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DESCRIPCION

Secuencias peptidicas y nucleotidicas de Anisakis spp., anticuerpos que reconocen dichas secuencias, y usos de los
mismos.

Esta invencion se refiere al campo del diagndstico, prevencion y terapia de infecciones humanas y animales por
especies del género Anisakis. Esta invencién también se refiere a la deteccién de antigenos de Anisakis en alimen-
tos.

Antecedentes de la invencion

El género Anisakis (familia Anisakidae) incluye parasitos nematodos que pertenecen a varias especies relacionadas.
Mediante el uso de marcadores morfoldgicos y genéticos/moleculares actualmente se reconocen 8 especies de Anisakis
entre las que se incluyen: a) las especies gemelas Anisakis simplex “en sentido estricto” (Rudolphi, 1809), A. pegreffi
(Campana-Rouget y Biocca, 1955) y A. simplex C (Nascetti et al., 1986, Mattiucci et al., 2002), antiguamente incluidas
en el complejo A. simplex; b) A. typica (Diesing, 1860); c) A. physeteris (Baylis, 1923); d) A. brevispiculata (Dollfus,
1966); e) A. ziphidarum (Paggi et al., 1998); y f) A. paggiae (Mattiucci et al. 2005).

Las especies de Anisakis alcanzan la madurez sexual en el estdémago de cetdceos y, menos frecuentemente, en
pinipedos. Estos mamiferos pueden infectarse por ingestién de a) hospedadores paraténicos, es decir, peces (princi-
palmente teledsteos) y cefalépodos (principalmente calamares), que albergan la tercera fase larvaria del pardsito (L3),
y b) por ingestion de krill, como intermedio, que también alberga las larvas L3 (por ejemplo, ballenas).

Al igual que los mamiferos marinos, los seres humanos también pueden infectarse por larvas L3 de Anisakis
mediante la ingestién de peces y calamares crudos portadores del parésito, lo cual produce una enfermedad clinica
denominada anisakiosis o anisakiasis. Con mucha frecuencia, varios platos de pescado se consideran de alto riesgo
para la infeccién con especies de Anisakis. Estos incluyen el sushi y el sashimi japonés, el arenque salteado o ahu-
mado alemadn, el gravlax escandinavo, el lomi-lomi hawaiano, el cebiche sudamericano y los boquerones en vinagre
espaiioles (“pickled anchovies”).

Cuando las larvas L3 de Anisakis infectan a seres humanos, a menudo causan sintomas gastrointestinales que
pueden estar asociados con reacciones alérgicas de distinta gravedad. Dependiendo de la localizacion de las larvas y
los sintomas dominantes, se han presentado cuatro formas clinicas principales de anisakiosis (gdstrica/gastroalérgica,
intestinal, extragastrointestinal y alérgica) en seres humanos. En la forma gastrica (aguda) de anisakiosis, la larva
penetra la pared géstrica y frecuentemente se observa un curso clinico caracterizado por dolor epigéstrico agudo,
nduseas y vomitos unas pocas horas después de la ingestion de pescado que contenga larvas de Anisakis L3 vivas. Los
estudios endoscépicos frecuentemente revelan lesiones consistentes en hemorragias puntiformes, petequias y erosién
en el sitio de penetracién. Ademds, también pueden observarse sintomas alérgicos (es decir, urticaria/angioedema y
algunas veces anafilaxis) en aproximadamente el 10% de los casos. La combinacién de infeccién gastrica y sintomas
alérgicos se denominé “anisakiosis gastroalérgica” (Daschner et al., 2000). Algunos pacientes pueden desarrollar una
forma subaguda o crénica cuyas manifestaciones clinicas incluyen dolor epigdstrico, dispepsia, vomitos y anorexia,
que puede persistir durante varios meses o incluso afios.

En la forma intestinal de la anisakiosis, la larva penetra en la pared intestinal, frecuentemente a nivel del {leon
terminal. En los casos agudos, a menudo se observan la presencia de dolor abdominal (habitualmente 24-48 horas
después de la ingestion del pescado contaminado), acompafiado de nduseas, vomitos, hinchazén abdominal, indura-
cién y desviacion del ritmo intestinal establecido con estrefiimiento o diarrea. La observacién macroscépica de los
tejidos infectados en caso de anisakiosis intestinal revela lesiones flemonosas caracterizadas por edema local intenso,
petequias, hiperemia e inflamacién difusa de la serosa y el mesenterio. Estas lesiones pueden ocasionar obstruccién
y dilatacién proximal del intestino. En una cantidad importante de pacientes, se puede encontrar liquido ascitico
abdominal con un alto contenido de eosindfilos. En la anisakiosis intestinal subaguda o crénica, los cambios granulo-
matosos inducidos por las larvas conducen a un engrosamiento de la pared, estenosis luminal y sintomas abdominales
crénicos.

En la forma extragastrointestinal o ectdpica, la larva infectante de Anisakis atraviesa la pared gastrointestinal,
alcanzando la cavidad abdominal y migrando a 6rganos y tejidos tales como pulmones, pancreas, higado, etc. En estos
casos, los sintomas clinicos dependen de la localizacién topografica de la larva.

La forma de anisakiosis alérgica se reserva a pacientes que tienen reacciones alérgicas después de la infeccién con
larvas de Anisakis, pero sin sintomas gédstricos ni intestinales. Frecuentemente, los primeros sintomas aparecen muy
pronto, en las primeras horas después de la ingestion del pescado contaminado y el transcurso clinico sigue el patrén
general para las reacciones alérgicas de tipo I. Su gravedad varia desde una simple urticaria o angioedema a shock
anafildctico.

Cuando las larvas de Anisakis estan presentes en el estdomago, duodeno o colon, el examen endoscdpico es el
método preferible para demostrar la infeccion. Esta técnica también es util para extraer las larvas por medio de las
pinzas asociadas al endoscopio, lo cual conduce a la curacién del paciente. No obstante, cuando: a) las larvas no
estdn accesibles para el examen endoscépico; b) las larvas estdn parcialmente destruidas o no son visibles para el
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endoscopista; o c¢) los sintomas predominantes son alérgicos, el método preferible para confirmar la infeccién es
demostrar la presencia de anticuerpos especificos en el suero del paciente. Este tltimo también es el método preferido
para demostrar infecciones previas por Anisakis en individuos asintométicos.

Entre las diferentes clases de anticuerpos que se producen contra antigenos de Anisakis durante la infeccién, los
anticuerpos IgE son los mds relevantes ya que: 1) estdn implicados en las reacciones alérgicas de tipo I observadas
durante infecciones con Anisakis, y b) ésta es la clase de inmunoglobulinas mas relevante en términos de especificidad
entre las que estan presentes en suero de pacientes infectados.

Desde la descripcion del primer caso de infeccién humana por una larva de Anisakis (Van Thiel, 1960), se han
hecho numerosos intentos de desarrollar un ensayo seroldgico sensible y especifico para detectar anticuerpos anti-
Anisakis de diferentes clases.

Los primeros métodos para medir anticuerpos anti-Anisakis en suero incluyeron aglutinacién del latex (Akao y
Yoshimura, 1989); inmunodifusién doble e inmunoelectroforesis (Petithory et al., 1986; Tsuji, 1990), hemaglutinacién
indirecta (Asaishi et al., 1989; Tsuji, 1989); y ensayo de fijacién del complemento (Oshima, 1972; Tsuji, 1989). Todos
estos métodos tienen dos inconvenientes principales: a) carecen de suficiente sensibilidad y especificidad y b) con
estas técnicas no es posible la determinacién de anticuerpos IgE (reaginicos).

Mas recientemente, se pudieron realizar determinaciones de IgE anti-Anisakis en sueros de pacientes infectados con
la introduccién de otros inmunoensayos, por ejemplo, pruebas de radioalergosorbencia (Desowitz et al., 1985; Yama-
moto et al., 1990), ensayos de inmunoabsorcién vinculada a enzimas (ELISA) (Rodero et al. 2002), enzimoinmunoen-
sayos fluorescentes (UniCap FEIA, Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala, Sweden) e inmunotransferencia
(Del Pozo et al., 1996; Garcia et al., 1997), pero también se presentaron problemas de sensibilidad y/o especificidad
con estos métodos.

La dificultad principal para desarrollar métodos seroldgicos ttiles para el diagndstico de Anisakiosis humana radica
en la obtencién de antigenos del pardsito (en nuestro caso alergenos) que por una parte (i) sean reconocidos por
anticuerpos IgE presentes en los sueros de todos aquellos pacientes infectados, y (ii) que la molécula completa (es
decir, todos los epitopos presentes en el alergeno seleccionado) sean especificos del género Anisakis. De otro modo,
se obtendria una baja sensibilidad y/o reacciones cruzadas que condujesen a falsos positivos.

Se intenté mejorar el serodiagndstico de anisakiosis humana usando antigenos de excrecién/secrecién nativos
completos (ESA) de larvas de Anisakis spp. cultivadas in vitro (Poggensee et al., 1989; Baeza et al., 2004), o usan-
do anticuerpos monoclonales para capturar antigenos especificos diana de extractos brutos de larvas L3 de Anisakis
(Yagihashi et al., 1990; Ubeira e Iglesias, 2000). Sin embargo, los métodos ELISA basados en estas estrategias tam-
bién carecian de suficiente especificidad debido a la presencia de epitopos de reaccién cruzada (principalmente O- y
N-glicanos) presentes en las glicoproteinas de Anisakis, incluyendo ESA.

Descripcion de la invencion

En la presente invencién se proporcionan secuencias de péptidos, polipéptidos y proteinas que mantienen la
antigenicidad de las moléculas nativas de Anisakis de las que derivan, asi como los 4cidos nucleicos que codifi-
can dichas secuencias y anticuerpos o fragmentos de los mismos especificos para dichos péptidos, polipéptidos o
proteinas. Los péptidos, polipéptidos y proteinas descritos, asi como los anticuerpos o fragmentos de los mismos
especificos frentes a dichos péptidos, polipéptidos y proteinas son ttiles para desarrollar inmunoensayos para el
serodiagndstico de la anisakiosis humana y animal, careciendo de los inconvenientes de los métodos presentados
previamente.

De esta manera, un primer aspecto de la presente invencién proporciona una secuencia de acido nucleico aislada
(denominada en lo sucesivo secuencia de dcido nucleico de la invencién) seleccionada entre el siguiente grupo:

a. Un 4cido nucleico que comprende la SEC ID N° 1
b. Un 4cido nucleico que comprende el dcido nucleico complementario de la SEC ID N° 1
c. Un fragmento del 4cido nucleico de la SEC ID N° 1 que comprende la SEC ID N° 15 6 17

d. Un 4cido nucleico que comprende un fragmento de la SEC ID N° 1 que codifica un tramo contiguo de 8 o
mds aminodcidos de la SEC ID N° 2 capaz de ser reconocida por anticuerpos anti-Anisakis.

e. Un 4cido nucleico que comprende un fragmento de la SEC ID N° 1 que codifica un tramo contiguo de 10 o
mds aminodcidos de la SEC ID N° 2 capaz de ser reconocida por anticuerpos anti-Anisakis.

f. Un 4cido nucleico que comprende un fragmento de la SEC ID N° 1 que codifica un tramo contiguo de 12 o
mads aminodcidos de la SEC ID N° 2 capaz de ser reconocida por anticuerpos anti-anisakis.
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Una secuencia nucleétidica que tiene una identidad de al menos el 70% con cualquiera de las secuencias
de 4cido nucleico descritas en los apartados (a) a (f). En una realizacién preferida de la invencion, la
secuencia nucleétidica tiene una identidad de al menos el 80% con cualquiera de las secuencias de dcido
nucleico mencionadas previamente en los apartados (a) a (f) y, en una realizacién ain més preferida, dicha
secuencia nucledtidica tiene una identidad de al menos el 90% con cualquiera de las secuencias de dcido
nucleico mencionadas previamente en los apartados (a) a (f).

