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DESCRIPCION

Procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, un cebador para su uso en el presente
procedimiento y un kit para su uso en procedimientos de diagndstico de babesiosis sintomatica y asintomatica

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia,
que incluye en particular B. microti, B. venatorum, B. canis y/lo B. divergens en muestras que contienen acidos
nucleicos, particularmente en un material genético aislado de seres humanos y animales, particularmente utilizando
técnicas de amplificacion de acidos nucleicos, especialmente la PCR y PCR en tiempo real, especialmente en un
formato de tubo Unico. El objetivo de la invencion es también un cebador para su uso en el procedimiento de deteccion
y/o identificacion de protozoos del género Babesia y un kit para su uso en procedimientos de diagnostico de una
infeccion por Babesia o un estado portador de Babesia, para la deteccion y/o identificacion de protozoos del género
Babesia.

Técnica antecedente

Las babesias son pequefios parasitos protozoarios de los glébulos rojos sanguineos de seres humanos y animales.
La enfermedad causada por la infeccion con Babesia, llamada babesiosis (0 mas ampliamente piroplasmosis), es un
serio problema médico y veterinario. Hasta la fecha, se han encontrado mas de 100 especies distintas o cepas de
estos protozoos y se han descrito por todo el mundo. Los casos humanos son causados por varias especies de
Babesia distintas, de las cuales los agentes causales de las infecciones registrados mas frecuentemente eran: B.
microti, B. divergensy B. venatorum este ultimo también se conoce como sp. EU1 (ido: 10.1016/j.ijppaw.2012.11.003).
Mientras que en los perros la enfermedad esta causada por 3 especies de Babesia y en Polonia mas frecuentemente
por B. canis (ido: 10.16/j.vet-par.2011.04.023).

Los protozoos del género Babesia son organismos que necesitan dos huéspedes en su ciclo vital; un huésped
intermediario - animales y seres humanos, y un huésped definitivo - una garrapata, mas frecuentemente un Ixodes. La
infeccion con una especie particular de Babesia depende de la regidon geografica que se relaciona con la existencia
de vectores y huéspedes intermediarios apropiados (ido: 10.1186/1471-2334-13-99). Los datos epidemioldgicos
indican que la expansion geografica y el crecimiento constante del nimero de casos de babesiosis. Las infecciones
por Babesia que se diseminan por la corriente sanguinea mediante transfusiones (Kogut y col. Emerg Infect Dis.
2005;11(3):476-8) y trasplante de 6rganos (Slovut y col. Transplantation. 1996;62(4):537-9) son un problema creciente.
También se han descrito varios casos de babesiosis innata (Yeruham y col. J Vet Med B Infect Dis Vet Public Health.
2003;50(2):60-2).

La base de diagndstico de las infecciones causadas por protozoos del género Babesia son los examenes
microscopicos de frotis de sangre: frotis grueso y frotis delgado. Debido a las limitaciones de los procedimientos
microscopicos en el diagnostico de infecciones causadas por protozoos del género Babesia, se aplican técnicas
adicionales de examenes de laboratorio, tal como el examen serolégico de existencia de anticuerpos 1gG y/o IgM
especificos mediante: inmunofluorescencia indirecta (IFA), ELISA, inmunotransferencia, inmunocromatografia, estos
procedimientos sin embargo tienen ciertas limitaciones. La mayoria de los ensayos de IFA y ELISA disponibles se
adaptan para la deteccion de infecciones causadas por B. microti, y no detectan infecciones causadas por las cepas
dominantes en Europa, es decir, B. divergens, B. tipo divergens y B. venatorum. En pacientes con infecciones
bacterianas y viricas, autoinmunitarias, enfermedades del tejido conjuntivo o malaria, se producen frecuentemente
resultados falsos positivos (ido: 10.1115/2009/984568). Los ensayos serolégicos no se recomiendan como ensayo
Unico en el diagndstico de babesiosis, ni para la deteccion de niveles muy bajos de anticuerpo, ya que los ensayos
pueden dar resultados falsos negativos en los ensayos de estadios tempranos de la enfermedad, en pacientes después
de la esplenectomia, con inmunosupresion o que padecen SIDA (Schaarschmidt y col. Schweiz Arch Tierheilkd.
2006;148(12):633-40).

