por lo tanto, qué pareja de cebadores funciona y si el SNP está presente.

En un ejemplo de un procedimiento basado en enzimas para la detección de los SNP, se diseñan sondas 40
nucleotídicas para hibridar con un sitio genómico y producir una falta de coincidencia, ya sea esté presente o no un 
SNP en el sitio genómico específico. Se utiliza una endonucleasa (por ejemplo, endonucleasa Flap) que escinde una 
de las sondas, dependiendo de si existe una falta de coincidencia. Usando fluorocromos y moléculas de inactivación, 
unidos a una o más de las sondas, se pueden detectar los SNP.

En un ejemplo de un procedimiento basado en enzimas para la detección de los SNP, se utiliza extensión de 45
cebadores. En este procedimiento, los cebadores hibridan con el ADN genómico inmediatamente corriente arriba del 
SNP. Después, se usa ADN polimerasa para extender el cebador en una reacción de minisecuenciación. La reacción 
de secuenciación determina la presencia de un SNP.

En un ejemplo de un procedimiento basado en enzimas para la detección de los SNP, se usa la actividad 5'-
nucleasa de la ADN polimerasa Taq. Se realiza un ensayo TaqMan de forma simultánea con una reacción de PCR. 50
El procedimiento se configura de modo que la reacción de PCR se extienda a través de un sitio que contiene un SNP 
y libere un fluorocromo de una sonda que hibrida con la región de SNP, dependiendo de si la sonda contiene una 
falta de coincidencia debido a la presencia del SNP.

En un ejemplo de un procedimiento basado en enzimas para la detección de los SNP, se usa la ADN ligasa para 
ligar dos sondas, una que hibrida con un sitio de SNP en un genoma, dependiendo de si el SNP está presente, y una 55
segunda sonda que hibrida adyacente al sitio de SNP. Si ambas sondas hibridan con el genoma sin faltas de 
coincidencia, la ligasa conectará las dos sondas, lo cual se puede medir.
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Existen otros procedimientos de detección de los SNP, que incluyen, por ejemplo, detección de polimorfismos de 
conformación monocatenaria, electroforesis en gel con gradiente de temperatura para detectar faltas de coincidencia 
en la estructura secundaria debidas a los SNP, cromatografía líquida desnaturalizante de alto rendimiento para 
detectar estructuras secundarias con falta de coincidencia, análisis de fusión de alta resolución, uso de proteínas de 
unión a faltas de coincidencia y otros.5

En un ejemplo de detección de los SNP, se puede obtener de un sujeto una muestra biológica que comprenda un 
nematodo D. immitis. El sujeto puede ser, sin limitación, un perro, zorro, lobo, coyote y gato. En el contexto de la 
invención, una muestra biológica puede ser cualquier muestra (por ejemplo, líquido corporal, excremento, órgano, 
tejido, etc.) procedente de un sujeto. La muestra biológica puede ser de un sujeto que se sabe que tiene, o se 
sospecha que tiene, una infestación por nematodos de D. immitis. El nematodo D. immitis puede aislarse de la 10
muestra biológica con procedimientos y técnicas de separación convencionales.

Una muestra de ácido nucleico puede aislarse u obtenerse de un nematodo D. immitis antes de su uso. Los 
procedimientos para aislar ácidos nucleicos de organismos y tejidos son conocidos. Dichos procedimientos pueden 
incluir, pero sin limitación, extracción convencional de ADN, con digestión con proteinasa K seguida de extracción 
con fenol cloroformo, extracción con hidróxido de sodio y rotura física, seguido de purificación, por ejemplo, por 15
centrifugación con cloruro de cesio o cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC); o el uso de kits comerciales. 
Una experto apreciaría que pueden usarse distintas estrategias para aislar una muestra de ácido nucleico de un 
nematodo D. immitis adulto en comparación con una microfilaria. En una realización de la invención, la muestra de 
ácido nucleico comprende ADN genómico.

Las secuencias de ácido nucleico de los ácidos nucleicos del parásito se pueden determinar usando uno cualquiera 20
de los numerosos procedimientos conocidos en la técnica. En algunas técnicas, utilizando procedimientos basados 
en ordenador, las secuencias de partes separadas del genoma se ensamblan en representaciones del genoma lineal 
completo del parásito. En un ejemplo, se puede utilizar secuenciación masiva paralela. La secuenciación masiva 
paralela (también denominada "secuenciación de última generación") puede abarcar diversos procedimientos de 
secuenciación de ADN de alto rendimiento. Uno de estos procedimientos es el sistema HiSeq2000 de Illumina®.25

A través de la comparación de secuencias de distintos parásitos o poblaciones de parásitos (por ejemplo, 
comparación de un genoma consenso o de referencia obtenido de parásitos sensibles a las LM con un genoma 
consenso o de referencia obtenido de parásitos resistentes a las LM), se pueden identificar los presuntos SNP.

Los presuntos SNP pueden analizarse adicionalmente. En un ejemplo, se utilizó análisis de SNP de alto rendimiento 
utilizando PCR combinada y espectrometría de masas MALDI-TOF (análisis Sequenom®). En general, este sistema 30
utiliza la extensión de un cebador oligonucleotídico o una sonda utilizando nucleótidos de terminación de cadena 
para producir productos de PCR de distintos tamaños para cada alelo de un SNP. Los productos de PCR de distintos 
tamaños se analizan mediante espectrometría de masas MALDI-TOF.

SNP desvelados

En un ejemplo, los marcadores genéticos de D. immitis incluyen las siguientes secuencias (las SEQ ID NO: 1-109), 35
donde los nucleótidos subrayados (es decir, los sitios polimórficos) indican la posición del nucleótido dentro del 
fragmento que se correlaciona con la resistencia a las LM (es decir, el nucleótido alternativo). En estas secuencias, 
el nucleótido en la posición subrayada es generalmente distinto del nucleótido encontrado en esta posición en 
organismos que no son resistentes a las LM (tipo silvestre). En las siguientes secuencias, el nucleótido subrayado en 
la secuencia indicada es el nucleótido alternativo que se correlaciona con la resistencia a las LM. En el encabezado 40
de cada secuencia, se muestra el cambio de nucleótido del nucleótido de tipo silvestre al nucleótido alternativo (el 
alternativo correlaciona con la resistencia a la LM) en el sitio polimórfico (por ejemplo, C en el tipo silvestre y A en la 
secuencia alternativa se designa como C→A). Las frecuencias de genotipo para cada SNP en los sitios polimórficos 
se muestran en la Figura 1. En la Figura 1, para los marcadores designados con un asterisco (*), el gráfico presenta 
los genotipos de la secuencia complementaria inversa, en comparación con la secuencia de nucleótidos presentada 45
en las SEQ ID NO: 1-109.

MARCADOR 617 (SEQ ID NO: 1); C→A

MARCADOR 714 (SEQ ID NO: 2); C→T
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MARCADOR 814 (SEQ ID NO: 3); T→C

MARCADOR 887 (SEQ ID NO: 4); C→T

5

MARCADOR 1514 (SEQ ID NO: 5); T→C

MARCADOR 2557 (SEQ ID NO: 6); T→C

MARCADOR 3367 (SEQ ID NO: 7): G→A10

MARCADOR 3488 (SEQ ID NO: 8); T→C
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MARCADOR 4553 (SEQ ID NO: 9); C→T

MARCADOR 5266 (SEQ ID NO: 10); C→T

5

MARCADOR 5365 (SEQ ID NO: 11); G→A

MARCADOR 5667 (SEQ ID NO: 12); G→A

MARCADOR 6568 A (SEQ ID NO: 13); G→C10

MARCADOR 6568 B (SEQ ID NO: 14); G→A
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MARCADOR 7633 (SEQ ID NO: 15); T→C

MARCADOR 9400 (SEQ ID NO: 16); T→C

5

MARCADOR 9473 (SEQ ID NO: 17); C→G

MARCADOR 9858 (SEQ ID NO: 18); A→G

10

MARCADOR 10349 (SEQ ID NO: 19); A→G
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MARCADOR 10520 (SEQ ID NO: 20); A→G

MARCADOR 10678 (SEQ ID NO: 21); A→T

5

MARCADOR 11676 (SEQ ID NO: 22); A→G

MARCADOR 11933 A (SEQ ID NO: 23); A→G

MARCADOR 11933 B (SEQ ID NO: 24); T→C10

MARCADOR 12716 (SEQ ID NO: 25); A→G
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MARCADOR 12925 (SEQ ID NO: 26); T→C