Un segundo aspecto de la presente invencidn proporciona un polipéptido, péptido o proteina aislada (denominada
en lo sucesivo secuencia de aminodcidos de la invencion) seleccionada entre el siguiente grupo:

a.

b.

Un polipéptido que comprende la SEC ID N° 2
Un fragmento de la SEC ID N° 2 que comprende la SEC ID N° 16 6 18

Un fragmento de la SEC ID N° 2 que comprende un tramo contiguo de 8 o mds aminoécidos capaz de ser
reconocido por anticuerpos anti-Anisakis.

Un fragmento de la SEC ID N° 2 que comprende un tramo contiguo de 10 o mas aminodcidos capaz de ser
reconocido por anticuerpos anti-Anisakis.

Un fragmento de la SEC ID N° 2 que comprende un tramo contiguo de 12 o mas aminodcidos capaz de ser
reconocido por anticuerpos anti-anisakis.

Una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de al menos el 70% con cualquiera de las secuencias
de aminodcidos descritas en los apartados (a) a (e) en este punto. En una realizacién preferida de la inven-
cidn, la secuencia de aminodcidos tiene una identidad de al menos el 80% con cualquiera de las secuencias
de aminodcidos descritas previamente en los apartados (a) a (e) en este punto y, en una realizacién ain mas
preferida, dicha secuencia de aminodcidos tiene una identidad de al menos el 90% con cualquiera de las
secuencias de aminodcidos descritas previamente en los apartados (a) a (e) en este punto.

Todos estos péptidos, polipéptidos o proteinas pueden ser empleados para superar la dificultad principal de des-
arrollar métodos seroldgicos ttiles para el diagndstico de la anisakiosis humana, al proporcionar antigenos del parasito
especificos del género Anisakis y que son reconocidos por los anticuerpos IgE presentes en los sueros de todos los
pacientes infectados por Anisakis.

Una realizacién preferida de la invencion se refiere a una secuencia de aminoacidos que pueda ser reconocido por
anticuerpos anti-Anisakis y que comprenda un fragmento con un tramo contiguo de al menos 8 o mds aminodcidos y
con una identidad de al menos el 70% con cualquier fragmento de la SEC ID N° 2, seleccionado de entre las siguientes
secuencias de aminodcidos:

a.

b.

g.
h.

Una secuencia de aminoécidos que comprende la SEC ID N° 7
Una secuencia de aminoécidos que comprende la SEC ID N° 8
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 9
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 10
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 11
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 12
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 13

Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 14

En un tercer aspecto, la secuencia de aminodcidos de la invencién se produce, pero sin limitamos a cualquiera de
las siguientes técnicas:

a.

b.

C.

Técnicas recombinantes
Sintesis quimica y

Purificacion sustancial a partir de nematodos de la familia Anisakidae

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un péptido, polipéptido o proteina que comprende dos o més de las
secuencias de aminodcidos de la invencidn.
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Un quinto aspecto de la invencién se refiere a una molécula de 4cido nucleico sintética o recombinante que
comprende una secuencia de 4cido nucleico que codifica una o mds de las secuencias de aminodcidos de la inven-
cion.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de acido nucleico o aminodcidos aislada de la invencidn,
marcada con una molécula de sefializacién. En una realizacién preferida de la invencién, dicha molécula marcadora
se selecciona, pero sin limitamos a cualquiera de las moléculas de sefializacion del siguiente grupo:

a. Radiactivas

b. Enziméticas

c. Fluorescentes

d. Luminiscentes

e. Quimioluminiscentes

f. Coloreadas

En una realizacion preferida de la invencion, la molécula de marcaje se selecciona, pero sin limitamos a cualquiera
de las moléculas de sefializacion del siguiente grupo:

a. Biotina o sus derivados
b. Derivados de nitrofenol
c. Oro coloidal

d. Latex

e. Fluoresceina

Un séptimo aspecto de la invencién se refiere a un anticuerpo o fragmento del mismo (denominado en lo sucesivo
anticuerpo de la invencién) capaz de interaccionar con cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la invencion.
También forman parte de la presente invencion las secuencias de dcido nucleico capaces de codificar cualquiera de los
anticuerpos de la invencion.

En una realizacién preferida, dicho anticuerpo de la invencién es el anticuerpo producido por la linea celular de
hibridoma con el niimero de depdsito DSM ACC2793 depositado el 15 de junio de 2006 en el “German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ)” (de aqui en adelante anticuerpo UA3)

Una realizacién adicional se refiere a la linea celular de hibridoma con nimero de depdsito DSM ACC2793 con
fecha de dep6sito 15 de junio de 2006 depositada en la institucién DSMZ.

Una realizacién adicional de la invencidn se refiere a las secuencias de reconocimiento de antigenos de cualquiera
de los anticuerpos de la invencidn, particularmente las secuencias de reconocimiento de antigenos del anticuerpo
UA3.

Otro aspecto de la invencién proporciona una secuencia de aminodcidos aislada de la invencién, donde dicha
secuencia de aminodcidos esta fusionada o acoplada quimicamente a un péptido, polipéptido o proteina adicional.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un vector de expresion o sistema de expresion (denominado en lo sucesivo
sistema de expresion de la invencién) que comprende una secuencia de nucledtidos de la invencion.

Otro aspecto de la invencién proporciona una célula hospedadora procariota o eucariota aislada (denominada en lo
sucesivo célula hospedadora de la invencién) transformada o transfectada con una secuencia de dcido nucleico de la
invencién o con un vector o sistema de expresion de la invencion.

Un octavo aspecto de la invencién se refiere a un método para producir un péptido, polipéptido o proteina recom-
binante codificada por una secuencia de dcido nucleico de la invencién, donde dicho método comprende cultivar una
célula hospedadora de la invencién en condiciones tales que se exprese y se produzca dicha secuencia de nucleétidos
y después aislar dicho péptido, polipéptido o proteina.

Un noveno aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro para detectar anticuerpos contra Anisakis spp. en
una muestra bioldgica aislada, preferiblemente suero, que comprende:



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2294 935 Al

a. poner en contacto una muestra biolégica con una secuencia de aminodcidos de la invencidn, en condiciones
suficientes como para formar un complejo inmunolégico entre dicho polipéptido y los anticuerpos de la
muestra, y

b. detectar dicho complejo inmunolégico.

En una realizacion preferida de la invencién, el método in vitro es un inmunoensayo o un inmunoensayo enzima-
tico.

Un décimo aspecto de la invencidn se refiere a un método in vitro para detectar antigenos de Anisakis spp. en una
muestra, preferiblemente una muestra bioldgica, o un extracto alimentario, que comprende:

a. poner en contacto la muestra bioldgica o extracto alimentario con un anticuerpo de la invencién, en con-
diciones suficientes para formar un complejo inmunolégico entre dicho anticuerpo y los antigenos de la
muestra y

b. detectar dicho complejo inmunoldgico.

En una realizacion preferida, el anticuerpo de la invencién que se usa para detectar antigenos de Anisakis spp. en
una muestra in vitro es el anticuerpo UA3.

Un aspecto preferido de 1a invenciodn se refiere a un método in vivo para diagnosticar o pronosticar alergia a Anisakis
spp. en un sujeto, que comprende someter al sujeto al péptido, polipéptido o proteina de la invencion y controlar la
reaccién del sujeto.

Un aspecto ain mds preferido del método in vivo de la invencion para detectar anticuerpos contra Anisakis spp. €s
por medio del uso del ensayo Prick.

Otro aspecto preferido de la presente invencion es un kit (en lo sucesivo kit de la invencién) adecuado para la
deteccion de antigenos de Anisakis spp. en una muestra bioldgica o un extracto alimentario, que comprende:

a) al menos un anticuerpo de la invencién o sus fragmentos y
b) un medio de deteccidn para el complejo inmunoldgico.

También es un aspecto preferido de la presente invencidn un kit adecuado para la deteccién de anticuerpos anti-
Anisakis spp. en una muestra bioldgica, preferiblemente suero, que comprende:

a) al menos un péptido, polipéptido o proteina de la invencién y
b) un medio de deteccion para el complejo inmunoldgico.

En una realizacion preferida, el medio de deteccion usado en el kit de la invencidn consta de anticuerpos secunda-
rios marcados capaces de reconocer la formacién del complejo inmunolégico.

En una realizacién mas preferida, el medio de deteccién usado en el kit de la invencién es un reactivo secundario
marcado capaz de reconocer la formacién del complejo inmunolégico.

Otro aspecto mds de la invencion se refiere al uso de una secuencia de aminodcidos de la invencién para la fabrica-
cién de una composicién farmacéutica para el tratamiento de cualquier tipo de reaccién alérgica a Anisakis spp. Una
realizacién preferida de la invencion se refiere a la composicion farmacéutica tal cual.

Como se usa en este documento, “4cido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se refiere a cualquier polimero
de nucledtidos compuesto por dos o mds subunidades que son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, unidas entre
si por puentes fosfodiéster. “Acidos nucleicos” o “moléculas de dcido nucleico” incluyen 4cido desoxirribonucleico
(ADN), dcido ribonucleico (ARN), oligonucledtidos y fragmentos generados por reaccioén en cadena de la polimerasa
(PCR) o por otros métodos tales como ligamiento, escision, accién de endonucleasas y accidn de exonucleasas. Como
se usa en este documento, el término “nucleétido” significa una unidad monomérica de ADN o ARN que contiene
un resto de azdcar (pentosa), un fosfato y una base heterociclica nitrogenada. Las cuatro bases del ADN son adenina
(“A”), guanina (“G”), citosina (““C”) y timina (“T”). Las cuatro bases del ARN son A, G, C y uracilo (“U”).

Como se usa en este documento, una “molécula de dcido nucleico aislada” es una molécula de dcido nucleico que
no esté integrada en el ADN gendémico de un organismo. Dicha molécula de dcido nucleico puede separarse del ADN
gendmico de una célula, puede producirse usando tecnologia de ADN recombinante (por ejemplo, amplificacién por
PCR, clonacién, etc.) o puede sintetizarse quimicamente. La molécula de dcido nucleico aislada puede obtenerse de su
fuente natural como gen completo o una parte del mismo capaz de formar un hibrido estable con ese gen. La molécula
de 4cido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria.
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Como se usa en este documento, “cebador” se refiere a un oligonucleétido natural o sintético (que varia preferi-
blemente de 15 a 40 nucledétidos de longitud) que puede hibridar con un molde de ADN o ARN complementario para
formar un duplex entre el cebador y el molde. Tipicamente, un cebador es un oligodesoxirribonucleétido monocate-
nario, y sirve como punto de inicio de la sintesis de 4cido nucleico por una polimerasa después de la hibridacién con
una cadena de ADN o ARN.