En los laboratorios de referencia, para la deteccidon de infeccién de Babesia se utilizé la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) que es aprox. 10 veces mas sensible en la deteccion de la fase aguda de babesiosis que el examen
microscopico de frotis de sangre (ido: 10.1128/JCM.05848-11). En el mercado, estan disponibles la PCR y la PCR en
tiempo real, que se disefiaron principalmente para atender las necesidades de laboratorios diagnosticos veterinarios
(Espy y col. Clin Microbiol Rev. 2006;19(1):165-256) pero habitualmente son especificos para una cepa o genotipo
seleccionado (Persing y col. J Clin Microbiol. 1992;30(8):2097-103; Kim y col. Am J Trop Med Hyg. 2007;77(5):837-
41), tienen limitaciones para su uso en estudios ambientales (Herwaldt y col. Emerg Infect Dis. 2003;9(8):942-8),
necesita la secuenciacion o necesita la digestion adicional con enzimas de restriccion para la determinacion de la
especie de Babesia (Bonnet y col. Parasitology. 2007;134(2):197-207).

Divulgacion de la invenciéon

La esencia de la invencion es la deteccion y/o identificacion y/o diferenciacion de protozoos del género Babesia, en
una Unica reaccion o en una serie de reacciones separadas, basandose en la amplificaciéon de acidos nucleicos con
el uso de cebadores especificos, disefiados basandose en la secuencia de genes de Babesia que codifican la
subunidad ribosdmica pequefia (ARNr 18S) depositado en la base de datos del GenBank
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov): utilizando nuevos cebadores de acuerdo con la invencion, es decir:

cebador en sentido Cebador 1 (TGACCTAAACCCTCACCAGAGTAAC), SEQ ID NO: 1,
cebador en sentido Cebador 2 (GAATCTAAACCCTTCCCAGAGTATC), SEQ ID NO: 2,
cebador antisentido Cebador 3 (GCTTTCGCAGTAGTTCGTCTTTA), SEQ ID NO: 3.

Los numeros de identificacion de las secuencias de entrada (GenBank ID), las posiciones de los cebadores y el tamafio
del amplicén obtenido, junto con su uso se presentan en el sumario posterior, en la Tabla 1:

Tabla 1: Cebadores para la deteccion y diferenciacion de protozoos del género Babesia.

Especies patégenas  Posicion del cebador Tamario del amplicon
ID del GenBank Cebador 1 Cebador2  Cebador 3 obtenido (pb)
iﬂ’;‘{jg%%”s 35-59 - 393-415 381
s - 21-45 406-428 407

D qonatonum 22-46 - 380-402 381
i'\(‘(’)‘;’gg% 481-503 - 839-861 381

Se descubrié inesperadamente que es posible detectar y/o identificar, preferentemente en tiempo real, protozoos de
muchas especies distintas del género Babesia, incluyendo: B. microti, B. venatorum (=Babesia sp. EU1), B. canis, B.
divergens, en muestras que contienen acidos nucleicos con los procedimientos de acuerdo con la invencion que
implican una Unica reacciéon de amplificacion de acidos nucleicos utilizando dos, mas preferentemente tres cebadores
disefiados de acuerdo con la invencién: Cebador 1, Cebador 2, Cebador 3. Como se determiné por los inventores,
debido al riesgo de contaminacion con un material genético de: Plasmodium, Toxoplasma o el huésped, con el fin de
conseguir el resultado, que es para proporcionar la capacidad para detectar y/o identificar muchas especies distintas
del género Babesia, utilizando una uUnica reaccidon o amplificacion de acidos nucleicos, es necesario el uso de
cebadores que se hibriden con precision en los sitios indicados en la Tabla 1. Los inventores han demostrado que el
desplazamiento del sitio de unién del cebador incluso en una Unica posiciéon da como resultado una disminucion de la
eficacia de la reaccion, por ejemplo, el desplazamiento del Cebador 3 un Unico nucleétido en direccion 3' reduce la
estabilidad del extremo 3', da lugar a la generacion de interacciones del cebador tipo dimérico (AG-6,09 kcal/mol) y
también a la formacién de una estructura en horquilla (la llamada horquilla, AG-1,59 kcal/mol), impidiendo de esta
manera las interacciones apropiadas entre los cebadores y la matriz de ADN. El procedimiento de la invencion hace
posible la deteccion y/o identificacion de protozoos de muchas especies diferentes del género Babesia para el
diagndstico de la babesiosis sintomatica, asi como de la babesiosis asintomatica.

El objetivo de la invencion es, por lo tanto, un procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género
Babesia, que incluyen en particular B. microti, B. venatorum, B. canis y/o B. divergens, en muestras que contengan
acidos nucleicos, que implica las siguientes etapas de

a) amplificacion de acidos nucleicos en una reaccion, utilizando los cebadores: Cebador 1 con una secuencia SEQ
ID NO: 1 y/o el Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia SEQ ID NO: 3;

b) deteccién y opcionalmente

c) identificacion.

La deteccion se lleva a cabo con el objetivo de asegurarse de que se produjo la amplificacion de los acidos nucleicos
y con el objetivo de analizar las propiedades, particularmente fisicas de los productos de amplificacion obtenidos.