MARCADOR 13063 (SEQ ID NO: 27); C→T

5

MARCADOR 15000 A (SEQ ID NO: 28); T→A

MARCADOR 15000 B (SEQ ID NO: 29); A→G

MARCADOR 15709 A (SEQ ID NO: 30); T→C10

MARCADOR 15709 B (SEQ ID NO: 31); T→A
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MARCADOR 17333 (SEQ ID NO: 32); A→G

MARCADOR 18110 (SEQ ID NO: 33); C→T

5

MARCADOR 19999 (SEQ ID NO: 34); T→A

MARCADOR 20570 (SEQ ID NO: 35); T→C

MARCADOR 20587 (SEQ ID NO: 36); G→A10

MARCADOR 20698 (SEQ ID NO: 37); T→C

E14742404
30-01-2019ES 2 709 187 T3

 



15

MARCADOR 21554 (SEQ ID NO: 38); A→G

MARCADOR 22174 (SEQ ID NO: 39); A→C

5

MARCADOR 22254 (SEQ ID NO: 40); C→A

MARCADOR 22259 (SEQ ID NO: 41); A→G

MARCADOR 24708 (SEQ ID NO: 42); C→T10

MARCADOR 25276 A (SEQ ID NO: 43); A→G
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MARCADOR 25443 (SEQ ID NO: 44); T→C

MARCADOR 26447 (SEQ ID NO: 45); G→A

5

MARCADOR 26730 (SEQ ID NO: 46); A→G

MARCADOR 26974 (SEQ ID NO: 47); C→T

MARCADOR 27080 A (SEQ ID NO: 48); A→G10

MARCADOR 27349 (SEQ ID NO: 49); T→A
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MARCADOR 27461 (SEQ ID NO: 50); G→T

MARCADOR 29128 (SEQ ID NO: 51); T→C

5

MARCADOR 29168 (SEQ ID NO: 52); A→G

MARCADOR 29455 (SEQ ID NO: 53); T→A

MARCADOR 29816 (SEQ ID NO: 54); G→A10

MARCADOR 30575 (SEQ ID NO: 55); T→C
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MARCADOR 30991 (SEQ ID NO: 56); A→G

MARCADOR 31796 (SEQ ID NO: 57); A→G

5

MARCADOR 32164 (SEQ ID NO: 58); A→T

MARCADOR 32223 (SEQ ID NO: 59); T→C

MARCADOR 34439 (SEQ ID NO: 60); T→C10

MARCADOR 34903 (SEQ ID NO: 61): T→C
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MARCADOR 35336 (SEQ ID NO: 62); A→G

MARCADOR 36040 (SEQ ID NO: 63); T→C

5

MARCADOR 37881 (SEQ ID NO: 64); T→C

MARCADOR 38622 A (SEQ ID NO: 65); C→A

MARCADOR 38622 B (SEQ ID NO: 66); C→T10

MARCADOR 38622 C (SEQ ID NO: 67); C→T
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MARCADOR 38622 D (SEQ ID NO: 68); C→T

MARCADOR 39492 (SEQ ID NO: 69); T→C

5

MARCADOR 42291 (SEQ ID NO: 70); G→A

MARCADOR 42411 (SEQ ID NO: 71); A→T

MARCADOR 45689 (SEQ ID NO: 72); A→C10

MARCADOR 45719 (SEQ ID NO: 73); G→A
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MARCADOR 46063 (SEQ ID NO: 74); T→A

MARCADOR 47481 (SEQ ID NO: 75); C→G

5

MARCADOR 47722 A (SEQ ID NO: 76); C→T

MARCADOR 48750 B (SEQ ID NO: 77); G→A

MARCADOR 48750 C (SEQ ID NO: 78); G→A10

MARCADOR 48790 (SEQ ID NO: 79); A→C
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MARCADOR 49731 (SEQ ID NO: 80); T→A

MARCADOR 49824 (SEQ ID NO: 81); T→C

5

MARCADOR 49904 A (SEQ ID NO: 82); A→G

MARCADOR 50378 (SEQ ID NO: 83); A→G

MARCADOR 51565 (SEQ ID NO: 84); C→T10

MARCADOR 58162 A (SEQ ID NO: 85); G→A
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MARCADOR 58864 (SEQ ID NO: 86); T→C

MARCADOR 62666 A (SEQ ID NO: 87); G→A

5

MARCADOR 62666 B (SEQ ID NO: 88); A→T

MARCADOR 7060 (SEQ ID NO: 89); G→A

MARCADOR 12056 (SEQ ID NO: 90); T→C10

MARCADOR 16261 (SEQ ID NO: 91); T→C

E14742404
30-01-2019ES 2 709 187 T3

 



24

MARCADOR 23195 (SEQ ID NO: 92); C→T

MARCADOR 28579 (SEQ ID NO: 93); T→C

5

MARCADOR 48869 (SEQ ID NO: 94); G→A

MARCADOR 53021 (SEQ ID NO: 95); G→A

MARCADOR 7986 (SEQ ID NO: 96); G→A10

MARCADOR 48094 (SEQ ID NO: 97); C→T
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MARCADOR 6568 (SEQ ID NO: 98); T→C

MARCADOR 17022 (SEQ ID NO: 99); C→T

5

MARCADOR 55751 A (SEQ ID NO: 100); A→G

MARCADOR 55751 B (SEQ ID NO: 101); A→G

MARCADOR 15893 (SEQ ID NO: 102); T→C10
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MARCADOR 25462 (SEQ ID NO: 103); C→T

MARCADOR 33494 (SEQ ID NO: 104); A→C

MARCADOR 17935 (SEQ ID NO: 105); T→C5

MARCADOR 48561 (SEQ ID NO: 106); C→T

MARCADOR 42003 (SEQ ID NO: 107); T→G

10

MARCADOR 29566 (SEQ ID NO: 108); C→T

MARCADOR 33868 (SEQ ID NO: 109); G→A
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En otro ejemplo, los marcadores genéticos de D. immitis incluyen las siguientes secuencias (las SEQ ID NO: 110-
127), donde los nucleótidos subrayados (es decir, los sitios polimórficos) indican la posición del nucleótido de SNP 
dentro del fragmento que se correlaciona con la resistencia a las LM (es decir, el nucleótido alternativo). Los 
marcadores se identificaron después de la comparación de las frecuencias de genotipo entre individuos susceptibles 5
e individuos resistentes a la LM confirmados. En estas secuencias, el nucleótido subrayado en la posición de SNP es 
generalmente distinto del nucleótido encontrado en esta posición en organismos que son resistentes a las LM (tipo 
silvestre). En las siguientes secuencias, el nucleótido en la posición de SNP en la secuencia indicada correlaciona 
con la resistencia a las LM. En el encabezado de cada secuencia, se muestra el cambio de nucleótido del nucleótido 
de tipo silvestre al nucleótido alternativo (el nucleótido alternativo correlaciona con la resistencia a la LM) en el sitio 10
polimórfico.

MARCADOR 31307 (SEQ ID NO: 110); A→G

MARCADOR 26225 (SEQ ID NO: 111); A→G

15

MARCADOR 47722 B (SEQ ID NO: 112); A→G

MARCADOR 58162 B (SEQ ID NO: 113); T→C

MARCADOR 17709 (SEQ ID NO: 114); T→C20
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MARCADOR 47141 (SEQ ID NO: 115); T→C

MARCADOR 48750 A (SEQ ID NO: 116): A→G

5

MARCADOR 63962 (SEQ ID NO: 117); A→G

MARCADOR 6372 (SEQ ID NO: 118); A→G

MARCADOR 15611 (SEQ ID NO: 119); T→C10

MARCADOR 46432 (SEQ ID NO: 120); T→A

E14742404
30-01-2019ES 2 709 187 T3

 



29

MARCADOR 29594 (SEQ ID NO: 121); T→A

MARCADOR 26784 (SEQ ID NO: 122); G→C

5

MARCADOR 51661 (SEQ ID NO: 123); C→G

MARCADOR 7819 (SEQ ID NO: 124); G→C

MARCADOR 26704 (SEQ ID NO: 125); G→C10

MARCADOR 14329 (SEQ ID NO: 126); C→A
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MARCADOR 56169 (SEQ ID NO: 127); T→G

Las frecuencias de genotipo para cada SNP (las SEQ ID NO: 110-127) en los sitios polimórficos se muestran en la 
Tabla 1. En un análisis, se compararon las diferencias de genotipo de individuos susceptibles con individuos 5
resistentes confirmados. En un segundo análisis, se compararon las diferencias de genotipo de individuos 
susceptibles con individuos resistentes confirmados y con PDE agrupados.
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Kits y procedimientos

En otros ejemplos, las sondas pueden proporcionarse a un usuario como un kit. Dicho kit puede contener una o más 
sondas. Por ejemplo, un kit puede comprender una sonda que tiene la capacidad de determinar el genotipo de un 
nematodo en una posición de SNP en uno de los fragmentos desvelados en el presente documento. El kit puede 
comprender adicionalmente uno o más reactivos, tampones, materiales de embalaje, instrucciones de uso del kit y 5
recipientes para contener los componentes del kit.