Como se usa en este documento, la expresién “secuencia de nucleétidos que codifica” se refiere a una secuencia
de acido nucleico que dirige la expresion de un péptido, polipéptido o proteina especifica. Las secuencias de acido
nucleico comprenden la secuencia de la cadena de ADN que se transcribe en ARN y también la secuencia de ARN
que se traduce en una proteina. Las secuencias de 4dcido nucleico de la presente invencién incluyen tanto secuencias
de 4cido nucleico de longitud completa como secuencias truncadas (que no tienen la longitud completa) derivadas
de la proteina de longitud completa. También estdn comprendidas las variantes de la secuencia de nucleétidos que
codifican el mismo péptido, polipéptido o proteina que la secuencia nativa, que puede construirse para proporcionar
una preferencia de codones en una célula hospedadora especifica.

Como se usa en este documento, “el complemento de” se refiere al concepto de una correspondencia inversa entre
regiones de dos cadenas polinucleotidicas o entre dos nucledtidos a través de la formacién de pares de bases. En
consecuencia, una “secuencia de bases complementarias” se refiere a una cadena polinucleotidica en la que todas las
bases pueden formar pares de bases con una secuencia de bases en otra cadena polinucleotidica. Como se sabe, un
nucledtido de adenina puede formar pares de bases con timina (A-T) o uracilo (A-U), mientras que un nucleétido de
citosina puede formar pares de bases con guanina (C-G).

Como se usa en este documento, un “vector de expresion” se refiere a un conjunto que es capaz de dirigir la
expresion de una secuencia o gen de interés. De acuerdo con la presente invencion, el vector de expresion puede ser
cualquier vector de expresion de ADN o ARN capaz de expresar antigenos de Anisakis spp., tal como un plasmido o
un fago. Preferiblemente, el vector de expresion de acuerdo con la presente invencién es un pldsmido (por ejemplo,
pQE 31 y pTARGET).

Como se usa en este documento, el término “pldsmido” se refiere a cualquier molécula de ADN circular auténoma
capaz de replicarse en una célula independientemente del ADN cromosémico, e incluye tanto los tipos de expresion
como los tipos de no expresion.

Como se usa en este documento, el término “recombinante” se refiere a una molécula de ADN compuesta preparada
fuera de células vivas uniendo artificialmente fragmentos de ADN naturales o sintéticos a moléculas de ADN que
pueden replicarse en una célula viva, o moléculas que son el resultado de su replicacion. El término “recombinante”
también se refiere en este documento a un péptido, polipéptido o una proteina que se expresa usando una molécula de
ADN recombinante.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se usan de forma indistinta en este documento para designar una secuen-
cia lineal de aminoécidos conectados entre si por enlaces amida entre el grupo alfa-amino de un aminoéacido y un
grupo alfa-carboxi del aminodcido adyacente. Los polipéptidos con una longitud de veinticinco aminodcidos o me-
nos se consideran “péptidos”. Preferiblemente, un polipéptido que estd codificado por un cistrén se considera una
“proteina”.

Como se usa en este documento, la expresién “fragmento de la secuencia de aminodcidos” significa una porcién
de aminoécidos contiguos del péptido, polipéptido, proteina o secuencia de aminoécidos especificada.

Como se usa en este documento, un “péptido, polipéptido o proteina aislada” es un péptido, polipéptido o pro-
tefna que estd esencialmente exenta de contaminantes celulares, tales como lipidos, carbohidratos u otras impurezas
asociadas con el polipéptido en la naturaleza. Un péptido, polipéptido o proteina aislada puede purificarse de su
medio natural por técnicas cromatograficas convencionales. Los péptidos, polipéptidos y proteinas aisladas también
pueden obtenerse por métodos recombinantes, o por sintesis quimica. Tipicamente, se obtiene un “polipéptido sus-
tancialmente purificado” cuando se separa de al menos el 50%, mds preferiblemente al menos el 75% y atn mas
preferiblemente al menos el 90% de otros polipéptidos con los que coexiste de forma natural en una célula, tejido u
organismo.

Como se usan en este documento, los términos “aminodcido” y “aminodcidos” se refieren a todos los L-alfa-
aminodcidos de origen natural o sus restos. La siguiente Tabla (Tabla 1) muestra el cédigo de tres letras y el cédigo
de una letra (recomendado por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de la [UPAC-IUB) para la denominacién de
los aminodacidos naturales:
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Asp D acido aspartico Ile I isoleucina
Thr T treonina Leu L leucina

Ser S serina Tyr Y tirosina

Glu E acido glutamico Phe F fenilalanina
Pro P prolina His H histidina
Gly G glicina Lys K lisina

Ala A alanina Arg R arginina

Cys C cisteina Trp W triptéfano
val v valina Gln Q glutamina
Met M metionina Asn N asparagina

Como se usa en este documento, el término “mamifero” se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero,
incluyendo seres humanos, ratones, ratas, mamiferos marinos y animales domésticos y de granja. Preferiblemente, el
mamifero en este documento es el ser humano.

Como se usa en este documento, el término “anticuerpo” se refiere a glicoproteinas de la familia de las inmuno-
globulinas, caracterizadas porque tienen propiedades de unién a antigenos, y se producen por células plasmadticas. El
término “anticuerpo” incluye anticuerpos tanto monoclonales como policlonales que pertenecen a cualquier clase de
anticuerpos, por ejemplo, IgG, IgD, IgM, IgA, IgE o derivados de los mismos.

Como se usa en este documento, la expresion “anticuerpo monoclonal” se refiere a una composicion de anticuerpos
que tiene una poblacién de anticuerpos homogénea. No pretende limitarse a una fuente particular del anticuerpo o a
la forma en la que se produce, e incluye anticuerpos y fragmentos de los mismos producidos por fusién celular o por
técnicas recombinantes.

Como se usa en este documento, el término “antigeno” se refiere a cualquier molécula o agente capaz de inducir
la produccién de anticuerpos especificos cuando se introduce en un hospedador inmunocompetente. Como se usa en
este documento, el término “antigeno” también se refiere a cualquier molécula o agente susceptible de reconocerse
por un anticuerpo especifico. Tipicamente, pueden reconocerse como antigenos péptidos, polipéptidos, proteinas, car-
bohidratos, lipidos, dcidos nucleicos o combinaciones de estas moléculas. Estos antigenos también pueden contener
grupos quimicos orgdnicos e inorganicos unidos.

Como se usa en ese documento, el término “epitopo” se refiere a la porcién de un antigeno que se reconoce por
un anticuerpo (monoclonal o policlonal) o por el receptor con especificidad de antigeno de una célula. Cuando el
antigeno es un péptido, polipéptido o una proteina, sus epitopos pueden ser fragmentos de al menos 5 aminodcidos
de la secuencia de aminodcidos primaria, pero también regiones expuestas en la superficie de la proteina plegada
madura (estructura terciaria tridimensional) compuestas por 5 o mds aminodcidos. Tipicamente, los epitopos pueden
clasificarse como epitopos de células B y epitopos de células T basdndose en los tipos de respuesta inmune que
provocan.

Como se usa en este documento, el término “muestra bioldgica” se aplica a cualquier muestra de tejido o fluido
biolégico que contiene uno o mas de los dcidos nucleicos, anticuerpos, péptidos, polipéptidos o proteinas de la presen-
te invencion. En la presente invencion, el término “muestra bioldgica” también se aplica a cualquier muestra de tejido
o fluido biolégico que pueda usarse como fuente para la determinacion de anticuerpos anti-Anisakis. Dichas muestras
incluyen, pero sin limitacidn, tejidos aislados, sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, liquido ascitico, liqui-
do sinovial, saliva, orina o heces. Las muestras bioldgicas también pueden incluir secciones de tejidos tales como
secciones congeladas tomadas para fines histoldgicos. Una muestra bioldgica puede obtenerse a partir de cualquier
organismo eucariota, y preferiblemente de un mamifero tal como una rata, ratén, conejo, mamiferos marinos, o un ser
humano.

Como se usa en este documento, el término “muestra alimentaria” se refiere a cualquier muestra obtenida de la
amplia gama de materiales comestibles. Estas muestras incluyen, pero sin limitacién, trozos de pescado crudo, ahu-
mado y cocinado y alimentos que tienen materiales de pescado en su composicién. El término “muestra alimentaria”
también incluye alimentos para la nutricién de nifios.

Como se usa en este documento, la expresion “anticuerpos anti-Anisakis” se refiere a cualquier clase o subclase
de anticuerpos presentes en una muestra capaz de reconocer al menos un epitopo que esté presente en los antigenos
de cualquiera de las especies del género Anisakis. La expresion incluye anticuerpos producidos durante infecciones
naturales o experimentales de seres humanos y animales con el pardsito, asi como anticuerpos monoclonales y policlo-
nales producidos después de la inmunizacién de seres humanos o animales con antigenos recombinantes o sintéticos
no purificados o sustancialmente purificados, obtenidos a partir de especies del género Anisakis. La expresion tam-
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bién incluye anticuerpos y fragmentos de unién a antigenos producidos por técnicas recombinantes, sintesis quimica
o técnicas equivalentes.

Como se usa en este documento, la expresion “porcentaje de identidad” se refiere al porcentaje de aminoécidos o
nucledtidos que ocupan la misma posicién relativa cuando dos secuencias de aminodcidos, o dos secuencias de acido
nucleico se alinean una al lado de la otra. Para los fines de la presente invencién, un método adecuado para calcular
el porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminodcidos es usar el programa lalign
de William Pearson que aplica el algoritmo de Huang y Miller, publicado en Adv. Appl. Math. (1991) 12: 337-
357, e incorporado en este documento como referencia. Este programa puede procesarse on line en la direccién:
[http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html].

Como se usa en este documento, el término “inmunoensayo” se refiere a un método para detectar un analito en
una muestra por medio de una reaccién antigeno-anticuerpo. Los analitos pueden ser moléculas pequeias (haptenos)
o moléculas grandes, tales como muchas proteinas plasmaticas. Con mucha frecuencia, el analito es un anticuerpo que
puede detectarse por medio de la unién especifica entre el anticuerpo y un ligando. Como se usa en este documento,
el término “inmunoensayo enzimatico” (EIA) se refiere a un tipo amplio de inmunoensayos, caracterizados porque al
menos uno de los reactivos estd marcado con una enzima. Son EIA tipicos los ensayos de inmunoabsorcién vinculados
a enzimas (ELISAs) de los cuales hay una serie de variantes. Si se desea una clasificacion, o una descripcion detallada
de formatos de inmunoensayo, véase: Price y Newman (1997) Principles and Practice of Immunoassay, Macmillan Re-
ference LTD, New York; Tijssen (1985) Practice and theory of enzyme immunoassays, En: Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology (R.H. Burdon and PH van Knippenberg, eds), Elsevier, Amsterdam; Deshpande
(1996) Enzyme immunoassays, from concept to product development, Chapman & Hall, New York.

Como se usa en este documento, una “composicion farmacéutica” se refiere a una composicion quimica o bioldgica
que es adecuada para administrarse a un individuo mamifero. Tipicamente, una composicién farmacéutica comprende
una cantidad de un agente activo farmacolégicamente eficaz y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se describen
ejemplos de vehiculos y formulaciones farmacéuticas adecuadas en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 20* edi-
cién, Mack Publishing Company, Easton, 2000. Una composicion farmacéutica puede formularse especificamente para
la administracién por diferentes vias incluyendo, pero sin limitacién, la via oral, parenteral, intravenosa, intraarterial,
subcuténea, intranasal, sublingual y similares.