La identificacion se lleva a cabo basandose en analisis comparativos de los datos, de los acidos nucleicos amplificados
y no amplificados, obtenidos por el estudio de las muestras con los resultados obtenidos para los acidos nucleicos
amplificados y no amplificados de la muestra de control (particularmente la muestra de control positiva), ajustado al
procedimiento de deteccién en particular.

Preferentemente, la identificacion se lleva a cabo basandose en el analisis comparativo de los datos obtenidos del
estudio de muestras y los resultados convencionalizados obtenidos de las muestras de control para distintas especies
del ADN de control, particularmente para B. microti o B. venatorum o B. canis, o B. divergens. Esto permite acelerar
el procedimiento de deteccion y/o identificacion de los protozoos del género Babesia, permite obtener resultados
fiables y da lugar a un uso prudente de reactivos, por lo tanto, tiene un aspecto econémico.

Preferentemente, la identificacion se lleva a cabo basandose en el analisis comparativo de curvas obtenidas de una
muestra desconocida y la curva obtenida por la muestra de control que contienen por ejemplo 10 o 25 o 50 ng/ul de
ADN de control de B. microti o B. venatorum o B. canis, o B. divergens mediante el analisis de las curvas de fusion en
alta resolucion (HRM) de los productos de amplificacion obtenidos.
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En una realizacion preferida, los tres cebadores se utilizan simultaneamente, el Cebador 1 con una secuencia SEQ ID
NO: 1, el Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia SEQ ID NO: 3.

En ofra realizacion, se utilizan los cebadores Cebador 1 con una secuencia SEQ ID NO: 1y el Cebador 3 con una
secuencia SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion, se utilizan el Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia SEQ
ID NO: 3.

En otra realizacion mas, aparte de los cebadores Cebador 1 con una secuencia SEQ ID NO: 1, el Cebador 2 con una
secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia SEQ ID NO: 3, se utilizan adicionalmente uno o mas
cebadores.

Preferentemente, en la etapa de amplificacion del acido nucleico, la hibridacion del cebador se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 55-63 °C.

Preferentemente, la etapa de amplificacion de acido nucleico se lleva a cabo utilizando un procedimiento de PCR
clasico, una PCR muiltiple, una PCR en tiempo real.

Preferentemente, en el procedimiento de deteccion y/o identificacion de los protozoos del género Babesia la etapa de
deteccion se lleva a cabo utilizando técnicas seleccionadas de entre el andlisis de las propiedades fisicas de los
productos de amplificacion obtenidos, preferentemente el analisis de curvas de fusién de los productos obtenidos en
alta resolucion (HRM), técnicas de deteccion utilizando sondas moleculares, secuenciacion del producto de
amplificacion, analisis del tamafio y/o peso de los productos de amplificacion, diferencias en las migracion de
conférmeros de los productos de amplificacion, amplificacion y/o analisis de polimorfismos del sitio de restriccion.

Preferentemente, en el procedimiento de deteccion y/o identificacién de protozoos del género Babesia, la etapa de
identificacion se lleva a cabo basandose en el analisis comparativo de los datos obtenidos de las muestras de estudio
y los resultados obtenidos de las muestras de control ajustadas a un procedimiento de deteccién en particular.

El procedimiento mas preferido de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, tanto en la etapa de
amplificacion como en la etapa de deteccion se lleva a cabo en un Unico baso ("tubo Unico").

En una realizacion particularmente preferible del procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género
Babesia, se lleva a cabo la amplificacion de los acidos nucleicos mediante un procedimiento de PCR en tiempo real y
la etapa de deteccion se lleva a cabo utilizando un analisis de la curva de fusién de los productos de amplificacion,
que se lleva a cabo a alta resolucion (HRM), con una etapa de identificacion simultanea.

Preferentemente, en el procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, las muestras
que contienen los acidos nucleicos se obtuvieron de tejidos de seres humanos y/o animales, incluyendo aracnidos,
preferentemente, de la sangre de seres humanos y animales.

El procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos de acuerdo con la invencion permite la deteccion de un
material genético de muchas especies del género Babesia (incluyendo B. canis, B. divergens, B. microti, B. venatorum)
utilizando distintos procedimientos basados en la PCR. En la bibliografia descrita y los ensayos disponibles en el
mercado, que detectan protozoos del género Babesia basandose en técnicas de amplificacién de acidos nucleicos,
los cebadores empleados en la reacciéon definen estrictamente el tipo de PCR en la que se pueden utilizar. El
procedimiento de amplificacion de ADN de Babesia de acuerdo con la invencién que utiliza los cebadores especificos
de acuerdo con la invencion, se caracteriza por la versatilidad, lo que significa que utilizando los cebadores: Cebador
1 y/o Cebador 2 y Cebador 3 es posible su uso en reacciones independientes o en forma de un kit para PCR muiltiple.
El procedimiento de acuerdo con la invencion permite el uso del mismo conjunto de cebadores de acuerdo con la
invencion en varios tipos de PCR: PCR clasica, PCR multiple, PCR en tiempo real. Preferentemente, la reaccion se
lleva a cabo a una temperatura para la hibridacién del cebador en el intervalo de 55-63 °C. La hibridacion del cebador
también se puede llevar a cabo en otros intervalos de temperatura.