Una sonda desvelada en el presente documento puede ser una o más moléculas que tengan la capacidad de unirse 
a, o asociarse con, la muestra de ácido nucleico para determinar el genotipo del nematodo en una o más posiciones 
específicas (por ejemplo, el sitio polimórfico) en los fragmentos desvelados en el presente documento. Por ejemplo, 
se pueden usar sondas para determinar si un nucleótido de tipo silvestre o alternativo está presente en la posición 10
de SNP de uno o más de los fragmentos desvelados en el presente documento. Un ejemplo de sonda puede ser una 
molécula de ácido nucleico u oligonucleótido. Las sondas de ejemplo pueden contener un marcador o marcadores. 
Los marcadores de ejemplo pueden incluir marcadores radioactivos, marcadores enzimáticos y/o marcadores 
fluorescentes.

Un oligonucleótido utilizado como sonda o cebador puede comprender cualquier tamaño, forma y composición que 15
sea adecuada para su uso en el contexto de la invención. Preferentemente, un oligonucleótido de la invención puede 
comprender ADN, ARN, nucleótidos sintéticos, nucleótidos no naturales, nucleótidos modificados o combinaciones 
de uno o más de los mismos. En una realización, un oligonucleótido de la invención puede comprender ácidos 
nucleicos bloqueados y/o ácidos peptidonucleicos.

En realizaciones de la divulgación, un oligonucleótido puede comprender una secuencia de al menos 5, al menos 10, 20
al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al 
menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 
95, al menos 100, al menos 125, al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 250 o más nucleótidos.

En otros ejemplos, un oligonucleótido puede abarcar, sin limitación, un cebador o más de un cebador, por ejemplo 
una pareja de cebadores, tal como un cebador directo y un cebador inverso.25

Un cebador puede ser un oligonucleótido que puede usarse para iniciar la replicación del ADN. Normalmente, un 
cebador es un oligonucleótido corto que puede ser de aproximadamente 10, aproximadamente 15, 
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, 
aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65, 
aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90, 30
aproximadamente 95, aproximadamente 100 o más nucleótidos.

Se puede usar un cebador como parte de un estrategia para detectar el genotipo de un nematodo en una ubicación 
específica de un gen. Por ejemplo, un cebador puede ser útil en la amplificación de ADN tal como mediante PCR, 
RT-PCR y qRT-PCR, para el análisis posterior, tal como mediante transferencia de Southern, secuenciación, HRM 
(análisis de alta resolución de la temperatura de fusión) o SSCP (polimorfismo de conformación monocatenaria).35

Como se usa en el presente documento, un "aptámero" puede ser un ácido nucleico o una molécula peptídica que 
se une a una diana molecular específica. Por ejemplo, en disolución, una cadena de nucleótidos puede formar 
interacciones intramoleculares que pliegan el aptámero en una forma tridimensional compleja. La forma de ese 
aptámero le permite unirse fuertemente contra la superficie de su molécula diana. Debido a la diversidad de formas 
moleculares que existen para las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos, se pueden obtener aptámeros para 40
una amplia variedad de dianas moleculares, que incluyen, pero sin limitación, moléculas de ácido nucleico, enzimas, 
proteínas de membrana, proteínas víricas, citocinas, factores de crecimiento e inmunoglobulinas.

Una sonda de la divulgación puede prepararse de acuerdo con técnicas convencionales conocidas por un experto. 
Por ejemplo, una sonda puede producirse de forma sintética, de forma recombinante o puede aislarse de una fuente 
natural. En una realización, la fuente puede ser una fuente biológica, por ejemplo, de un microorganismo (por 45
ejemplo, una bacteria o virus), un animal (por ejemplo, un ratón, una rata, un conejo, una cabra o un ser humano) o 
una planta.

En el contexto de la divulgación, "una sonda" puede significar una sonda o más de una sonda. En los procedimientos 
de la invención pueden usarse de forma simultánea uno o más tipos de sondas. El diseño y producción de sondas se 
conocen en la materia. En general, una sonda puede producirse de forma recombinante, de forma sintética o 50
aislarse de una fuente natural, por ejemplo, de una célula, un animal o una planta. Sin embargo, un experto en la 
materia apreciará que la producción de la sonda puede depender del tipo de sonda en cuestión. Una sonda 
preferente puede ser una molécula de ácido nucleico (por ejemplo, un cebador), con o sin un fluoróforo o colorante. 
Una sonda puede ser lineal o en forma de horquilla, con un fluoróforo, con o sin un desactivador u otro fluoróforo 
(por ejemplo, para el análisis por FRET). También podría ser un anticuerpo que reconozca específicamente la 55
secuencia del ADN (o de la proteína). Otra sonda podría basarse en una molécula de ARN. Lo que se prefiera puede 
depender de consideraciones técnicas, la estabilidad, el coste, la facilidad de uso, etc.
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En otros ejemplos, las sondas de la divulgación pueden proporcionarse a un usuario como un kit. Un kit de la 
divulgación puede contener una o más sondas de la divulgación.

Usos de los procedimientos y los kits

Los procedimientos de la invención y los kits para llevar a cabo los procedimientos pueden tener aplicaciones en 
investigación, médicas e industriales. La invención encuentra una amplia aplicación en el tratamiento de los gusanos 5
del corazón en animales infestados y en la detección de nematodos de D. immitis resistentes a la LM en una zona. 
Las aplicaciones representativas y no limitantes de la invención pueden incluir la detección, la cuantificación y/o el 
diagnóstico de la existencia de individuos o poblaciones de D. immitis que no son susceptibles a dosis normales de 
LM para profilaxis o terapia. En una realización, la capacidad de detectar y cuantificar las moléculas de ácido 
nucleico de la invención es valiosa en la medida en que indicará a un veterinario en ejercicio modificar los regímenes 10
quimioterapéuticos para animales infestados con nematodos de D. immitis que tienen un grado de respuesta 
reducido a las LM. La identificación de nemátodos de D. immitis resistentes a la LM puede indicar a un veterinario 
cambiar de la terapia con LM sola a una terapia que puede incluir un agente alternativo o agentes alternativos, tal 
como un adulticida (por ejemplo, fármacos basados en arsénico), dietilcarbamazina, antibióticos tales como la 
tetraciclina y combinaciones de uno o más de los mismos, para lograr la curación y/o minimizar la propagación de la 15
cepa resistente. Como alternativa, un veterinario puede ajustar la dosificación de una LM y/o un régimen de 
tratamiento que utiliza una LM, en el tratamiento de un animal infestado con un nematodo resistente a LM. Las tasas 
de dosis recomendadas típicas para los tratamientos preventivos con LM incluyen, por ejemplo, 6 µg/kg para 
ivermectina; 500 mg/kg para milbemicina oxima; 3 µg/kg (de forma mensual) de moxidectina; y 6 mg/kg para 
selamectina. Un veterinario también puede combinar una o más de las estrategias de tratamiento y terapias citadas 20
anteriormente en cualquier combinación adecuada para tratar a un animal infestado con un nematodo de Dirofilaria
spp., por ejemplo, un nematodo D. immitis resistente a LM. Por ejemplo, un veterinario puede tratar a tal animal con 
un adulticida, tal como un fármaco basado en arsénico, y después seguir con un microfilaricida, tal como una LM o 
dietilcarbamazina.

En un caso, se puede usar un fármaco basado en arsénico para tratar a un animal infestado con un nematodo D. 25
immitis resistente a LM. Un fármaco basado en arsénico puede incluir, pero sin limitación, clorhidrato de 
melarsomina. El diclorhidrato de melarsomina puede usarse, por ejemplo, a una dosis de 2,5 mg/kg, dos veces, con 
una diferencia de 24 horas. Esto se puede repetir en 4 meses dependiendo de la respuesta al primer tratamiento y el 
estado, la edad y el uso del animal. Sin embargo, un experto entenderá que la dosis puede variar dependiendo de la 
gravedad de la infestación. Por ejemplo, un animal infestado, tal como un perro con enfermedad grave (clase 3), 30
puede recibir una dosis y dejar que se recupere durante algunos meses antes de recibir la serie completa de 2 dosis.