Como se usa en este documento, la expresién “método de diagndstico” se refiere a un método para la identifi-
cacién de un estado patolégico en un animal o en un individuo. Cuando dicho estado patolégico se produce por un
agente infeccioso, frecuentemente el diagndstico puede realizarse usando un inmunoensayo (véase anteriormente) que
permite la deteccidn de los antigenos liberados por el patégeno, o de los anticuerpos inducidos en el hospedador por
dicho patégeno. Los métodos de diagnéstico de la presente invencidn incluyen ensayos in vitro (tales como un ensayo
ELISA, o el test de liberacién de histamina de los baséfilos) y ensayos in vivo tales como las pruebas cutaneas, por
ejemplo, pero sin limitacién, el ensayo de pinchazo en la piel (prick-test), intradermorreacciones, o las pruebas epicu-
tdneas (por ejemplo, el ensayo de parche), que se usan frecuentemente para el diagndstico de alergias. La expresion
“métodos de diagndstico” también incluye a las pruebas de provocacion, consistentes en la administracion controlada
y gradual de la sustancia sospechosa de provocar un cuadro alérgico a través de diferentes vias: oral, conjuntival, nasal,
bronquial, etc., para comprobar su tolerancia. Una descripcién mds detallada de estos dltimos métodos, puede verse
en: Comité de Reacciones Adversas a Alimentos: Metodologia diagndstica en la alergia a alimentos. Alergologia e In-
munologia Clinica, 14: 50-52 (1999), asi como en diversos manuales de la especialidad de Alergologia e Inmunologia
Clinica.

Como se usa en este documento, la expresion “repeticiones de secuencia” se refiere a motivos repetitivos en la
secuencia de una proteina dada o de una molécula de 4cido nucleico. Las repeticiones de secuencia en las secuencias
polipeptidicas de la presente invencion se realizaron usando el programa RADAR (véase el Ejemplo N° 12).

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen
el mismo significado que el entendido habitualmente por un especialista habitual en la técnica a la que pertenece esta
invencién. En la practica de la presente invencion pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los
descritos en este documento. A lo largo de toda la descripcidn y las reivindicaciones, la palabra “comprende” y sus
variaciones no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidn serdn evidentes para los especialistas en la técnica tras el examen de la descripcion o
pueden aprenderse por la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion y
no pretenden limitar la presente invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1
Aislamiento de ARNm y construccion de una biblioteca de expresion a partir de Anisakis simplex
Se extrajeron manualmente larvas de Anisakis simplex en la fase larvaria L3 (L3) de las visceras y cavidad pe-
ritoneal de la bacaladilla (Micromesistius poutassou) y se almacenaron en nitrégeno liquido antes de comenzar la

construccién de la biblioteca de ADNc. Se obtuvo el ARN mensajero (ARNm) total a partir de 1 g de larvas L3
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de Anisakis simplex congeladas usando el kit de aislamiento de ARNm Fast Track 2.0 (Invitrogen S.A., Barcelona,
Espafia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se usaron cinco microgramos del ARN poli (A)+ obtenido para construir la biblioteca de ADNc de Anisakis usando
el kit ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit (Stratagene, La Jolla, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
De acuerdo con las instrucciones proporcionadas, el ARN poli (A)+ de Anisakis simplex se convirtié primero en
ADNCc bicatenario, después se ligd al vector de expresion lambda-ZAP y el vector se empaquetd usando extractos de
empaquetamiento Gigapack III. Se usé como hospedador la cepa XL1-Blue MRF’ de E. coli. La biblioteca resultante
se amplificd, y contenia aproximadamente 1,3 x 10'° pfu/ml y un 1% de fagos no recombinantes.

Exploracion de la biblioteca de ADNc de Anisakis simplex

Una vez amplificada, la biblioteca de ADNc de A. simplex se sometid a un cribado inmunolégico usando anticuer-
pos monoclonales UA3. Siguiendo las recomendaciones proporcionadas en el ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning
Kit (Stratagene), se dejaron crecer células hospedadoras XL1-Blue MRF’ en caldo LB con suplementos, se centri-
fugaron a 1000 x g, y el sedimento se resuspendid en sulfato de magnesio 10 mM. A esta suspension se le afiadid
una alicuota de los fagos recombinantes y la mezcla se incubd 15 minutos a 37°C para permitir que los fagos se
unieran a las células. Después, la suspension celular con los fagos adheridos se mezclé con agar NZY fundido (en-
friado a aproximadamente 55°C), y la mezcla se extendié uniformemente sobre una placa de 150 mm de didmetro,
que contenfa agar NZY recién vertido. Después de un tiempo de incubacién de aproximadamente 3 h a 42°C para
permitir que comenzaran a formarse placas de fagos, se indujo la expresion de proteinas recombinantes recubriendo
las placas con filtros de nitrocelulosa previamente impregnados en isopropil tio-beta-D-galactésido (IPTG) 10 mM
en agua (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania). Después, las placas se incubaron a 37°C durante 3,5 h, después
de lo cual se retiraron cuidadosamente los filtros de nitrocelulosa que contenian las placas de fago adsorbido y se
bloquearon con BSA al 3% en TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) a 37°C durante 30 minutos y después
se incubaron con anticuerpos monoclonales (AcM) IgGilkappa UA3 (dilucién 1:10.000 en TBS) a 4°C durante una
noche. Los filtros de nitrocelulosa se lavaron en TBS que contenia Tween 20 al 0,05% (TBS-T), y se incubaron du-
rante 2 h a temperatura ambiente con IgG de cabra anti-conejo conjugada con fosfatasa alcalina a 1:10.000 (Pierce,
Rockford, IL, USA). Después de lavar otra vez, se visualizaron los complejos inmunes usando NBT (nitroazul de
tetrazolio) y BCIP (fosfato de p-toluidina-5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) (Sigma Chemical Corp., St Louis, MO,
USA).

Escision in vivo de un tinico clon y secuenciacion de ADNc

Después de identificar un ADNc que codificaba una proteina reconocida por el AcM UA3 mediante el cribado
inmunolégico sobre el vector lambda-ZAP intacto, se purificé la placa de fago correspondiente (clon UAR-HS). De
acuerdo con las instrucciones proporcionadas en el ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit (Stratagene), se trans-
firié la porcidn central de las placas positivas para el fago seleccionadas a un tubo de microcentrifuga y se liberaron
las particulas de fago recombinante en tampén SM. Después, se realizé la escision in vivo del fagémido pBluescript
del vector lambda-ZAP mediante coinfeccién de células hospedadoras XL1-Blue MRF’ con el fago recombinante y
el fago auxiliar ExAssist proporcionado con el kit. Al final de este procedimiento, el fagémido pBluescript escindido,
obtenido empaquetado como particulas de fago filamentosas, se usé para infectar células hospedadoras SOLR. Se ob-
tuvieron colonias de células SOLR transfectadas que contenian el fagémido pBluescript bicatenario con el inserto de
ADN donado de interés dejando crecer las células en placas de agar Luria-Bertani (LB) que contenian ampicilina (100
microgramos/ml). Se dejaron crecer colonias bacterianas individuales en caldo LB-ampicilina y se purificé el ADN del
fagémido pBluescript usando un kit Perfectprep Plasmid Maxi (Eppendorf). Se usaron los cebadores M13 directo (5°
SECID N° 19 3°) e inverso (5’ SEC ID N° 20 3’) de la secuencia de pBluescript SK, asi como varios cebadores inter-
nos, para la secuenciacién automética del ADN del fagémido usando el Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (PE Biosystems, Foster City, CA) y un secuenciador de ADN Applied Biosystems 377 (PE Biosystems).
Se realizaron comparaciones de la secuencia de ADN y de la secuencia deducida de aminoécidos con los bancos
de datos EMBL y SWISS-PROT usando el paquete de software ExPASy (el Expert Protein Analysis System), ser-
vidor World Wide Web (http://www.expasy.org/), del Swiss Institute of Bioinformatics (Gasteiger et al., 2003). La
secuencia de nucleétidos descrita comprende una secuencia de 3288 nucleétidos, representada por la secuencia de la
SEC ID N°: 1, y codifica una secuencia de aminoacidos deducida de 1096 aminoécidos representada por la SEC ID
Ne: 2.

Ejemplo 2
Subclonacion de un fragmento de la secuencia de ADNc (SEC ID N°: 1) de Anisakis simplex en el vector pQE-31

En una realizacién preferida, se subclon6 un fragmento de ADN recombinante interno (SEC ID N°: 15) que corres-
ponde a las posiciones de nucleétidos 1303 y 2139 de la SEC ID N° 1, que codifica una secuencia polipeptidica de
279 aminodcidos (SEC ID N°: 16), en el vector de expresion pQE-31 usando un kit QlAexpress Type IV (Qiagen,
IZASA S.A., Barcelona, Espafia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y usando los sitios de restriccion Sal
Iy Hind 11 en el sitio de clonacién miiltiple de pQE-31. Esta disponible otra metodologia similar en manuales tales
como: Molecular Cloning: a Laboratory Manual (Sambrook et al., 2001) o Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel et al., 1998).
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Antes de la clonacién, se amplificé la secuencia del fragmento de ADNc que corresponde a la SEC ID N°: 15
mediante PCR, y los extremos de la secuencia se modificaron usando el fagémido pBluescript recombinante como
molde y un conjunto de cebadores directo (5° SEC ID N° 21 3°) e inverso (5° SEC ID N° 22 3°), que contenian sitios
de restriccién Sal 1y Hind 111. Esta modificacién mediante PCR proporciond secuencias de nucleétidos especificas para
las enzimas de restriccion Sal 1 y Hind 111 para que el inserto recombinante tuviera extremos cohesivos con respecto
al plasmido digerido. Las condiciones de PCR para la amplificacién y modificacién de la secuencia del fragmento
de ADN correspondiente a la SEC ID N°: 15 comprendié: un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 4 minutos
seguido por 35 ciclos de (30 s de desnaturalizacién a 94°C; 30 s de hibridacién a 55°C; y un minuto de elongacién a
72°C), y un ciclo de elongacion final de 72°C durante 7 minutos. Después de que acabara la PCR, se purific el ADN
recombinante de Anisakis amplificado usando un kit de purificacién en gel QiaQuick (Qiagen). A continuacién, un
microgramo del ADN plasmidico y 2 microgramos del ADN que codificaba el fragmento a insertar se digirieron con
las enzimas de restriccién Sal 1y Hind 111, de acuerdo con el tampdn y las condiciones de incubacién recomendadas
por el fabricante (Invitrogen S.A., Barcelona, Espafia). Finalmente, tanto el vector digerido como el inserto de ADN se
purificaron con el kit de purificacién en gel QiaQuick (Qiagen) y se ligaron en una proporcién 1:3 entre el vector y el
inserto, usando ADN ligasa de T4 a 16°C durante una noche. La insercién del ADN recombinante de Anisakis simplex
de la SEC ID N°: 15 entre los sitios Sal 1 y Hind 111 del sitio de clonaje multiple de pQE-31 origind un marco abierto
de lectura (ORF) plasmidico de 915 nucleétidos (SEC ID N°: 3), que codificé la secuencia de aminodcidos de la SEC
ID N°: 4, 1a cual incluye la SEC ID N°: 16 de Anisakis (porcion central) y dos secuencias de aminoécidos adicionales
(colas): SEC ID N° 23 y SEC ID N° 24, localizadas, respectivamente, en las porciones amino y carboxilo terminales
de la secuencia de Anisakis clonada. La presencia de la sefial de 6 x Histidina en la porcién amino del polipéptido
codificado puede facilitar la purificacién de polipéptidos recombinantes, pero también pueden usarse otros vectores y
métodos de purificacién segin convenga.