En el procedimiento de acuerdo con la invenciéon se obtienen amplicones, que se diferencian en tamafio desde
aproximadamente 380 a aproximadamente 410 pares de bases, y/o en la secuencia de nucleétidos, dependiendo de
la especie de Babesia. Preferentemente, las propiedades fisicas de los productos de amplificacion se investigan,
particularmente la temperatura de fusién, utilizando un analisis de la curva de fusion.

La solucion de acuerdo con la invencion permite una identificacion y/o deteccion del genotipo de Babesia mas facil
que en el caso de los procedimientos de la técnica anterior, basandose en las diferencias de las propiedades fisicas
de los productos de la PCR, particularmente que se muestran en forma de curvas de fusiéon de ADN, en realizaciones
preferidas en un formato de "tubo Unico" (la amplificacion deteccion e identificacion en un Unico vaso de reaccion, en
una reaccion).

El procedimiento de deteccion y/o amplificacion de protozoos de acuerdo con la invencion también permite identificar
el material genético de los protozoos del género Babesia secuenciando los productos de amplificacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2736 399 T3

El procedimiento de acuerdo con la invencion es aplicable al diagndstico médico, diagndstico veterinario,
investigaciones epidemioldgicas, e investigaciones ambientales.

El procedimiento de detecciéon y/o amplificacion de protozoos de acuerdo con la invencion reduce el tiempo de
ejecucion de la deteccion y/o identificacion de los protozoos del género Babesia. En una realizacion preferida del
procedimiento de acuerdo con la invencion, el riesgo de contaminacion de la muestra de estudio de acido nucleico
esta reducido (reaccioén de tipo en un "Unico tubo").

El procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos de acuerdo con la invencion permite reducir los costes
del estudio, ya que reduce el consumo de reactivos, no necesita la secuenciacion, no necesita la aplicacion de enzimas
de restriccion.

El procedimiento de acuerdo con la invencion permite detectar variantes genéticas de Babesia no descritas hasta
ahora.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se puede adaptar para crear un ensayo diagndstico comercial para
laboratorios médicos. Dicho ensayo sera aplicable en laboratorios, para la identificacion de los casos de babesiosis,
también sera util para el examen de los donantes de sangre y 6rganos en cuanto a infecciones de Babesia
asintomaticas.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se puede adaptar para crear un ensayo diagndstico comercial para
laboratorios veterinarios.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se puede adaptar para crear un ensayo diagnéstico comercial que sea
aplicable en investigaciones epidemioldgicas y/o ambientales.

El procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos de acuerdo con la invencion, al contrario que con los
procedimientos conocidos anteriormente permite detectar infecciones con especies dominantes en Europa, es decir,
B. divergens, B. tipo divergens y B. venatorumy no se limita a una cepa o genotipo seleccionado.

El uso del procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos de acuerdo con la invencién permite evitar
resultados falsos positivos y como resultado de un correcto diagnostico del individuo evita un tratamiento innecesario
y caro.

El uso del procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos de acuerdo con la invenciéon permite evitar
resultados falsos negativos y como resultado de un correcto diagnoéstico el individuo infectado se somete al tratamiento
necesario.

El uso del procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos de acuerdo con la invencién debido al amplio
espectro de especies de protozoos del género Babesia identificado de esta manera, se utiliza para el diagndstico tanto
de infecciones sintomaticas como asintomaticas causadas por los protozoos del género Babesia. Debido al amplio
espectro identificado de especies de protozoos del género Babesia el procedimiento de deteccion y/o identificacion de
protozoos de acuerdo con la invencion se utiliza preferentemente para el diagndstico de infecciones sintomaticas y
asintomaticas causadas por protozoos del género Babesia ya que proporciona una confirmacion o exclusion de la
infeccion rapida y fiable, y como resultado tomar las medidas terapéuticas o preventivas adecuadas.

La presente invencion también se refiere a un cebador para su uso en el procedimiento de deteccion y/o identificacion
de protozoos del género Babesia, que incluye en particular B. microti, B. venatorum, B. canis ylo B. divergens, en
muestras que contiene acidos nucleicos de acuerdo con la invencién, teniendo el cebador la secuencia de SEQ ID
NO: 10 SEQID NO: 20 SEQ ID NO: 3.