En otro caso, se puede usar dietilcarbamazina para tratar a un animal infestado con un nematodo D. immitis 
resistente a LM. Puede usarse dietilcarbamazina, por ejemplo, a una dosis de 25 a 50 mg por cada 0,45 kilos de un 
animal. La duración de la administración puede depender de la afección que se esté tratando, la respuesta a la 
medicación y al desarrollo de cualquier efecto adverso.35

En otro caso, se puede usar un antibiótico para tratar a un animal infestado con un nematodo D. immitis resistente a 
LM. Dicho antibiótico puede incluir, pero sin limitación, tetraciclina. Se puede usar una tetraciclina, tal como 
doxiciclina, que tiene como objetivo a los endosimbiontes de Wolbachia en D. immitis, por ejemplo, a una dosis de 
10 mg/kg/día durante 40 días.

En un caso adicional, se puede usar otro agente antihelmíntico. Dicho otro agente antihelmíntico puede incluir, pero 40
sin limitación, acaciasidas. Una acaciasida se puede usar, por ejemplo, a una dosis de 10 mg/kg/día durante 7 días.

En otra realización, la detección de poblaciones de nematodo D. immitis con los genotipos mencionados 
anteriormente puede indicar el uso de agentes alternativos, tales como dietilcarbamazina como profiláctico para 
proteger animales susceptibles, por ejemplo perros.

En un caso, se puede usar dietilcarbamazina para prevenir que un animal se infeste con un nematodo D. immitis 45
resistente a LM. En este sentido, puede usarse dietilcarbamazina, por ejemplo, a una dosis de 3 mg por 0,45 kilos de 
un animal, una vez al día.

En otra realización, un kit de la divulgación puede ser útil como producto comercial en la detección de nematodos D. 
immitis resistentes a LM. Dicho producto puede ser adecuado para su uso por parte de, sin limitación, un veterinario, 
un médico, el propietario de un animal, un agricultor, el cuidador de un zoo, un epidemiólogo u otro consumidor que 50
lo necesite.

Ejemplos

Los ejemplos tienen el fin de ilustrar un ejemplo y no deben interpretarse como limitaciones ilustrativas.

Ejemplo 1: poblaciones susceptibles y con LOE de parásitos de D. immitis utilizados en los estudios

Las diversas poblaciones susceptibles y con PDE de D. immitis utilizadas en estos estudios se describen a 55
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continuación.
a. Aislados susceptibles de Misuri, EE.UU. Se obtuvieron treinta y cinco (35) ejemplares adultos de D. immitis de dos 
perros procedentes de una perrera de Misuri. Se desconoce los antecedentes de los perros anterior a su llegada a la 
perrera. Los perros no se trataron posteriormente. Se creía que los aislados de D. immitis eran susceptibles a los 
tratamientos preventivos con LM para el gusano del corazón.5
b. Aislados susceptibles de Gran Canaria, España. Se obtuvieron setenta y un (71) ejemplares adultos de D. immitis
de 12 perros procedentes de un refugio de Gran Canaria. Los perros nunca se expusieron a tratamientos preventivos 
con LM para el gusano del corazón y la prevención del gusano del corazón no se practica en esta región de Gran 
Canaria.
c. Aislados susceptibles de Granada, IO. Se obtuvieron diez (10) ejemplares adultos de D. immitis de 2 perros 10
procedentes de Granada. Los perros se seleccionaron de zonas pobres y remotas de la isla, donde no se practica la 
prevención para el gusano del corazón LM.
d. Aislados susceptibles de Italia. Se obtuvieron seis (6) ejemplares adultos de D. immitis de la cuenca del Po en el 
norte de Italia. Se informa que la seroprevalencia de D. immitis en perros de esta zona es aproximadamente del 60-
70 %. En esta zona se administran habitualmente a los perros tratamientos preventivos con LM del gusano del 15
corazón. No obstante, no hay informes de PDE (pérdida de eficacia) en Italia.
e. Aislado con pérdida de eficacia (PDE ) caso 1. Se aislaron microfilarias (mf) de un perro que se describió 
anteriormente (véase Bourguinat y col.; documento WO2011/120165). El perro era un mestizo de Labrador macho 
castrado, nacido en febrero de 2006, que pesaba aproximadamente 31 kg. Era un perro de rescate de Nueva 
Orleans, Luisiana, EE.UU., recogido por el equipo de rescate de Boudreaux, Nueva Orleans, y posteriormente 20
trasladado a Canadá, donde fue adoptado en enero de 2008.
El perro se trasladó al Main West Animal Hospital (MWAH) en Welland, Ontario, el 6 de junio de 2008 (día 1) para 
una revisión. La sangre extraída del perro fue positiva con una prueba de antígeno del gusano del corazón 
(PetChek® PF; IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine) y contenía microfilarias de D. immitis. El 11 de junio de 2008 
(día 6), se realizó una evaluación diagnóstica inicial (análisis de sangre, radiografías torácicas, examen físico, 25
análisis de orina). La auscultación reveló un leve aumento de los sonidos respiratorios en los pulmones y un soplo 
cardíaco de grado III-IV/VI. El resto del examen físico fue normal. La radiografía torácica reveló agrandamiento 
moderado del lado derecho corazón y un patrón pulmonar intersticial en el campo pulmonar caudodorsal. Estos 
exámenes indicaron un diagnóstico de enfermedad de gusano del corazón de clase 2.
El tratamiento con adulticida se inició el 11 de junio de 2008 (día 6) con diclorhidrato de melarsomina intramuscular 30
2,5 mg/kg (Immiticide®; Merial Inc.). El tratamiento fue seguido por dos tratamientos intramusculares con 
diclorhidrato de melarsomina 2,5 mg/kg el 9 de julio y el 10 de julio (días 34, 35). Durante los siguientes 90 días, para 
eliminar las mf en circulación, se trató al perro en una ocasión con milbemicina oxima (MO) y en dos ocasiones con 
IVM (véase la Tabla 2). En los días 159 y 160, cuatro meses después de la última dosis de adulticida, el perro se 
trató nuevamente con diclorhidrato de melarsomina 2,5 mg/kg por vía intramuscular. El análisis diagnóstico posterior 35
y los tratamientos microfilaricidas se resumen en la Tabla 2. Durante el tratamiento del perro, se realizaron varias 
pruebas de antígeno del gusano del corazón, incluyendo DiroChek® (Synbiotics Corporation, San Diego, California) 
y PetChek® PF (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine), que son pruebas de ELISA en micropocillos, y and 
SNAP® PF (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, una prueba en formato de membrana diseñada para el uso 
rápido en la consulta (véase la Tabla 2).40
Para realizar la prueba de Knott, se mezclaron en un tubo de centrífuga 9 ml de formalina al 2 % y 1 ml de sangre 
(recogida en EDTA). La centrifugación se realizó en una centrífuga LW Scientific EZ Swing SK a 3000 rpm 
(604 m/s2) durante 5 min. El líquido sobrenadante se desechó. Se añadió una gota de solución de azul de metileno 
al 0,1 % al sedimento del fondo del tubo de centrífuga, se mezcló y se examinó una gota de la mezcla teñida al 
microscopio para detectar microfilarias de D. immitis. La Tabla 2 indica cuándo se llevó a cabo esta prueba y, 45
cuando se determina, el nivel de microfilaremia.
El perro se trató de la siguiente manera. Dos días después de la última de las tres dosis de diclorhidrato de 
melarsomina en julio de 2008 (es decir, el día 37), el perro mostró signos transitorios compatibles con la muerte de 
los gusanos del corazón adultos (temperatura rectal elevada, letargia, tos, sonidos respiratorios en los pulmones 
aumentados). Comenzando el día 41, estos signos se trataron con prednisona (Apo-Prednisona; Apotex, Toronto, 50
ON, Canadá), 1,3 mg/kg dos veces al día durante 6 días. Después de la administración de milbemicina oxima (MO) 
0,74 mg/kg en el día 74, de IVM 50 ug/kg por vía oral el día 95, y IVM 200 ug/kg por vía oral (4x la tasa de dosis 
microfilaricida normal) el día 125, el perro se mantuvo continuamente con microfilaremia. En el día 207, seis 
semanas después del segundo régimen de tratamiento con diclorhidrato de melarsomina, en los días 159 y 160, la 
prueba de Knott fue todavía positiva, por lo que el perro se trató nuevamente con 200 µ/kg de IVM por vía oral. Un 55
mes después, en el día 242, una prueba de antígeno de D. immitis fue negativa, lo que confirmó que el perro estaba 
libre de gusanos adultos. Sin embargo, el perro todavía presentaba microfilaremia. Por lo tanto, comenzando el día 
243, se le administró al perro por vía oral MO 0,74 mg/kg cada 2 semanas en cuatro ocasiones (véase la Tabla 2). A 
pesar de esto, el día 298 el perro permanecía con microfilaremia. Por lo tanto, se administró por vía oral MO 
1,1 mg/kg en los días 298, 312, 326, 340 y 354. En el día 356, se extrajo sangre del perro y se examinó: las 60
microfilarias aún estaban presentes y la prueba de antígeno de D. immitis seguía siendo negativa. En el día 375, se 
envió una muestra de sangre a Animal Health Laboratory, University of Guelph (AHLUG): la microfilaremia era de 
6530 mf/ml y la prueba de antígeno era aún negativa (véase la Tabla 2). Como resultado, comenzando el día 384, se 
le administró al perro por vía oral MO 2,0 mg/kg una vez al día durante 7 días. En el día 420, el perro tenía una 
microfilaremia de 355 mf/ml. En el día 420, se trató otra vez al perro por vía oral con MO 2,0 mg/kg, y esto se 65
continuó una vez al día durante 8 días. A pesar de este segundo régimen de dosis alta, en el día 480, aunque seguía 
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teniendo un resultado negativo con una prueba de antígeno del gusano del corazón, el perro tenía una microfilaremia 
de 1810 mf/ml.
La sangre se extrajo del perro el día 706 y se aisló ADN de las microfilarias agrupadas.