Ejemplo 3
Transformacion de células M15 (pREP4) con pQE-31 recombinante

La transformacion de células M15 [pREP4] de E. coli con el vector pQE-31 recombinante se realizé de acuer-
do con las instrucciones proporcionadas en el manual (The QIAexpresionist: A handbook for high-level expression
and purification of 6xHis-tagged proteins) del fabricante (Qiagen). De acuerdo con este protocolo, se incubaron una
alicuota de células M15 competentes preparadas previamente y una alicuota de la mezcla de ligamiento en hielo du-
rante 20 minutos y después se incubaron a 42°C durante 90 minutos. Después de dichas incubaciones, las células se
resuspendieron en caldo Psi y se incubaron durante 90 minutos a 37°C. Después, las células M15 se sembraron en
placas de agar LB que contenian 25 microgramos por mililitro de kanamicina y 100 microgramos de ampicilina y
se incubaron durante una noche a 37°C. Una colonia positiva se dejé crecer en caldo LB suplementado con kana-
micina y penicilina, se centrifugd y las células sedimentadas se almacenaron en medio SOB que contenia glicerol a
-80°C.

Ejemplo 4
Expresion del polipéptido recombinante de Anisakis simplex

Para producir el polipéptido recombinante de Anisakis recombinante del Ejemplo 2, las células M15 transformadas
se descongelaron y dejaron crecer a 37°C en caldo LB, complementado con kanamicina y ampicilina, con agitacién
orbital (200 r.p.m.) hasta alcanzar una DOy, de 0,5. Después se indujo la expresion del polipéptido afiadiendo IPTG 1
mM, y las células se incubaron durante 4 h adicionales a 37°C con las mismas condiciones de agitacion. Posteriormen-
te, las células se centrifugaron a 5000 x g y se almacenaron congeladas a -30°C hasta la purificacién del polipéptido
expresado, segtin se describe en el Ejemplo 5. En estas condiciones de cultivo, las células M15 producen el polipéptido
recombinante de la SEC ID N°: 4 precipitado en forma de cuerpos de inclusion.

Ejemplo 5
Purificacion de polipéptido recombinante de Anisakis simplex

En una realizacién preferida, los cuerpos de inclusion de las células M 15 sedimentadas, obtenidas a partir de un
cultivo de 250 ml, se purificaron de acuerdo con las siguientes etapas: a) el sedimento bacteriano se resuspendid
en 15 ml de reactivo B-PER (Pierce, Rockford, IL, USA) y se agité suavemente durante 10 minutos; b) la mues-
tra se centrifugé a 15.000 x g y el sobrenadante, que contenia proteinas solubles, se desechd; c) el sedimento que
contenia los cuerpos de inclusién se resuspendié en otros 15 ml de B-PER y a la suspension celular se le afiadi6
lisozima a una concentracion final de 200 microgramos (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaiia) y se incubé a TA durante
5 minutos; d) la suspensién se diluyé con 100 ml de una dilucién 1:10 de B-PER y las células se resuspendieron
empleando un agitador vortex; e) la suspension celular se centrifugdé a 15.000 x g durante 15 minutos y el sedi-
mento se resuspendi6 en otros 100 ml de B-PER y se agit6 en el vortex; f) la suspensién que contenia B-PER di-
luido se centrifugdé a 15.000 x g y el sedimento se resuspendié en 50 ml de un tampdn de desnaturalizacién que
constaba de NaH,PO, 100 mM, Tris.Cl 10 mM y Urea 6 M, pH 8,0, y después se agit6 en el vortex; g) la sus-
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pension se centrifugd a 15.000 x g durante 20 minutos y se disolvié en 10 ml de un tampén de desnaturalizacién
que constaba de NaH,PO, 100 mM, Tris.Cl 10 mM y Urea 8 M, pH 8,0 (tampdn de carga); h) a la solucién que
contenia el péptido, se le afiadieron 2,5 ml de una suspensién de resina Ni- NTA al 50% (Qiagen) y la mezcla se
agit6 en un agitador orbital durante 30 minutos a TA. Después la suspension de resina se cargé en una columna va-
cfa, y se lavé con dos volimenes del tampén de carga; i) los polipéptidos retenidos se eluyeron con una solucién
que contenia Tris.Cl 0,15 M, pH 10,5, que contenia imidazol 250 mM, y se almacend congelada a -30°C hasta su
uso.

Ejemplo 6

Subclonacion del fragmento de la secuencia de ADNc de Anisakis simplex de la SEC ID N°: 17 en el vector pTARGET
y transformacion de células JM109 competentes

En otra realizacién preferida, un fragmento interno de 834 aminoécidos (SEC ID N°: 17) correspondiente a las
posiciones de nucledtidos 1306-2139 de la SEC ID N°:1, que codifica la secuencia de aminoécidos del polipéptido
representado por la SEC ID N°: 18, se subcloné en el vector pTARGET (Promega). Para ello, la SEC ID N°: 17
seamplificé mendiante PCR empleando un conjunto de cebadores directo (5 SEC ID N° 25 3°) y reverso (5’ SEC ID
N° 26 3°) y el vector pQE-31 transformado del Ejemplo 3 como molde. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de
desnaturalizacién a 94°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de (45 segundos de desnaturalizacién a 94°C; 45
segundos de hibridacién a 55°C; y 1,5 minutos de elongacién a 72°C), y un ciclo de elongacién final de 10 minutos a
72°C. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 2% y después se donaron en el vector pTARGET.
El ligamiento de pTARGET y el inserto de Anisakis, y la transformacién de células JM109 competentes se realizaron
como se indica en las instrucciones del uso del producto. Se seleccionaron transformantes JM 109 positivos por
seleccién de colonias blancas usando placas de agar LB suministradas con ampicilina/IPTG/X-Gal como se describe
por el fabricante.

En las condiciones experimentales descritas, la Subclonacion de la secuencia de ADNc correspondiente a la SEC
ID N°: 17 en el vector pTARGET origin6 un ORF plasmidico de 846 nucleétidos (SEC ID N°: 5) que codifica para
la secuencia de 282 aminodcidos de la SEC ID N°: 6, que incluye el polipéptido de Anisakis de la SEC ID N°: 17,
y una secuencia adicional de 4 aminodcidos (SEQ ID N°: 24) situada en la porcién carboxilo terminal de la SEC ID
N°: 17.

Ejemplo 7
Aislamiento del ADN del pldsmido recombinante de células JM109 y vacunacion de ratones con ADNplasmidico

Se dejo crecer una colonia positiva de células IM109 en caldo LB-ampicilina, se centrifugd a 15.000 x g durante 15
minutos y el sedimento se uso para la extraccién del ADN plasmidico usando el kit Plasmid Maxi (Qiagen). Se inocul6
un total de 50 microlitros (concentracién de un microgramo por microlitro) de ADN plasmidico sin endotoxinas en
el musculo cuddriceps de las dos patas de ratones Balb/c de 10-20 semanas de edad. Las inoculaciones se realizaron
usando una jeringa de insulina como se describe por Leiro et al. (2002).

Ejemplo 8
Inmunoensayos para la determinacion de anticuerpos anti-Anisakis en sueros de pacientes infectados

Un inmunoensayo de acuerdo con la presente invencion puede ser cualquier inmunoensayo capaz de detectar
la presencia de anticuerpos anti-Anisakis en cualquier fluido biolégico procedente de un individuo o especie ani-

mal.

Los ejemplos de tipos de inmunoensayos incluyen inmunoensayos en fase liquida y fase sélida, e inmunoensayos
competitivos y no competitivos en un formato directo o indirecto.

Tipicamente, la medicién de los niveles de anticuerpos anti-Anisakis especificos en un fluido biolégico, como por
ejemplo en suero o plasma, puede realizarse por métodos ELISA, como son los métodos ELISA descritos en este
ejemplo.

a) Muestras de suero
Las muestras de suero usadas en los métodos ELISA de este ejemplo se obtuvieron a partir de individuos no
infectados (donantes de sangre sanos) y de individuos infectados con el pardsito Anisakis simplex. Los sueros se

consideraron positivos cuando se obtuvieron a partir de individuos que tenian una historia reciente de haber comido
pescado crudo y la presencia del parésito pudo confirmarse por examen endoscépico.
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b) ELISA de captura con antigenos O-desglicosilados y anticuerpos monoclonales UA3

Se describe un método ELISA de captura (UA3-ELISA) basado en la captura de antigenos O-desglicosilados de
Anisakis spp. especificos por anticuerpos monoclonales UA3 inmovilizados.

El antigeno O-desglicosilado usado en este inmunoensayo se obtuvo como se ha descrito previamente, y se basa
en el tratamiento de antigenos de Anisakis enteros con NaOH 0,02 M a 50°C durante 16 h, y neutralizacion adicional
del pH con HCL.

Para realizar el ELISA de captura, se realizaron las siguientes etapas: a) acoplamiento de anticuerpos monoclonales
UA3 purificados (100 microlitros/pocillo; concentracion de anticuerpos de 10 microgramos/ml) durante una noche; b)
aspiracion, y después lavado de la placa ELISA con PBS tres veces; c) aspiracion, y después bloqueo de los pocillos
de ELISA durante 1 h a 37°C con una solucién de PBS que contenia leche descremada en polvo al 3% y Tween-20
al 0,2% (PBS-TM); d) aspiracién, y después incubacién durante 1,5 h a 37°C con 100 microlitros de suero humano
no diluido; e) lavado tres veces con 200 microlitros por pocillo de PBS que contenia Tween-20 al 0,2% (PBS-T); f)
incubacién con 100 microlitros de una dilucién 1:2500 de anticuerpos monoclonales anti-IgE humana marcados con
FITC (Ingenasa, Madrid, Espafia; el marcaje con FITC se llevé a cabo de acuerdo con el método de Liddel y Cryer,
1991); g) aspiracién y lavado 3 veces con 200 microlitros/pocillo de PBS-T; h) aspiracién, e incubacién con 100
microlitros de una dilucién 1:1.500 de anticuerpos de conejo anti-FITC conjugados con peroxidasa (Dako, Barcelona,
Espafia); i) aspiracién, y lavado con 200 microlitros por pocillo de PBS-T; j) aspiracién, e incubacion con sustrato
para peroxidasa (Sigma Fast OPD, Sigma); k) lectura de densidades dpticas (DO) a 492 nm en lector multipocillo
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

¢) ELISA indirecto con el polipéptido recombinante de Anisakis expresado en células M15 transformadas

En una realizacién preferida, el polipéptido recombinante de la SEC ID N°: 4 se usé para realizar un ELISA
indirecto para medir anticuerpos anti-Anisakis en sueros de individuos infectados con Anisakis.