La presente invencion también se refiere a un kit para su uso en los procedimientos de diagndstico de infecciones por
Babesia y el estado portador de babesiosis, que se utiliza para detectar y/o identificar protozoos del género Babesia,
incluyendo en particular: B. microti, B. venatorum, B. divergens y/o B. canis en muestras que contienen acidos
nucleicos, incluyendo el kit un Cebador 1 con una secuencia SEQ ID NO: 1 y/o el Cebador 2 con una secuencia SEQ
ID NO: 2 y/o el Cebador 3 con una secuencia SEQ ID NO: 3 y preferentemente instrucciones para su uso y
preferentemente reactivos para la PCR.

La presente invencién también se refiere al uso del cebador denominado Cebador 1 con una secuencia SEQ ID NO:
1 y/o el Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia SEQ ID NO: 3 para la deteccién
y/o identificacion de protozoos del género Babesia que incluyen en particular: B. microti, B. venatorum, B. canis y/o B.
divergens, en muestras que contienen acidos nucleicos, preferentemente en muestras obtenidas de tejidos de seres
humanos y/o animales, incluyendo aracnidos, preferentemente de la sangre de seres humanos y/o animales.

El kit de acuerdo con la invencién que preferentemente contiene simultaneamente los tres cebadores, el Cebador 1
con una secuencia SEQ ID NO: 1, el Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia
SEQ ID NO: 3.
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Breve descripcion de los dibujos

La invencion se explica con mas detalle en los ejemplos que son, sin embargo, no limitantes del ambito de la misma.
Las realizaciones se ilustran en figuras, en las que:

La fig. 1 muestra una separacion electroforética ejemplar de productos de la PCR, que se lleva a cabo sobre un
gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio, en dos ejecuciones experimentales (A) lado izquierdo: Cebador
1 + Cebador 3 y (B) lado derecho: Cebador 2 + Cebador 3. Las muestras de ensayo se marcaron de 1 a 6 M
(marcador) - peso convencional (GBP 600 pb DNA Ladder, GenoPlast).

La fig. 2 muestra las curvas de fusion de ADN de los productos de la PCR en tiempo real utilizando los cebadores:
Cebador 1 + Cebador 2 + Cebador 3 para las muestras que contienen ADN de Babesia: B. canis (linea continua),
B. divergens (-----) y B. microti (...... ).

La fig. 3 muestra un andlisis de las curvas de fusion de los productos obtenidos en la PCR en tiempo real en
comparacion con la curva de fusién de ADN de referencia (ADN de B. venatorum). Se presentan los resultados
para las muestras que contenian el ADN de control de Babesia: B. canis (linea continua), B. divergens (------ )y B.
microti (...... ), B. venatorum = Babesia sp EU1 (-----).

La fig. 4 muestra los resultados de la separacion electroforética de los productos de la PCR muiltiple en tiempo real
que se llevo a cabo utilizando tres cebadores: Cebador 1 + Cebador 2 + Cebador 3, en gel de agarosa al 4 %
tefiido con bromuro de etidio.

La fig. 5 muestra los resultados del analisis de fusién de ADN obtenidos en la PCR en tiempo real utilizando los
cebadores: Cebador 1, Cebador 2, Cebador 3 para las muestras aisladas de la sangre de perros con babesiosis y
dos controles positivos que contenian ADN de B. microti (...... ) y B. canis (------ ). Las muestras de estudio se
marcaron con una linea continua.

Descripcioén de las realizaciones

Con el fin de simplificar, en la descripcion y los ejemplos se utilizan las siguientes abreviaturas:

ARNr 18S - subunidad ribosémica pequefia

ADN - acido desoxirribonucleico

HRM - analisis de las curvas de fusién de ADN en alta resolucion

PCR muiltiple - un procedimiento que permite la amplificacion de multiples matrices durante una Unica reaccion de
PCR.

PCR - reaccioén en cadena de la polimerasa

pb - pares de bases

PCR en tiempo real - Analisis de PCR en tiempo real

Ejemplo 1: Uso de los cebadores llamados Cebador 1, Cebador 2, Cebador 3 para la deteccion de Babesia
mediante el procedimiento de PCR

El experimento se llevd a cabo sobre material genético aislado de la sangre de un topillo infectado naturalmente con
B. microti (muestras marcadas como 2A y 2B), bazo de un ciervo infectado naturalmente con B. divergens (3A y 3B),
sangre de un perro infectado con B. canis (4A 'y 4B). Los controles negativos: suspension de un cultivo de protozoos
T. gondii (5A y 5B), liquido amnidtico humano (6A y 6B), agua desionizada (1A y 1B).