Tabla 2. Pruebas de diagnóstico y antecedentes de tratamiento para los perros entre 2008 y 2009

Fecha (día)

Nombre de la 
prueba de 
antígeno -

resultado (+ve o -
ve)

Dosificación del 
adulticida 

(melarsomina) *

Concentración de 
microfilarias en la 

sangre (mf/ml)

Dosificación de 
fármaco 

microfilaricida 
(por VO)

Comentarios

2008

6 de junio (1) PetChek +vea Prueba de Knott 
+vea

11 de junio (6) 2,5 mg/kg

Clasificado como 
enfermedad del 

gusano del 
corazón de clase 2

2008
9 de julio (34) 2,5 mg/kg

10 de julio (35) 2,5 mg/kg

18 de agosto (74) MO, 0,74 mg/kg

3 de septiembre 
(90)

Prueba de Knott 
+vea

8 de septiembre 
(95)

IVM, 50 µg/kg

6 de octubre (123)
Prueba de Knott 

+vea

8 de octubre (125) IVM, 200 mg/kg

10 de noviembre 
(158)

Prueba de Knott 
+vea

11 de noviembre 
(159)

2,5 mg/kg

12 de noviembre 
(160)

2,5 mg/kg

12 de diciembre 
(190)

MO, 0,74 mg/kg

29 de diciembre 
(207)

Prueba de Knott 
+vea

30 de diciembre 
(208)

ivm, 200 mg/kg

2009

2 de febrero (242) SNAP -vea Prueba de Knott 
+vea ≥ 100b

Interpretación: sin 
gusanos del 

corazón adultos

3 de febrero (243) MO, 0,74 mg/kg

17 de febrero (257) MO, 0,74 mg/kg

3 de marzo (271)
Prueba de Knott 

+vea ≥ 100b MO, 0,74 mg/kg

17 de marzo (285) MO, 0,74 mg/kg

30 de marzo (298)
Prueba de Knott 

+vea ≥ 100b MO, 1,1 mg/kg

13 de abril MO, 1,1 mg/kg

2009

27 de abril (326) MO, 1,1 mg/kg

28 de abril (327)
Prueba de Knott 

+vea

11 de mayo (340) MO, 1,1 mg/kg

25 de mayo (354) MO, 1,1 mg/kg

5
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(continuación)

Fecha (día)

Nombre de la 
prueba de 
antígeno -

resultado (+ve o -
ve)

Dosificación del 
adulticida 

(melarsomina) *

Concentración de 
microfilarias en la 

sangre (mf/ml)

Dosificación de 
fármaco 

microfilaricida 
(por VO)

Comentarios

27 de mayo (356) SNAP -vea Prueba de Knott 
+vea

Sin gusano del 
corazón adulto

8 de junio (368) MO, 1,1 mg/kg

15 de junio (375) DiroChek -vec Prueba de Knott 
+vec 6530

Sin gusano del 
corazón adulto

24 de junio (384)
MO, 2,0 mg/kg 

diarios durante 7 
días

30 de julio (420)
Prueba de Knott 

+vec 355

MO, 2,0 mg/kg 
diarios durante 8 

días
28 de septiembre 
(480)

PetChek -vea Prueba de Knott 
+vec 1810

2010

12 de mayo (706)

Microfilarias 
recogidas para 
aislamiento de 

ADN

MO = milbemicina oxima (Interceptor®); IVM = ivermectina (inyección de Ivomec® para ganado vacuno, ovejas y 
cerdos, Merial Inc.); *Adulticida = Immiticide®; a = Main West Animal Hospital (es decir, llevado a cabo en el 
laboratorio); b = Idexx Laboratories; c = Animal Health Laboratory, University of Guelph.

f. Aislado con PDE caso 2. Se obtuvieron aproximadamente 9000 mf agrupadas de un perro de Mechanicsville, 
Virginia, que se había tratado con Interceptor® desde 2004 hasta 2008. En mayo de 2008, el perro fue positivo para 
antígeno del gusano del corazón y se le colocó Heartgard Plus (IVM/PIR) para un tratamiento de destrucción lento. 
En 2008, el perro seguía siendo positivo para antígeno del gusano del corazón y todavía presentaba microfilaremia. 5
Del ensayo in vitro del Dr. Blagburn (Auburn University): la concentración de DL95 para mf susceptibles produjo solo 
una destrucción del 10,5 % y 2x DL95 produjo una destrucción del 13,6 % de mf.
g. Aislado con PDE caso 3. Las mf agrupadas se obtuvieron de mf de baja respuesta de un ensayo de 
susceptibilidad a ivermectina in vitro. El perro era un animal infestado naturalmente propiedad de un cliente, de 
Monroe, Luisiana, seleccionado debido a que había estado en tratamiento preventivo con LM del gusano del 10
corazón. El veterinario estaba convencido de que el cumplimiento del tratamiento no era un problema. La historia 
clínica del paciente indicaba que se habían proporcionado al cliente cantidades adecuadas del producto, basándose 
en el número y el peso de los animales objetivo en el hogar. El perro presentaba microfilaremia a pesar del hecho de 
que había estado bajo profilaxis con LM del gusano del corazón.
h. Aislado con PDE caso 4. Las mf agrupadas se obtuvieron de un perro que tenía los antecedentes como se 15
describe a continuación. Este perro callejero era originario del condado de Haywood, Tennessee, EE.UU., y se 
presentó como positivo para antígeno del gusano del corazón para una clínica local el 21 de enero de 2011. El perro 
fue castrado el 26 de enero de 2011. El 1 de febrero de 2011, se inició la terapia con doxiciclina (200 mg por vía oral 
dos veces al día) y prednisona (comprimido de 1 5 mg por vía oral cada dos días) y se continuó durante 30 días. El 2 
de febrero, el 3 de marzo y el 4 de marzo de 2011, se administró una inyección de diclorhidrato de melarsomina 20
(immiticida) (2,5 mg/kg). El 2 de febrero, el 3 de marzo y el 1 de abril de 2011, se administró una dosis oral de 
milbemicina oxima (Interceptor) (11,5 mg/comprimido). El 5 de abril de 2011, se realizó una prueba de Knott y fue 
positiva; se administró ivermectina por vía subcutánea a una dosis de 0,26 mg/kg. El 11 de abril de 2011, la prueba 
de Knott fue otra vez positiva; se administró ivermectina por vía subcutánea a una dosis de 0,39 mg/kg. Las pruebas 
de Knott se realizaron nuevamente el 19 y 26 de abril de 2011 y ambas fueron positivas. El 2 de mayo de 2011, la 25
prueba de Knott fue nuevamente positiva y un frotis de sangre mostró microfilarias; Se administró al perro Advantage 
Multi® (imidacloprid al 2,5 %, moxidectina al 10 %). El 5 de mayo de 2011, un frotis de sangre fue positivo para 
microfilarias; en este momento, se recogieron microfilarias. El tratamiento repetido con adulticida llevó a la 
suposición de que el perro estaba libre de parásitos adultos. El 11 de junio de 2011, se administraron al perro 
200 mg de dietilcarbamazina. No se observaron efectos secundarios del tratamiento. Al cabo de 7 días, el frotis de 30
sangre no mostró mf. El perro fue adoptado el 18 de agosto de 2011 y se trasladó a Massachusetts.
i. Aislado con PDE caso 5. Se obtuvieron mf agrupadas de un perro originario de West Monroe, Luisiana, EE.UU. Se 
trataba del perro de un veterinario. Los antecedentes implicaban el uso apropiado de milbemicina oxima y hubo 
varias pruebas negativas de antígeno del gusano del corazón en las revisiones anuales, hasta que una prueba fue 
positiva para antígeno del gusano del corazón y hubo presencia de mf en la sangre el 25 de septiembre de 2008. Se 35
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realizó un ensayo de sensibilidad de microfilaria in vitro (laboratorio de B. Blagburn, Auburn University, Alabama) el 
19 de noviembre de 2008. Los resultados del ensayo indicaron organismos resistentes a los fármacos. Se 
alimentaron mosquitos con muestras de sangre infestada procedentes de este perro original. Se usaron larvas L3 
para infestar un segundo perro. En el momento de la infestación, el segundo perro había estado en tratamiento con 
ivermectina. Posteriormente, el segundo perro recibió cada semana 1 dosis de 3 µg de ivermectina/kg, seguido de 5
11 dosis de 6 µg de ivermectina/kg, seguido de 4 dosis de 12 µg de ivermectina/kg, seguido de 8 dosis de 24 µg de 
ivermectina/kg (interrumpido por durante una semana después de la 4ª dosis). Durante todo el período de 
dosificación semanal con ivermectina, el perro se mantuvo positivo para mf. Se recogieron microfilarias en las 
semanas 1 y 2 después de usar el último tratamiento en el análisis.
j. Aislado con PDE caso 6. Las muestras corresponden al segundo pase de parásito que proviene de un perro 10
originario de Earle, Arkansas, EE.UU. El perro del aislado PDE-6 original recibió milbemicina oxima en 2004 y 2005, 
ivermectina/pirantel en 2006 y 2007, e ivermectina/praziquantel/pirantel (Iverhart Max™) en enero de 2008 y a 
principios de julio de 2008. El dueño manifestó que había sido constante con la profilaxis. Este perro dio negativo 
para antígeno del gusano del corazón en las revisiones anuales en 2005, 2006 y 2007. Este perro fue positivo para 
antígeno del gusano del corazón y presentó microfilaremia en el examen anual del 4 de noviembre de 2008. Los 15
resultados del ensayo de microfilaria in vitro (laboratorio de B. Blagburn, Auburn University, AL) en este perro 
sugirieron resistencia. El perro de PDE-6 se infestó de forma experimental el 16 de noviembre de 2009 con larvas L3 
obtenidas de mosquitos alimentados con sangre del primer pase. El perro del primer pase se infestó de forma 
experimental el 24 de febrero de 2009 con larvas L3 obtenidas de mosquitos alimentados con sangre de un perro 
infestado de forma natural (el perro del aislado LOE-6 original).20