En este ejemplo se describe un método ELISA para la determinacion de anticuerpos IgE en muestras de sue-
ro humano, pero también pueden medirse otras clases (IgA, IgG, IgM) y subclases (IgAl, IgA2, IgG1, IgG2, 1gG3
e IgG4) de anticuerpos cambiando la especificidad de los anticuerpos anti-humano secundarios. Del mismo mo-
do, el inmunoensayo también puede adaptarse para determinaciones de anticuerpos en fluidos bioldgicos de otras
especies animales (por ejemplo, otros mamiferos, aves o peces) eligiendo los anticuerpos secundarios anti-especie
apropiados.

En una realizacion preferida, el método para realizar el ELISA indirecto (rUA3-ELISA) del presente ejemplo se
realiz6 de acuerdo con las siguientes etapas: a) acoplamiento de las placas de ELISA con el antigeno recombinante
de Anisakis de la SEC ID N°: 4 en Tris.Cl 0,1 M, pH 10,5; b) aspiracién, y después lavado de la placa de ELISA
con PBS tres veces; c) aspiracion, y después bloqueo de los pocillos de ELISA durante 1 h a 37°C con una solucién
de solucién salina tamponada con Tris (TBS) que contenia leche descremada en polvo al 3% y Tween-20 al 0,2%
(TBS-TM); d) aspiracién, y después incubacién de las placas durante 1,5 h a 37°C con 100 microlitros de suero hu-
mano no diluido; e) lavado tres veces con 200 microlitros por pocillo de TBS que contenia Tween-20 al 0,2% (TBS-
T); f) incubacién con 100 microlitros de una dilucién 1:2500 de anticuerpos monoclonales anti-IgE humana marca-
dos con FITC (Ingenasa; marcado con FITC de acuerdo con el método de Liddel y Cryer, 1991); g) aspiracién, y
después lavado 3 veces con 200 microlitros/pocillo de TBS-T; h) aspiracion, y después incubacién con 100 micro-
litros de una dilucién 1:1500 de anticuerpos de conejo anti-FITC conjugados con peroxidasa (Dako); i) aspiracion,
y después lavado con 200 microlitros por pocillo de PBS-T; j) aspiracion, e incubacién con sustrato para peroxida-
sa (Sigma Fast OPD, Sigma); k) lectura de las densidades 6pticas (DO) a 492 nm en lector multipocillo (Molecular
Devices).

La siguiente Tabla I muestra la comparacién de los valores de IgE obtenidos para 22 muestras de suero positivas de
pacientes infectados con el nematodo Anisakis simplex, ensayadas por los métodos de ELISA de captura (UA3-ELISA)
y ELISA indirecto (tUA3-ELISA) descritos en el Ejemplo 8 de la presente invencién. La tabla muestra los valores
medios de absorbancia, medidos a 492 nm, para cada suero. Los valores de corte (cut-off) para las determinaciones
de IgE fueron DO = 0,105 para el método UA3-ELISA y DO = 0,049 para el método rUA3-ELISA. Nétese que
la muestra 2 fue s6lo positiva por el método rUA3-ELISA. Estos resultados demuestran que tanto el método UA3-
ELISA (sensibilidad del 95,45%) como el método rUA3-ELISA (sensibilidad del 100%) son métodos validos para
serodiagndstico de infecciones humanas por Anisakis spp.
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TABLA I

Densidad ()ptica (492 nm)
Método UA3-ELISA Método rUA3-ELISA

Muestra 1 1,5 1,04
Muestra 2 0,067 0,068*
Muestra 3 0,48 0,43
Muestra 4 0,68 0,9
Muestra 5 0,9 0,5
Muestra 6 0,12 0,06
Muestra 7 0,11 0,1
Muestra 8 0,11 0,35
Muestra 9 0,83 0,55
Muestra 10 0,45 0,36
Muestra 11 0,39 0,12
Muestra 12 1,49 1,3
Muestra 13 1,82 1,16
Muestra 14 0,177 0,24
Muestra 15 0,6 0,35
Muestra 16 0,17 0,06
Muestra 17 0,21 0,149
Muestra 18 0,84 0,55
Muestra 19 0,22 0,11
Muestra 20 0,28 0,79
Muestra 21 0,6 0,28
Muestra 22 0,88 0,83

Ejemplo 9

Produccion de anticuerpos en ratones transfectados con el vector pTARGET recombinante que codifica el polipéptido
dela SECID N°: 6

En este ejemplo, se extrajo sangre de ratones transfectados con pTARGET recombinante que codificaba el poli-
péptido de la SEC ID N°: 6 (véase el Ejemplo 7) con anestesia, y el suero obtenido se ensay6 en ELISA indirecto
para determinar la presencia de anticuerpos IgG1 reactivos con el polipéptido de la SEC ID N°: 4 inmovilizado en la
placa de ELISA. El método ELISA fue el mismo descrito en el Ejemplo 8b, con la excepcién de que se usaron anti-
cuerpos de cabra anti-IgG de ratén marcados con peroxidasa (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA; dilucién
1:3000) en lugar de reactivos anti-humano secundarios. En este ejemplo, se ensayaron sueros de ratén a una dilucién
1:100.

La siguiente Tabla II muestra la respuesta de anticuerpos IgG1 obtenida en ratones BALB/c después de la vacuna-
cién (por via parenteral) con 100 microgramos/ratén del plasmido p-TARGET recombinante que contenia el inserto
de ADN de Anisakis simplex que codifica el polipéptido de la SEC ID N°: 6. La extraccién de sangre de los ratones se
hizo un mes después de la inmunizacién. La tabla muestra los valores medios de absorbancia + SD para cada suero,
medidos a 492 nm (tres determinaciones independientes).

Estos resultados demuestran que una vacuna de ADN recombinante que contiene una secuencia de ADN de
Anisakis (mostrado en este experimento por la SEC ID N°: 6 de la presente invencién) puede ser util para la in-
duccién de anticuerpos anti-Anisakis in vivo. La induccién in vivo de anticuerpos por vacunas es de interés pa-
ra: a) la induccién de proteccién inmunoldgica contra agentes infecciosos, y b) para la prevencién de reacciones
alérgicas.

14



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2294 935 Al

TABLA II
Absorbancia a 492 nm
Ratén 1 (pTARGET sin inserto de Anisakis) 0,0 £ 0,01
Ratén 2 (pTARGET mas inserto de Anisakis de la SEC ID N°: §) 0,27 £ 0,05
Raton 3 (pTARGET mias inserto de Anisakis de la SEC ID N°: 5) 0,45+ 0,07

Ejemplo 10
Marcaje y aplicaciones de péptidos y polipéptidos recombinantes de Anisakis simplex de la presente invencion

El marcaje de los péptidos y polipéptidos de la presente invencién con una biomolécula o molécula quimica detec-
table es util para fines tales como diagndstico in vivo e in vitro e investigacion de laboratorio. Hay muchos marcadores
y métodos diferentes para el marcaje conocidos por los especialistas en la técnica (por ejemplo, Kessler (Ed). Non-
radiactive labeling and detection of biomolecules. Springer-Verlag, Berlin 1992); Walker (Ed). The protein protocols
handbook. Humana Press, Totowa, New Jersey (1996)).

Los ejemplos de los tipos de marcadores que pueden usarse en la presente invencion incluyen enzimas, radioiso-
topos, compuestos fluorescentes, compuestos quimioluminiscentes, compuestos bioluminiscentes y sustancias cromo-
génicas incluyendo particulas coloreadas tales como oro coloidal y particulas de latex.

En una realizacién preferida, los péptidos y polipéptidos de la presente invencion estdn radiomarcados con, pero
: T 1A 32 14 3 35 125 131 Al A
sin limitacién, **P, “C, °H, S, "I o °'I. Los péptidos marcados pueden detectarse por métodos tales como recuento
de centelleo, espectrometria de rayos gamma o autorradiografia.

En otra realizacién preferida, los péptidos y polipéptidos de la presente invencién pueden marcarse con la luci-
ferina de luciérnaga. El compuesto bioluminiscente puede estar unido covalentemente al péptido o polipéptido se-
leccionado por métodos convencionales, y el péptido o polipéptido marcado se puede detectar cuando una enzima,
por ejemplo, luciferasa, cataliza una reaccién con ATP que hace que la molécula bioluminiscente emita fotones de
luz.

Los fluorégenos también son de amplio uso como marcadores. Los ejemplos de fluorégenos incluyen fluoresceina
y derivados, rodamina, Rojo Texas, ficoeritrina, ficocianina y otros. Generalmente, las moléculas de fluorégeno se
detectan por un detector de fluorescencia.

En otra realizacion preferida, los péptidos y polipéptidos de la presente invencién (por ejemplo, el polipéptido
de Ia SEC ID N°: 4) pueden marcarse con biotina y capturarse en un soporte sélido por un ligando de biotina es-
pecifico como avidina o estreptavidina. Una vez que se ha inmovilizado el polipéptido marcado en el soporte sélido
(por ejemplo, el pocillo de una placa de ELISA), puede usarse para detectar anticuerpos contra el polipéptido selec-
cionado realizando las incubaciones tipicas y etapas de lavado como las descritas en el Ejemplo 8b de la presente
invencion.

Como alternativa, los péptidos y pohpeptldos de la presente invencion pueden marcarse con enzimas (por ejemplo,
peroxidasa, fosfatasa alcalina y otras enzimas que proporcionan una reaccion cromogénica o fluorogénica después de
la adicidén del sustrato apropiado). Pueden usarse péptidos y polipéptidos marcados con enzimas seleccionadas, por
ejemplo, para detectar anticuerpos especificos que reconocen dichos péptidos o polipéptidos en un método ELISA de
captura, donde el anticuerpo a detectar se captura primero por otro anticuerpo inmovilizado en un soporte sélido y
el péptido o polipéptido marcado, mas el sustrato apropiado, se usan para revelar que tuvo lugar la unién anticuerpo-
polipéptido.

En otra realizacion preferida més, los péptidos y polipéptidos de la presente invencién pueden marcarse con oro
coloidal para su uso en ensayos de inmunocromatografia de flujo lateral, de acuerdo con métodos bien conocidos por
los especialistas en la técnica. Por ejemplo, se describen métodos para producir particulas de oro de diversos tamafios
y para la conjugacion de oro con proteinas en: Dykstra (Ed). A manual of applied techniques for biological electron
microscopy. Plenum Press. New York (1993).

Ademds, en otra realizacion preferida, la molécula de marcaje puede ser microparticulas magnéticas y el sistema
inmovilizado un iméan.
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Ejemplo 11
Marcaje y aplicaciones de moléculas de dcido nucleico de Anisakis simplex de la presente invencion

Pueden usarse moléculas de dcido nucleico marcadas como sondas para detectar secuencias diana complementa-
rias en una mezcla de acido nucleico compleja por métodos de hibridacion especificos tales como transferencia de
Southern, de Northern, slot blot y dot blot, hibridacién in situ (ISH) y micromatrices (microarrays). Los métodos para
marcar moléculas de acido nucleico son bien conocidos en la técnica y pueden realizarse usando diferentes agentes de
marcaje incluyendo, pero sin limitacidn: agentes radiactivos, colorantes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes;
microparticulas; enzimas; marcadores colorimétricos (tales como, por ejemplo, colorantes, oro coloidal y similares);
marcadores magnéticos y haptenos (tales como, por ejemplo, biotina, dioxigenina (DIG) y otros para los que estan
disponibles antisueros o anticuerpos monoclonales).