En las reacciones se utilizaron cebadores de las siguientes secuencias:

Cebador  Secuencia (5—3) ID de secuencia
Cebador 1 TGACCTAAACCCTCACCAGAGTAAC SEQIDNO:1
Cebador 2 GAATCTAAACCCTTCCCAGAGTATC SEQIDNO: 2
Cebador 3 GCTTTCGCAGTAGTTCGTCTTTA SEQID NO: 3

Se llevo a cabo la PCR en dos ejecuciones experimentales independientes, con las siguientes combinaciones: (parte
A) Cebador 1 + Cebador 3 y (parte B) Cebador 2 + Cebador 3. En ambos casos se llevé a cabo la reaccién en una
mezcla de un volumen total de 25 pl en las siguientes condiciones:

Volumen anadido

Componentes (ul/reaccion)
H>O 12,375
Tampon Q 5

Tampoén de PCR 2,5

dNTP 0,5
Cebador 1, 10 uM /o Cebador 2, 10 uM 1,25
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(continuacion)

Volumen anadido

Componentes -
(ul/reaccion)

Cebador 3, 10 uM 1,25

Polimerasa Hot Star Tag® DNA 0,125

Aislados que contenian material genético

(concentracion de ADN total en la muestra: 10-500 ng/1 pl) 2

La reaccion tuvo lugar en tubos de propileno libres de DNasa y RNasa de un volumen de 200 pl, para uso en PCR. La
reaccion se llevé a cabo en 40 ciclos de acuerdo con el perfil de temperaturas posterior:

Etapa Condiciones
preincubacion 95 °C, 15 min
amplificacion desnaturalizacion 95 °C,60s
hibridacion 60 °C,90 s
sintesis 72 °C,60s
Etapa final de la PCR 72 °C, 10 min
Enfriamiento de la mezcla de reaccion 8 °C

Después de completarse la reaccion, los productos obtenidos de la PCR (para B. microti - 407 pb, para B. divergens
y B. canis -381 pb) se separaron por electroforesis sobre gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio afiadido.

La Fig. 1 representa los resultados del experimento. La banda que confirmaba la presencia del ADN del parasito se
observaba en dos pocillos: 2A - una muestra que contenia ADN de sangre de topillo infectado naturalmente con B.
microti; 3A'y 3B - muestras que contenian ADN del bazo de un ciervo infectado naturalmente con B. divergens y ADN
de la sangre de un perro infectado naturalmente con B. canis (pocillo 4B). En ninguna de las dos ejecuciones
experimentales investigadas se observaron productos de amplificacion especificos en las muestras de control
negativo: T. gondii (5A y 5B), ADN humano (6A y 6B), agua desionizada (1A y 1B).

Los resultados obtenidos indican la aplicabilidad del procedimiento de amplificacion utilizado para la deteccion de ADN
de las especies de Babesia: B. microti, B. divergens, B. canis en aislado de ADN de tejidos humanos y animales.

Ejemplo 2. Investigacion de la especificidad de la amplificacion de ADN en PCR con rampa descendente
utilizando los cebadores disefiados Cebador 1, Cebador 2, Cebador 3.

La amplificacién se llevd a cabo en forma de PCR con rampa descendente en el intervalo de temperaturas desde
63 °C a 55 °C. En el experimento se utilizaron los siguientes cebadores: Cebador 1, Cebador 2, Cebador 3 de las
secuencias descritas anteriormente en el Ejemplo 1. Se analizaron las muestras que contenian el material genético
siguiente:

1 - ADN de Toxoplasma gondii (Apicomplexa)
2 - ADN de B. microti

3 - ADN de B. divergens

4 - agua desionizada (H20)

5 - ADN de B. canis

6 - ADN humano

7 - ADN de la garrapata . ricinus

Se llevé a cabo la PCR en tiempo real en la mezcla de reaccién con un volumen total de 20 ul con el uso de reactivos
del kit SsoFast™ EvaGreen® Supermix, en las siguientes proporciones:

Componentes Volumen afadido (ul/reaccion)
2X de Mezcla maestra 10
Cebador 1, 10 uM 0,8
Cebador 2, 10 uM 0,8
Cebador 3, 10 uM 0,8
H>O 6,6

Matriz de ADN de Babesia (2-200 ng/1 pl) 1
La reaccion tuvo lugar en tubos de propileno (PP) libres de DNasa y RNasa con transparencia aumentada, de un
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volumen de 200 pl, para uso en PCR. La amplificacion se llevd a cabo en 45 ciclos con reduccion de la temperatura
de hibridacion de 0,2 °C en cada ciclo con las siguientes condiciones:

ciclo condiciones
preincubacion Mantenimiento @ 98 °C, 2min, 0 s
amplificacion Etapa 1 @ 98 °C, mantenimiento 10 s