Ejemplo 2 - Aislamiento de ADN de los parásitos utilizados en los estudios

El ADN genómico de los gusanos adultos individuales se extrajo con el kit DNeasy™ de Qiagen (Qiagen Inc, 
Mississauga, Canadá). La extracción de ADN genómico de mf individuales se extrajo utilizando el kit QIAamp® DNA 
Micro de Qiagen. Para obtener suficiente ADN para el análisis, el ADN de mf se amplificó utilizando un kit Repli-g® 
de Qiagen, que permite amplificar el genoma completo a partir de una cantidad muy pequeña de ADN. Las Mf se 25
aislaron por filtración a través de filtros con membrana de policarbonato a partir de sangre recién extraída.

Ejemplo 3 - Secuenciación de ADN, análisis e identificación de los SNP

El objetivo fue identificar los cambios genéticos (por ejemplo, variaciones de nucleótidos) presentes en las 
poblaciones de gusano del corazón con PDE que no estuvieran presentes en las poblaciones susceptibles de 
gusano del corazón. Las variaciones de nucleótidos en cualquiera de las poblaciones con PDE, en comparación con 30
un genoma de referencia obtenido de los aislados susceptibles, indicarían posibles marcadores de SNP.

Inicialmente, los genomas de las poblaciones de gusano del corazón identificadas en los párrafos con las letras a-h 
del Ejemplo 2 anterior (aislados susceptibles de Misuri, Isla de Gran Canaria, Granada e Italia; aislados con PDE 
casos 1-4) se secuenciaron utilizando el sistema HiSeq2000 de Illumina®. La Tabla 3 muestra el número de lecturas 
y el número de bases que se secuenciaron para cada población. No se incluye en la Tabla 3 la información de las 35
poblaciones de gusanos del corazón identificadas en los párrafos I y j (aislados resistentes de los casos con PDE 5 y 
6).

Tabla 3. La información de las lecturas sobre los aislados utilizados para la secuenciación del genoma completo

Aislados Número de lecturas Número de bases

1 - susceptible 85.097.000 17.019.400.000

2 - susceptible 78.242.862 15.648.572.400

3 - susceptible 80.687.895 16.137.579.000

4 - susceptible 75.515.617 15.103.123.400

5 - PDE-1 82.417.743 16.483.548.600

6 - PDE-2 74.261.369 14.852.273.800

7 - PDE-3 79.894.844 15.978.968.800

8 - PDE-4 75.477.318 15.095.463.600

Los datos generados a partir de las muestras susceptibles a LM (aislados susceptibles de Misuri, Isla de Gran 
Canaria, Granada e Italia) se utilizaron para ensamblar el genoma, que después se usó como el genoma de 40
referencia para el proyecto. Se agruparon todos los fragmentos individuales de las 4 poblaciones susceptibles. Para 
ensamblar el genoma se utilizó el programa informático Velvet aligner 
(http:www.molecularevolution.org/software/genomics/velvet). Las lecturas se filtraron eliminando/recortando las 
secuencias del adaptador, si se encontraban. Las lecturas se ordenaron a una longitud de Q30 de 32 pares de 
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bases. El valor predeterminado de inicio de Aligner es una longitud de 32 pares de bases y el número de lecturas fue 
concordante con el valor predeterminado. La Tabla 4 describe el ensamblaje del genoma de referencia utilizado para 
el estudio.

Tabla 4. Información sobre el ensamblaje del genoma de D. immitis

Número de cóntigos 22 966

el 50 % de los cóntigos son más largos que 28 928 pb

Longitud del cóntigo más largo 250 211 pb

Bases totales en los cóntigos 94 611 006 (94 Mb)

Número de cóntigos > 1 kb 6654

Bases totales en los cóntigos > 1 kb 90 045 376 pb (90 Mb)

Una vez obtenido el genoma de referencia del gusano del corazón a partir de las secuencias de los 5
aislados/poblaciones susceptibles, se compararon los genomas de las poblaciones con PDE con el genoma de 
referencia, para identificar las diferencias y los posibles SNP. Como parte de este análisis, se demostró que los locus 
genéticos que contenían los posibles SNP no eran significativamente distintos entre las poblaciones susceptibles 
individuales (es decir, entre los aislados susceptibles de Misuri, Isla de Gran Canaria, Granada e Italia), además de 
no ser significativamente distintos entre las poblaciones con PDE individuales (PDE 1-4), pero fueron 10
significativamente distintos entre las poblaciones susceptibles y las poblaciones con PDE. Para realizar este análisis, 
se utilizó el programa informático llamado PoPoolation2 (Kofler y col. Bioinformatics 27:3435-3436, 2011; 
http://bioinformatics.oxford-journals.org/content/27/24/3435). El programa precisa el uso de otros programas, tales 
como Perl (http://www.perl.org/), R (http://www.r-project.org/), bwa y Samtools. En primer lugar, se generó un archivo 
sincronizado, que contenía las frecuencias de nucleótidos para cada población en cada base en el genoma de 15
referencia, después de filtrar en cuanto a la calidad de la bases, en un formato conciso. El archivo sincronizado 
generado con el programa PoPoolation2 contenía información detallada sobre el recuento de nucleótidos en los 
locus para cada una de las poblaciones. Los valores P se generaron con la prueba exacta de Fisher para todas las 
posibles comparaciones entre poblaciones. Para identificar los locus asociados con la resistencia a LM, los valores 
de p debían ser no estadísticamente significativos de forma simultánea (> 0,05) dentro de todas las muestras 20
susceptibles y dentro de todas las muestras con PDE, y estadísticamente significativos (<0,05) entre todas las 
muestras susceptibles frente a todas las muestras con PDE. Trescientos treinta y ocho locus cumplieron con estos 
criterios, incluyendo 12 que tenían un valor de p de 10-5. Se analizaron mediante Blast (BlastN y BlastX) en el NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y en la base de datos del genoma de filaria del Broad Institute 
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/filarial_worms/ Blast.html) las regiones flanqueantes de 1000 pb 25
que incluían cada locus que era estadísticamente distinto entre las muestras susceptibles y las muestras con PDE, 
para eliminar los locus ubicados en el ADN mitocondrial de Wolbachia o C. lupus familiaris. Los locus ubicados en 
lecturas con un polimorfismo muy alto (>2 nucleótidos y/o indeles) o baja cobertura (<10X) se eliminaron de un 
análisis adicional. Los recuentos de nucleótidos para cada locus de interés se analizaron individualmente para las 
poblaciones agrupadas, para garantizar que el aumento o la disminución en la frecuencia de nucleótidos fuera en la 30
misma dirección para todas las muestras susceptibles o para todas las muestras con PDE. Los locus que mejor 
cumplían con los criterios se conservaron para un análisis de genotipo adicional en parásitos individuales, para 
evaluar las frecuencias alélicas reales en poblaciones que se habían caracterizado en términos de respuesta a la 
LM.