Las sondas marcadas de la presente invencion pueden usarse como herramientas de diagndstico, por ejemplo, para
la deteccién de ADN de Anisakis spp. en tejidos humanos y/o animales infectados, y para investigacion.

En una realizacién preferida, las secuencias de dcido nucleico seleccionadas de la presente invencion pueden mar-
carse con DIG por amplificacién por PCR usando nucleétidos marcados con DIG (Boehringer-Mannheim, Alemania).

Como ejemplo, puede obtenerse una sonda de secuencia de nucle6tidos marcada con DIG seleccionada (482 pares
de bases), que corresponde a las posiciones de los nucleétidos 1490 y 1971 de la SEC ID N°: 1, usando el vector pQE-
31 transformado del Ejemplo 3 como molde, y un conjunto de cebadores directo (5° SEC ID N°: 27 3’) e inverso (5’
SEC ID N°: 28 3”). Las muestras tisulares a analizar, obtenidas a partir de biopsias humanas o de animales infecta-
dos, pueden fijarse en paraformaldehido al 4%, y después analizarse para detectar la presencia de ADN de Anisakis
spp- usando métodos ISH y la sonda marcada con DIG anterior. Una descripcién detallada de un método para reali-
zar el ISH del presente ejemplo ha sido descrita por Leiro et al. (2001), que se incorporé en este documento como
referencia.

Ejemplo 12

Andlisis de secuencias peptidicas sintéticas que inhiben la union de anticuerpo monoclonal UA3 con péptidos y
polipéptidos de Anisakis simplex de la presente invencion

En un aspecto de la presente invencidn, se describen secuencias peptidicas que se reconocen por el anticuerpo
monoclonal UA3. Dichas secuencias peptidicas se reconocieron como “repeticiones” de aminodcidos analizando la
secuencia de aminoécidos de la SEC ID N°: 2 usando el programa RADAR http://www.ebi.ac.uk/Radar/ en el EMBL-
EBI (European Bioinformatics Institute). Se sintetizaron quimicamente secuencias seleccionadas de 12 aminodacidos
a partir de estas “repeticiones” y se ensayaron en ELISA competitivo con respecto a la inhibicién de la unién de
anticuerpos monoclonales UA3 con el polipéptido recombinante de la SEC ID N°: 4, inmovilizado en los pocillos de
una placa de ELISA.

La actividad inhibidora de péptidos que corresponden a las secuencias de aminodcidos N°: 7-11 se ensayaron en un
ELISA de captura, siguiendo las siguientes etapas tipicas: a) unién del polipéptido de la SEC ID N°: 4 a los pocillos
de una placa de ELISA durante una noche; b) aspiracién, y después bloqueo de los pocillos de ELISA durante 1 h a
37°C con tampén TBS que contenia leche descremada en polvo al 3% y Tween-20 al 0,2% (TBS-TM); d) aspiracion,
y después incubacién durante 2 h a 37°C con 100 microlitros de la dilucién apropiada de mAb UA3 preincubado con
el péptido inhibidor a ensayar; d) lavado 3 veces con 200 microlitros/pocillo de TBS que contenia Tween-20 al 0,2%
(TBS-T); e) incubacién con 100 microlitros de una dilucién 1:3000 en PBS-TM de IgG de cabra anti-ratén conjugada
con peroxidasa (Nordic Immunological Laboratory, Tilburg, The Netherlands); f) aspiracion, y lavado 3 veces con 200
microlitros/pocillo de TBS-T; g) aspiracién, y lavado con 200 microlitros/pocillo de PBS-T; h) aspiracién, e incubacién
con sustrato para peroxidasa (Sigma Fast OPD, Sigma); 1) lectura de las densidades 6pticas (DO) a 492 nm en lector
multipocillo (Molecular Devices).

La siguiente Tabla III muestra los valores de inhibicién obtenidos para los péptidos sintéticos de las SEC ID N°: 7-
11 (ensayados a tres concentraciones) sobre la unién del anticuerpo monoclonal UA3 al polipéptido de la SEC ID N°: 4
inmovilizado en una placa de ELISA. Los resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicion para cada dilucién
de péptido con respecto al control (sin inhibicién). ND: No hecho. Como se dedujo de los resultados observados, el
anticuerpo monoclonal UA3 tiene preferencia por péptidos de las SEC ID N°: 7 y 8, que difiere solamente en un
aminodcido.
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TABLA IIT
Concentracion de péptidos
2x10°M 7.4x10°M 8.23x10°M
(SECID N°7) 98,45 89,79 73,25
(SEC ID N° 8) 97,79 79,75 63,63
(SEC ID N°9) 76,75 17,96 3,42
(SEC ID N° 10) ND 11,42 0
(SEC ID N° 11) 26,04 0 0

Ejemplo 13

Importancia de las secuencias de aminodcidos sintéticas de las SEC ID N°: 7-11 como diana para anticuerpos IgE
anti-Anisakis presentes en sueros de pacientes infectados

En otra realizacion preferida, se ensay¢ la actividad inhibidora de la secuencias de aminoacidos (SEC ID N°: 7-
11) sobre la unién de anticuerpos IgE humanos anti-Anisakis al polipéptido de la SEC ID N°: 4 en un ELISA indi-
recto competitivo del siguiente modo: a) unién del polipéptido de la SEC ID N°: 4 a los pocillos de una placa de
ELISA durante una noche; b) aspiracion, y después bloqueo de los pocillos de ELISA durante 1 h a 37°C con tam-
pén TBS que contiene leche descremada en polvo al 3% y Tween-20 al 0,2% (TBS-TM); d) aspiracion, y después
incubacién durante 2 h a 37°C con 100 microlitros de una dilucién 1:1 del suero del paciente correspondiente y la
solucién peptidica en TBS (1,5 X 107 M, concentracién final para cada uno de los péptidos anteriores); d) lavado
3 veces con 200 microlitros/pocillo de TBS que contiene Tween-20 al 0,2% (TBS-T); e) incubacién con 100 mi-
crolitros de una dilucién 1:2500 de anticuerpos monoclonales anti-IgE humana marcados con FITC; f) aspiracién, y
después lavado 3 veces con 200 microlitros/pocillo de TBS-T; g) aspiracion, y después incubacién con 100 microli-
tros de una dilucién 1:1500 de anticuerpos de conejo anti- FITC conjugados con peroxidasa (Dako); h) aspiracion,
y después lavado con 200 microlitros/pocillo de PBS-T; i) aspiracién, e incubacién con sustrato para peroxidasa
(Sigma Fast OPD, Sigma); j) lectura de las densidades 6pticas (DO) a 492 nm en un lector multipocillo (Molecular
Devices).

La siguiente Tabla IV muestra la actividad inhibidora de una mezcla de los péptidos sintéticos que corresponden a
las SEC ID N°: 7-11 sobre la unién de anticuerpos IgE presentes en sueros de cinco pacientes infectados al polipéptido
de la SEC ID N° 4 inmovilizado en placas de ELISA. La mezcla peptidica se ensay6 a una concentracion final de 1,5
x 107 M para cada péptido. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién de la mezcla peptidica con
respecto al control (inhibido con una mezcla de péptidos irrelevantes a la misma concentracién final). Como se observo
en la Tabla, las secuencias ensayadas fueron dianas para un intervalo del 25-74 por ciento de todos los anticuerpos
IgE anti-Anisakis presentes en los sueros de pacientes infectados. Sin embargo, se entiende que probablemente otros
péptidos y polipéptidos recombinantes o sintéticos que comprenden un tramo contiguo de 8 o mds aminoécidos de
la SEC ID N°: 2, o repeticiones de dichas secuencias, también pueden reconocerse por anticuerpos anti-Anisakis de
varios isotipos que estdn presentes en sueros de pacientes infectados.

TABLA IV

Porcentaje de inhibicion
Paciente 1 53,5
Paciente 2 74,1
Paciente 3 35,0
Paciente 4 30,4
Paciente 5 254
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Ejemplo 14
Caracterizacion de antigenos de larvas de Anisakis en tejidos biologicos

En una realizacion preferida, los péptidos o polipéptidos de la presente invencién pueden usarse para inmunizar
un mamifero (tal como, por ejemplo, conejos, ovejas, cabras, ratones o ratas) y los anticuerpos policlonales especifi-
cos obtenidos pueden usarse para revelar la presencia de larvas de Anisakis en tejidos infectados de seres humanos o
animales. Tipicamente, el procedimiento para revelar antigenos de Anisakis en tejidos con parasitos puede realizarse
siguiendo un método de inmunohistoquimica convencional de acuerdo con las siguiente etapas generales: a) prepa-
racién de los portaobjetos que contienen las secciones de tejidos incluidos en parafina; b) bloqueo de los tejidos con
TBS-TM o cualquier otro reactivo de bloqueo; c) etapa de lavado; d) incubacién con anticuerpos policlonales anti-
Anisakis; e) etapa de lavado; f) incubacién con anticuerpos secundarios marcados que reconocen anticuerpos IgG de
la especie animal usada para la inmunizacién (en este ejemplo, la molécula de marcaje preferida es la enzima peroxi-
dasa, pero puede usarse cualquier otro marcador tal como, por ejemplo, los indicados en el Ejemplo 10 de la presente
invencidn, para el marcaje de anticuerpos secundarios); g) etapa de lavado; h) incubacién con el sustrato enzimético
apropiado (tal como, por ejemplo H,O, + DAB); i) observacién al microscopio.

En otra realizacién preferida, puede revelarse la presencia de proteinas de Anisakis spp. que comprenden las se-
cuencias de aminodcidos de la presente invencion en tejidos infectados de seres humanos o animales usando el anti-
cuerpo monoclonal UA3 como anticuerpo primario, usando métodos de inmunohistoquimica convencionales.

Ejemplo 15

Deteccion de la presencia de antigenos de Anisakis en extractos alimentarios empleando anticuerpos monoclonales y
anticuerpos policlonales de la presente invencion

En otra realizacion preferida, los AcMs (ejemplo el AcM UA3) y los anticuerpos policlonales obtenidos frente a
los péptidos, polipéptidos o proteinas de la presente invencion pueden ser utilizados para disefiar un método ELISA
captura destinado a detectar la presencia de antigenos de Anisakis en extractos alimentarios que contengan pescado en
su composicion.

En una realizacién todavia mds preferida, el método ELISA captura para la determinacion de antigenos de Ani-
sakis en un extracto alimentario se puede llevar a cabo de acuerdo con las siguientes etapas: a) acoplamiento de
anticuerpos policlonales anti-Anisakis (100 microlitros/pocillo; concentracién de anticuerpos de 10 microgramos/ml)
durante una noche; b) aspiracion, y después lavado de la placa ELISA con PBS tres veces; c) aspiracion, y después
bloqueo de los pocillos de ELISA durante 1 h a 37°C con una solucién de PBS que contenga leche descremada en
polvo al 3% y Tween-20 al 0,2% (PBS-TM); d) aspiracidn, y después incubacién durante una noche a 4°C y agitacién
orbital, con 100 microlitros del correspondiente extracto alimentario (sobrenadante obtenido por homogenizacion de
la muestra en PBS y posterior centrifugacién a 3.000 g durante 30 minutos); e) lavado tres veces con 200 microli-
tros por pocillo de PBS que contenga Tween-20 al 0,2% (PBS-T); f) incubacién con 100 microlitros de una dilucién
1:2500 de anticuerpos monoclonales UA3 marcados con biotina (marcaje realizado segtn se describe en la referencia
Walker (1996)); g) aspiracién y lavado 3 veces con 200 microlitros/pocillo de PBS-T; h) aspiracién, e incubacién
con 100 microlitros de una dilucién 1:1.500 avidina-peroxidasa (Pierce, Rockford, IL, USA); i) aspiracidn, y lava-
do con 200 microlitros por pocillo de PBS-T; j) aspiracion, e incubacién con sustrato para peroxidasa (Sigma Fast
OPD, Sigma); k) lectura de densidades 6pticas (DO) a 492 nm en lector multipocillo (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA)
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia de 4cido nucleico aislada seleccionada de cualquiera de las siguientes:

Un 4cido nucleico que comprende la SEC ID N° 1
Un 4cido nucleico que comprende el complemento de la SEC ID N° 1
Un fragmento del 4cido nucleico de la SEC ID N° 1 que comprende la SEC ID N° 15 o la SEC ID N° 17.