Etapa 2 @ 63 °C, mantenimiento 30 s

Etapa 3 @ 72 °C, mantenimiento 30 s, adquisicion de Cycling A ([verde])

Fusion (70-90 °C), segundos de mantenimiento en la 12 Etapa, mantenimiento de
3 segundos en las siguientes etapas, Fusion A ([HRM])

Analisis de fusion

Las curvas de fusion obtenidas como resultado del experimento que se llevé a cabo se muestran en la figura (fig. 2).
Los resultados del experimento que se llevd a cabo de acuerdo con la invencién se pueden analizar en forma
normalizada, que se muestra en la fig. 3. Después de completar la reaccion, los amplicones obtenidos (para B. microti
- 407 pb, B. divergensy B. canis - 381 pb) se visualizaron después de llevar a cabo la electroforesis en gel de agarosa
con adicion de bromuro de etidio utilizando una agarosa al 4 % (Prona) permitiendo observar las diferencias entre los
productos de la amplificacion obtenidos. La fotografia del gel se muestra en la fig. 4.

Los resultados obtenidos indican la aplicabilidad del procedimiento de amplificacion utilizado para la deteccion y
diferenciacion de ADN del protozoo Babesia de las especies: B. microti, B. divergens, B. canis en muestras clinicas y
ambientales.

Ejemplo 3. Deteccion e identificacion de ADN de Babesia en el material genético aislado de muestras de sangre
recolectadas de 5 perros con babesiosis clinicamente reconocida confirmada por examen microscoépico.

Las muestras de estudio contenian ADN aislado de la sangre de perros con babesiosis confirmada. La reaccion se
llevé a cabo en un volumen total de 25 pl utilizando el mismo conjunto de reactivos que en el Ejemplo 2, en las
siguientes condiciones:

Componentes Volumen afadido (ul/reaccion)
2X Mezcla maestra 12,5

Cebador 1, 10 uM 1

Cebador 2, 10 uM 1

Cebador 3, 10 uM 1

H>O 8,5

Matriz de ADN (ADN total 50-100 ng/1 pl) 1

La reaccion se llevo a cabo en las condiciones descritas anteriormente en el Ejemplo 2. Los resultados de la reaccion
se muestran en la fig. 5 en la que: las muestras que contienen ADN aislado de la sangre de 5 perros con babesiosis
se marcan con una linea continua, el control positivo que contenia ADN de B. microti se muestra con una linea de
puntos (.....), y B. canis - una linea discontinua (---). El analisis comparativo de las curvas obtenidas para las muestras
de estudio y las curvas de control de las muestras que contienen el ADN de referencia de Babesia indica que el agente
etioldgico de las infecciones detectadas eran de la especie B. canis.

Los resultados obtenidos indican la aplicabilidad del procedimiento de amplificacion utilizado para la deteccion y
diferenciacion de ADN de los protozoos B. microtiy B. canis en muestras clinicas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> NIZP_PZH

<120> Procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, cebador para su uso en este
procedimiento y kit para su uso en los procedimientos de diagnostico de babesiosis sintomatica y asintomatica

<130> PZ/3104/AGR/PCT
<160> 3

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211>25

<212> ADN
<213> artificial



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2736 399 T3

<220>
<223> Cebador 1

<400> 1
tgacctaaac cctcaccaga gtaac 25

<210> 2
<211>25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador 2

<400> 2
gaatctaaac ccttcccaga gtatc 25

<210>3
<211> 23
<212> ADN <213> artificial

<220>
<223> Cebador 3

<400> 3
gctttcgeag tagttegtet tta 23

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> NIZP_PZH

<120> Procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, cebador para su uso en este
procedimiento y kit para su uso en los procedimientos de diagndstico de babesiosis sintomatica y asintomatica

<130> PZ/3104/AGR/PCT
<160> 3
<170> PatentIn version 3.5

<210>1
<211>25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador 1

<400> 1
tgacctaaac cctcaccaga gtaac 25

<210> 2
<211>25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador 2

<400> 2
gaatctaaac ccttcccaga gtatc 25

<210>3
<211>23



<212> ADN <213> artificial

<220>
<223> Cebador 3

<400> 3
gctttcgeag tagttegtct tta 23
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, que incluyen en particular B.
microti, B. venatorum, B. canis y/o B. divergens, en muestras que contengan acidos nucleicos, que se caracteriza
porque el procedimiento comprende las siguientes etapas:

a) la amplificacion de acidos nucleicos en una Unica reaccion, utilizando los cebadores: Cebador 1 con una
secuencia que consiste en SEQ ID NO: 1 y/o el Cebador 2 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 2y el
Cebador 3 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 3;

b) deteccidn; y opcionalmente

c) identificacion.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza porque los tres cebadores, el Cebador 1
con una secuencia SEQ ID NO: 1, el Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia
SEQ ID NO: 3 se utilizan simultaneamente.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que se caracteriza porque

a) se utilizan los cebadores Cebador 1 con una secuencia SEQ ID NO: 1 y el Cebador 3 con una secuencia SEQ
IDNO: 3,0

b) se utilizan los cebadores Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia SEQ
ID NO: 3.

4. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, que se caracteriza porque se utilizan adicionalmente
uno o mas de otros cebadores.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que se caracteriza porque en la etapa de
amplificaciéon de acidos nucleicos, la hibridacién del cebador se lleva a cabo en un intervalo de temperaturas de 55-63
°C

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que se caracteriza porque la etapa de
amplificacién de acidos nucleicos se lleva a cabo mediante un procedimiento de PCR clasica, PCR multiple, PCR en
tiempo real.

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que se caracteriza porque la etapa de
deteccion se lleva a cabo con técnicas seleccionadas de entre el analisis de las propiedades fisicas de los productos
de amplificacién obtenidos, preferentemente el analisis de curvas de fusién de los productos de amplificacion
obtenidos, en alta resolucion (HRM), técnicas de deteccion utilizando sondas moleculares, secuenciacion del producto
de amplificacion, analisis del tamafio y/o peso de los productos de amplificacion, diferencias en la migracion de
conférmeros de los productos de amplificacion, amplificacion y/o analisis del polimorfismo del sitio de restriccion.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que se caracteriza porque la etapa de
identificacion se lleva a cabo basandose en el analisis comparativo de los datos obtenidos de las muestras de estudio
y los resultados obtenidos de controles adecuados para un procedimiento de deteccion en particular.

9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que se caracteriza porque las etapas
tanto de amplificacion de acidos nucleicos como de deteccion se llevan a cabo en un vaso ("tubo tnico").

10. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que se caracteriza porque la etapa de
amplificacion de acidos nucleicos se lleva a cabo por el procedimiento de PCR en tiempo real y la etapa de deteccion
se lleva a cabo por un procedimiento de analisis de la curva de fusién de los productos de amplificacion obtenidos, en
alta resolucion con una etapa de identificacion simultanea.

11. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que se caracteriza porque las muestras
que contienen los acidos nucleicos se obtuvieron de tejidos de seres humanos y/o animales, incluyendo aracnidos,
preferentemente de la sangre de seres humanos y/o animales.

12. Un cebador para su uso en un procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, que
incluyen en particular B. microti, B. venatorum, B. canis yl/o B. divergens, en muestras que contengan acidos nucleicos
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que se caracteriza porque tiene la secuencia que consiste
en SEQ ID NO: 1 o la secuencia que consiste en SEQ ID NO: 2 o la secuencia que consiste en SEQ ID NO: 3.

13. El uso del Cebador 1 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 1 y/o el Cebador 2 con una secuencia que
consiste en SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 3 en el procedimiento de
deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, que incluye en particular B. microti, B. venatorum, B.
canis y/o B. divergens en muestras que contengan acidos nucleicos, preferentemente en muestras obtenidas de tejidos
humanos y animales, incluyendo aracnidos, preferentemente de la sangre de seres humanos y animales, en el que el
procedimiento de deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia comprende la amplificacion de acidos
nucleicos utilizando los cebadores: Cebador 1 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 1 y/o el Cebador 2 con

11
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una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 3, y en
el que la etapa de amplificacion de acidos nucleicos se lleva a cabo mediante un procedimiento de PCR clasica, PCR
multiple, PCR en tiempo real.

14. Un kit para su uso en los procedimientos de diagnostico de una infeccion por Babesia o un estado portador de
Babesia, incluyendo la deteccion y/o identificacion de protozoos del género Babesia, incluyendo en particular B.
microti, B. venatorum, B. canis ylo B. divergens, en muestras que contengan acidos nucleicos, que se caracteriza
porque comprende el Cebador 1 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 1 y/o el Cebador 2 con una secuencia
que consiste en SEQ ID NO: 2 y el Cebador 3 con una secuencia que consiste en SEQ ID NO: 3 y preferentemente
instrucciones para su uso y preferentemente reactivos para la PCR.

15. El kit de acuerdo con la reivindicacion 14, que se caracteriza porque contiene simultaneamente los tres
cebadores, el Cebador 1 con una secuencia SEQ ID NO: 1, el Cebador 2 con una secuencia SEQ ID NO: 2 y el
Cebador 3 con una secuencia SEQ ID NO: 3.

12
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