A partir de estos análisis, se encontró que 186 locus eran significativamente distintos entre las muestras susceptibles 35
y las muestras con PDE. Como este enfoque estaba basado en lecturas y frecuencias de nucleótidos de muestras 
agrupadas, estos locus se estudiaron adicionalmente (genotipado de SNP) utilizando poblaciones individuales (no 
agrupadas). A tal fin, se utilizó el análisis de frecuencia de SNP Sequenom®. Tabla 5, a continuación, muestra los 
orígenes del ADN utilizado en este análisis.

Tabla 5. Descripción de los aislados utilizados para el análisis por Sequenom40

Muestras susceptibles = 
181 aislados

Estado y/o país de origen
n.º de gusanos 

adultos 
individuales

n.º de microfilarias 
individuales

de los 
perros n.º

Sus1-Misuri aislado de Misuri, EE.UU. 49 1
Sus2-Misuri aislado de Misuri, EE.UU. 45 1
Gran Canaria Gran Canaria, España 71 11
Granada Granada, IO 10 2

Italia Italia del Norte 6
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(continuación)

Muestras susceptibles = 
181 aislados

Estado y/o país de origen
n.º de gusanos 

adultos 
individuales

n.º de microfilarias 
individuales

de los 
perros n.º

Muestras de baja 
respuesta = 244 aislados

PDE-1
Nueva Orleans, LA, EE.UU., se 
trasladó a Ontario, Canadá

56 1

LOE-2 Mechanicsville, VA, EE.UU. 35 1
LOE-3 Monroe, LA, EE.UU. 51 1
LOE-5 West Monroe, LA, EE.UU. 54 1
PDE-6 Earle, AR, EE.UU. 48 1

El análisis por Sequenom® está basado en PCR múltiple y en espectrometría de masas MALDI-TOF. El análisis por 
Sequenom® se utilizó para evaluar los 186 locus utilizando 425 muestras individuales (5 paneles con 36-38 SNP en 
cada panel). El diseño de cebadores para cada marcador de SNP se basó en el requisito de que los cebadores de 
elongación estén ubicados en una región no polimórfica de 15 pares de bases antes o después del SNP de interés. 5
Todas las consultas al genoma se realizaron a ciegas (es decir, el origen de la muestra y los antecedentes de 
tratamiento del perro no se conocían durante el análisis). Se analizaron un total de 79050 genotipos. De los 186 
posibles locus, se observó que 109 tenían ventajas técnicas para predecir la pérdida de eficacia de la LM. La 
población susceptible portaba más del 90 % del genotipo de tipo silvestre, mientras que la población con PDE tenía 
una frecuencia de genotipo del genotipo de tipo salvaje significativamente más baja. Estos 109 locus se desvelan en 10
el presente documento como las SEQ ID NO: 1-109.

Ejemplo 4 - SNP adicionales de organismos resistentes confirmados

Las muestras con PDE, como se describe en el Ejemplo 1, se presume que son resistentes a las LM debido a los 
antecedentes de tratamiento con las LM de los perros y la presencia continua de organismos de gusano del corazón. 
Sin embargo, a pesar de los antecedentes de tratamiento, una explicación alternativa a la verdadera resistencia de 15
los parásitos a la LM es el incumplimiento por parte del propietario del tratamiento con LM. Por lo tanto, se realizó un 
estudio en condiciones controladas de tratamiento con LM, para eliminar la posibilidad de incumplimiento del 
propietario en el tratamiento con LM, como una posible razón de la presencia de organismos de gusano del corazón 
en los perros.

Los organismos de gusano del corazón utilizados en los estudios de eficacia se obtuvieron de uno identificado como 20
Jd2009 de Earle, Arkansas, EE.UU. Jd2009 recibió MO de forma mensual en 2004 y 2005, IVM/pirantel en 2006 y 
2007, e IVM/praziquantel/pirantel en enero de 2008 hasta principios de julio de 2008. Jd2009 dio negativo para 
antígeno de GC en 2005, 2006 y 2007. Este perro fue positivo para antígeno del gusano del corazón y presentaba 
microfilaremia el 11 de abril de 2008, a pesar de un historial de cumplimiento de los tratamientos preventivos para el 
GC. En este momento se obtuvieron mf del perro con el consentimiento del propietario y se enviaron a la Auburn 25
University, donde se examinaron las mf en cuanto a la sensibilidad a IVM en un ensayo de respuesta a la 
concentración in vitro, que mide la migración (Blagburn, B., American Heartworm Society-13th Triennial State of the 
Heartworm Symposium, 2010). Estas mf fueron significativamente menos sensibles a IVM que las obtenidas de un 
perro infestado con una cepa de laboratorio de D. immitis que era completamente susceptible al fármaco. Las mf se 
utilizaron en la Auburn University para infestar mosquitos y producir L3 que se usaron para infestar al perro Jd2009-30
1, que desarrolló una infestación manifiesta. En el ensayo de migración in vitro se demostró que las mf de este perro 
eran tan resistentes a LM como las mf de Jd2009.

Las L3 obtenidas de las mf recogidas de Jd2009-1 se usaron en la Auburn University para infectar a un segundo 
perro, Jd2009-2, y el perro se trató de forma mensual con Heartgard Plus® (IVM 0,006 - 0,013 mg/kg), 9 veces 
consecutivas. Se recuperaron gusanos adultos, lo que indica que el aislado de Jd2009-2 era resistente a la profilaxis 35
con IVM. En un segundo estudio, los perros se expusieron a L3 de Jd2009-2 en el día 0 y se trataron de forma 
mensual durante 5 meses consecutivos con Heartgard Plus® (IVM 0,007 - 0,009 mg/kg; Estudio 1b). En la necropsia 
en el día 188, la eficacia fue del 71,3 %, lo que confirma la resistencia a la profilaxis con IVM en el aislado de 
Jd2009-2.

En otro estudio, los perros se expusieron a L3 el día 180, después de la inyección de ProHeart6®. En la necropsia 40
en el día 150 después de la infestación, la eficacia fue del 21,6 %, lo que indica que el Jd2009-2 también era 
resistente a la formulación de MOX de acción prolongada ProHeart 6®, de la que se afirma que tiene una protección 
del 100 % durante 180 días después del tratamiento.

En otro estudio, el aislado de Jd2009-2 resistente a IVM confirmado se usó para determinar si la resistencia se 
extendía a otros tratamientos preventivos con LM del gusano del corazón. Ninguno de los otros tratamientos 45
preventivos con LM para el gusano del corazón (MOX, MO y SEL), administrados como quimioprofilaxis de forma 
mensual según lo recomendado, fue completamente eficaz, es decir, después del tratamiento con cada una de estas 
LM utilizadas según lo recomendado, se infestó con D. immitis al menos un perro en los grupos de cuatro a seis 
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perros con estos tratamientos preventivos para el gusano del corazón.

Se usó ADN de organismos individuales procedente de dos aislados de Jd2009. El ADN de individuos de un grupo, 
llamado RES-1, provino de 4 perros del estudio con ProHeart6®, descrito anteriormente. El ADN de individuos de 
otro grupo, llamado RES-2, provino de 6 perros del estudio con Heartgard Plus®, descrito anteriormente.

El ADN se aisló de 115 gusanos adultos y 79 mf de las poblaciones RES-1 y RES-2, como se describe en el Ejemplo 5
2, y se analizó utilizando el análisis de frecuencia de SNP por Sequenom®, como se describe en el Ejemplo 3. De 
este análisis, 18 locus adicionales (de los 186 locus iniciales) fueron significativamente distintos entre las muestras 
susceptibles y las RES. Estos locus se desvelan en el presente documento como las SEQ ID NO: 110-127.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> McGill University Novartis Animal Health US, Inc.10

<120> Marcadores para predecir la resistencia a fármacos de lactona macrocíclica en Dirofilaria immitis, el 
agente causal de la enfermedad del gusano del corazón

<130> PAT055806-WO-PCT

<150> US 61/839.545
<151> 2013-06-2615

<160> 127

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 300
<212> ADN20
<213> Dirofilaria immitis

<400> 1

<210> 2
<211> 30025
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 2

<210> 330
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 3
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<210> 4
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 4

<210> 5
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 5

<210>6
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 6

<210>720
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<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 7

5

<210>8
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 810

<210>9
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis15

<400> 9

<210> 10
<211> 300
<212> ADN20
<213> Dirofilaria immitis

<400> 10
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<210> 11
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 11

<210> 12
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 12

<210> 13
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 13

<210> 1420
<211> 300
<212> ADN
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<213> Dirofilaria immitis

<400> 14

<210> 155
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 15

10

<210> 16
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 1615

<210> 17
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis20

<400> 17
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<210> 18
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 18

<210> 19
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 19

<210> 20
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 20
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30-01-2019ES 2 709 187 T3

 



46

<210>21
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 215

<210> 22
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis10

<400> 22

<210> 23
<211> 300
<212> ADN15
<213> Dirofilaria immitis

<400> 23

<210> 24
<211> 30020
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 24
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<210> 25
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 25

<210> 26
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 26

<210> 27
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 27

<210> 2820
<211> 300
<212> ADN
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<213> Dirofilaria immitis

<400> 28

<210> 29
<211> 3005
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 29

<210> 3010
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 30

15

<210>31
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 3120

E14742404
30-01-2019ES 2 709 187 T3

 



49

<210> 32
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 325

<210> 33
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis10

<400> 33

<210> 34
<211> 300
<212> ADN15
<213> Dirofilaria immitis

<400> 34

<210> 35
<211> 30020
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 35
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<210> 36
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 36

<210> 37
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 37

<210> 38
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 38

<210> 3920
<211> 300
<212> ADN
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<213> Dirofilaria immitis

<400> 39

<210> 40
<211> 3005
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 40

<210>4110
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 41

15

<210> 42
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 4220

E14742404
30-01-2019ES 2 709 187 T3

 



52

<210> 43
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 43

<210> 44
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 44

<210> 45
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 45

<210> 4620
<211> 300
<212> ADN
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<213> Dirofilaria immitis

<400> 46

<210> 47
<211> 3005
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 47

<210> 4810
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 48

15

<210> 49
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 4920

<210> 50
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<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 50

5

<210>51
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 5110

<210> 52
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis15

<400> 52

<210> 53
<211> 300
<212> ADN20
<213> Dirofilaria immitis

<400> 53
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<210> 54
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 54

<210> 55
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 55

<210> 56
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 56
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<210> 57
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 575

<210> 58
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis10

<400> 58

<210> 59
<211> 300
<212> ADN15
<213> Dirofilaria immitis

<400> 59

<210> 60
<211> 30020
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 60
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<210>61
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 61

<210> 62
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 62

<210> 63
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 63

<210> 6420
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis
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<400> 64

<210> 65
<211> 300
<212> ADN5
<213> Dirofilaria immitis

<400> 65

<210> 66
<211> 30010
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 66

15

<210> 67
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 6720

<210> 68
<211> 300
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<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 68

<210> 695
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<220>
<221> misc_feature10
<222> (36)..(45)
<223> n es a, c, g o t

<400> 69

<210> 7015
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 70

20

<210>71
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 7125
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<210> 72
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 72

<210> 73
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 73

<210> 74
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 74

<210> 7520
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<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 75

5

<210> 76
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 7610

<210> 77
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis15

<400> 77

<210> 78
<211> 300
<212> ADN20
<213> Dirofilaria immitis

<400> 78

E14742404
30-01-2019ES 2 709 187 T3

 



62

<210> 79
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 79

<210> 80
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 80

<210>81
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<220>
<221> misc_feature
<222> (263)..(272)20
<223> n es a, c, g o t

<400> 81
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<210> 82
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 825

<210> 83
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis10

<400> 83

<210> 84
<211> 300
<212> ADN15
<213> Dirofilaria immitis

<400> 84

<210> 8520
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 85
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<210> 86
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 86

<210> 87
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 87

<210> 88
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 88

<210> 8920
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis
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<400> 89

<210> 90
<211> 300
<212> ADN5
<213> Dirofilaria immitis

<400> 90

<210> 91
<211> 30010
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 91

<210> 9215
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 92

20

<210> 93
<211> 300
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<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 93

<210> 945
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 94

10

<210> 95
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 9515

<210> 96
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis20

<400> 96
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<210> 97
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 97

<210> 98
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 98

<210> 99
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 99

<210> 10020
<211> 300
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<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 100

<210> 1015
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 101

10

<210> 102
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 10215

<210> 103
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis20

<400> 103
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<210> 104
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 1045

<210> 105
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis10

<400> 105

<210> 106
<211> 300
<212> ADN15
<213> Dirofilaria immitis

<400> 106

<210> 10720
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 107
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<210> 108
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 108

<210> 109
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 109

<210> 110
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 110

<210> 11120
<211> 300
<212> ADN
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<213> Dirofilaria immitis

<400> 111

<210> 112
<211> 3005
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 112

<210> 11310
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 113

15

<210> 114
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<220>20
<221> misc_feature
<222> (63)..(72)
<223> n es a, c, g o t

<400> 114
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<210> 115
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 115

<210> 116
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 116

<210> 117
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 117
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<210> 118
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 1185

<210> 119
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis10

<400> 119

<210> 120
<211> 300
<212> ADN15
<213> Dirofilaria immitis

<400> 120

<210> 121
<211> 30020
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 121
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<210> 122
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis5

<400> 122

<210> 123
<211> 300
<212> ADN10
<213> Dirofilaria immitis

<400> 123

<210> 124
<211> 30015
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 124

<210> 12520
<211> 300
<212> ADN
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<213> Dirofilaria immitis

<400> 125

<210> 126
<211> 3005
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 126

<210> 12710
<211> 300
<212> ADN
<213> Dirofilaria immitis

<400> 127

15
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de determinación del grado de respuesta de un nematodo de Dirofilaria spp. a una lactona 
macrocíclica, comprendiendo el procedimiento determinar el genotipo del nematodo en un sitio polimórfico en una 
molécula de ácido nucleico, en el que la molécula de ácido nucleico comprende un fragmento que tiene una longitud 
de al menos 50 nucleótidos que posee al menos el 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 118 e incluye 5
el sitio polimórfico.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la molécula de ácido nucleico comprende un fragmento que 
tiene una longitud de al menos 50 nucleótidos de la SEQ ID NO: 118 e incluye el sitio polimórfico.

3. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la molécula de ácido nucleico comprende un fragmento que 
tiene una longitud de al menos 100 nucleótidos de la SEQ ID NO: 118 e incluye el sitio polimórfico.10

4. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la molécula de ácido nucleico comprende una secuencia que 
tiene al menos el 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 118.

5. El procedimiento de la reivindicación 1, comprendiendo el procedimiento determinar el genotipo del nematodo en 
un sitio polimórfico en una molécula de ácido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 118.

6. El procedimiento de la reivindicación 1, comprendiendo el procedimiento determinar el genotipo del nematodo en 15
un sitio polimórfico en una molécula de ácido nucleico que consiste en la SEQ ID NO: 118.

7. El procedimiento de cualquier reivindicación precedente, en el que la presencia de un nucleótido alternativo en el 
sitio polimórfico indica que es probable que el nematodo sea resistente a la lactona macrocíclica.

8. El procedimiento de cualquier reivindicación precedente, en el que el nematodo de Dirofilaria spp. es Dirofilaria 
immitis.20

9. El procedimiento de cualquier reivindicación precedente, en el que la lactona macrocíclica incluye ivermectina, 
selamectina, milbemicina oxima o moxidectina.

10. El procedimiento de cualquier reivindicación precedente, que incluye aislar la molécula de ácido nucleico del 
nematodo y, opcionalmente, purificar los ácidos nucleicos antes de determinar el genotipo del nematodo.

11. El procedimiento de cualquier reivindicación precedente, en el que el genotipo del nematodo se determina por 25
secuenciación de ADN, procedimientos basados en hibridación que incluyen oligonucleótidos específicos de alelo, 
análisis de micromatriz, procedimientos basados en enzimas, polimorfismo de conformación monocatenaria (SSCP), 
fusión de alta resolución (HRM) o estrategias basadas en PCR, RT-PCR o qRT-PCR.
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