Un 4cido nucleico que comprende un fragmento de la SEC ID N° 1 que codifica para cualquiera de las SEC
IDN°407-14.

Un 4cido nucleico que tiene una identidad de al menos el 70% con cualquiera de las secuencias de dcido
nucleico descritas previamente.

2. Polipéptido, péptido o proteina aislada codificada por cualquiera de las secuencias de dcido nucleico aisladas de
la reivindicacion 1, seleccionado entre el siguiente grupo:

a.
b.
c.

d.

Un polipéptido, proteina o péptido que comprende la SEC ID N° 2
Un fragmento de la SEC ID N° 2 que comprende la SEC ID N° 16 o la SEC ID N° 18.
Un fragmento de la SEC ID N° 2 que comprende cualquiera de las SEC ID N° 4 o 7-14.

Un polipéptido, péptido o proteina que tiene una identidad de al menos el 70% con cualquiera de las
secuencias de polipéptidos, proteinas o péptidos descritas previamente.

3. El péptido, polipéptido o proteina aislada de acuerdo con la reivindicacién 2(a)-2(d) o la secuencia de dcido
nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacién 1(a)-1(e), que presente una identidad de al menos el 80% con
cualquiera de estas secuencias.

4. El polipéptido, péptido o proteina aislada de acuerdo con la reivindicacién 2(a)-2(d) o en la secuencia de 4cido
nucleico aislada de acuerdo con la reivindicacién 1(a)-1(e), que presente una identidad de al menos el 90% con
cualquiera de estas secuencias.

5. Péptido, polipéptido o proteina aislada que consiste en una secuencia de aminodcidos de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 2(c)-2(d), 3 6 4, seleccionada entre el siguiente grupo:

a.

b.

g.
h.

Una secuencia de aminoécidos que comprende la SEC ID N° 7
Una secuencia de aminoécidos que comprende la SEC ID N° 8
Una secuencia de aminoécidos que comprende la SEC ID N° 9
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 10
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 11
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 12
Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 13

Una secuencia de aminodcidos que comprende la SEC ID N° 14.

6. Una secuencia de 4cido nucleico aislada capaz de codificar cualquiera de los péptidos de la reivindicacion

anterior.

7. Un péptido, polipéptido o proteina que comprende dos o mds de las secuencias de aminoacidos de una cualquiera
de las reivindicaciones 2-5.

8. Una secuencia de dcido nucleico que codifica un péptido, polipéptido o proteina de la reivindicacion 7.

9. Un anticuerpo o un fragmento del mismo capaz de reconocer cualquier péptido, polipéptido o proteina de
cualquiera de las reivindicaciones 2-5.
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10. Un anticuerpo segun la reivindicacién anterior, donde dicho anticuerpo es el anticuerpo monoclonal UA3
producido por la linea celular de hibridoma con el niimero de depésito DSM ACC2793.

11. Linea celular de hibridoma con nimero de depdsito DSM ACC2793 caracterizado porque produce el anti-
cuerpo monoclonal UA3 especifico frente a la SEC ID N° 2.

12. Una secuencia de acido nucleico o secuencia de aminodcidos aislada de acuerdo con cualquiera de las rei-
vindicaciones 1-8, donde dicha secuencia de dcido nucleico o de aminoacidos estd marcada con una molécula de
sefializacion.

13. La secuencia de acido nucleico o secuencia de aminoacidos aislada de acuerdo con la reivindicacién 12, donde
dicha molécula de marcaje se selecciona entre el siguiente grupo:

a. Radiactiva

b. Enzimatica

c. Fluorescente

d. Luminiscente

e. Quimioluminiscente
f. Haptenos

g. Coloreada.

14. La secuencia de acido nucleico o secuencia de aminoacidos aislada de acuerdo con la reivindicacién anterior,
donde dicha molécula de marcaje se selecciona entre el siguiente grupo:

a. Biotina o sus derivados
b. Derivado de nitrofenol
c. Oro coloidal y

d. Latex.

15. Un péptido, polipéptido o proteina aislada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, fusio-
nada o unida quimicamente a un péptido, polipéptido o proteina adicional.

16. Un vector de expresion o sistema de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4, 6 o0 8.

17. Una célula hospedadora procariota o eucariota aislada transformada o transfectada con una secuencia de 4ci-
do nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4, 6, o 8 6 con el vector o sistema de expresioén de la
reivindicacion 16.

18. Un método para elaborar un péptido, polipéptido o proteina de acuerdo con una cualquiera de las reivindica-
ciones 2-5, por cualquiera de las siguientes técnicas:

a. Técnicas recombinantes
b. Sintesis quimica
c. Purificacion sustancial de nematodos de la familia Anisakidae.

19. Un método para elaborar un péptido, polipéptido o proteina de acuerdo con una cualquiera de las reivindica-
ciones 2-5 que comprende cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 17 en condiciones tales que se exprese
dicha secuencia de nucleétidos, y producir y después aislar dicho péptido, polipéptido o proteina.

20. Un método in vitro para detectar anticuerpos contra Anisakis spp. en una muestra biolégica que comprende:

a. poner en contacto la muestra bioldgica, preferiblemente suero, con un péptido, polipéptido o proteina de
una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, 7 6 13, en condiciones suficientes para formar un complejo

inmunolégico entre dicho polipéptido y los anticuerpos de la muestra, y

b. detectar dicho complejo inmunolégico.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2294 935 Al

21. El método de la reivindicacién 20, en el que dicho método es un inmunoensayo o un inmunoensayo enzimatico.

22. Un método in vitro para detectar antigenos de Anisakis spp. en una muestra biolégica o en un extracto alimen-
tario que comprende:

a. poner en contacto la muestra bioldgica, o el extracto alimentario con un anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 9-10, en condiciones suficientes para formar un complejo inmunolégico entre dicho anti-
cuerpo y los antigenos de la muestra, y

b. detectar dicho complejo inmunolégico.

23. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacién 22, en el que el anticuerpo usado para formar un complejo
inmunolégico es UA3.

24. Una composicién inmunolégica que comprende un péptido, polipéptido o proteina de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 2-5, 7 o una secuencia de nucleétidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindica-
ciones 1, 3-4, 6, 8 6 10.

25. Uso de un péptido, polipéptido o proteina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7, para
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de alergia a Anisakis spp.

26. Un kit adecuado para la deteccidon de anticuerpos anti-Anisakis spp. en una muestra bioldgica que comprende
un péptido, polipéptido o proteina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-5, 7 6 13.

27. Un kit adecuado para la deteccion de antigenos de Anisakis spp en una muestra bioldgica, o en un extracto ali-

mentario que comprende un anticuerpo o fragmentos del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
9-10.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidade de Santiago de Compostela

<120> Secuencias peptidicas y nucleotidicas de Anisakis spp., anticuerpos que reconocen dichas secuencias, y usos

<130>

<160>

<170> PatentIn version 3.3

<210>
<211>
<212>

de los mismos.

ES1596.2

28

1
3288
DNA

<213> Anisakis spp.

<220>
<221>
<222>

misc_feature
(1)..(3288)

<223> Region codificante de la secuencia antigénica de la SEQ ID n° 2 de Anisakis

<400>

1

gcgaaatacg
gcaacactac
tcaggaatgg
agatatggtg
actcttacat
tcggagatgt
tgcaagaaac
ccttggctca
cggcaagctg
atcataggag
actgtgcagc
aacgtgatga
agttgttctg
ccgattgcag
ataatgtcga
tgttcggcat
caagtattga
gtgcaaagat
cgggcatccc
cgtcaaggaa
tatggggctg

gaagccaatt
cgatgcaatc
cgaaaggaac
cagacttttg
cttatggaat
ctagtccgag
tgctgcaaga
taccaagtgt
atgacacaat
ctgcgtgctc
aattaccatc
ccaaatgcgt
catcaaccgg
actgtatgta
aatgcatcag
taactagtgt
aggattgtat
atggtacacc
tctcaccaca

tgaaccaagg
attactgcaa

ctgtaagaat
accatggcag
tgaccataat
taagaacatg
tggttcagta
cataatgtgg
ttgttctgct
gatcgctgaa
ggcaatttgc
agtgttaaca
agaacttcgt
ggagaaatat
tgcaatatta
tgcaggtatg
acgttatggt
acagcatgac

ggcatcagaa
attttgcaag
ggcgeegtgg
agatgaaaag
caatctggca

cttcttgcaa
ataccgccgg
aaaaaagacg
gtgggatcat
ctaccacaag
caatgtgtgc
tctacgggtg
tgtatggcca
atccaaaaat
caagtgccat
gcatgcgtgce
ggcacggaat
cctctgcgag
aatccagaat
tttgatttct
tcacgaaaca
atggatagtc
ggcctcttgg
ttgataccaa
aagacattga
gcagcctgtt

attgcttgtc
ttgtttcttc
tgatggcaac
gcgctgcatt
ttattgtcga
agaagtatgg
catccttatc
aaggtatggt
acggcatcaa
tcttcccaca
gatcggagac
tttgtagtag
aaccgtggaa
ctaaagaaga
gcaagaagat
ctaactacgc
cgagcgtaat
aaacatgcac
ctgcaattgc
tgtcgttgtg
ctgttcttac

ttctacgggt
atgcataacc
gtgcatacaa
gactgatgtg
ctgcatgacc
tactgaattt
tccccaagca
caatggagga
attttgcaac
actgcctggg

ccaaaaacca
cctgttgcaa
gataccgcac
ccgtggaggt
gttggaatcc
atcacttcca
gttcgaatgc
tgagaaaaca
acaatgcatg
tgtaagaaga
caatttaccg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
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ttcttcccac
aagtcggaaa
ttttgcaaga
gcaccttgga
gaccacaaac
tgcaacaaca
ggtcaaatgc
atgtgccaat
attgcttcta
gctcgctgea
gacgtaatgt
ttctgttatg
actccaacac
cactgtgtgc
gaaacgaaca
tgcatgttag
cagtgcacag
ctcaacaatg
tccagttgta
tacggcatag
ctttccacta
atgaataatc
agactagcgt
ctaccagaaa
cgtaaaggac
ccagggagcc
acatgccaga
actggagcgc
cgttcatgta
caatgtgacc
gttgcgggcg
ttgatgacaa
tgcaagcgaa

tcagaactaa

agacacctcc
tggaaaatcc
acttactgaa
aaatacccga
ctaaggagga
tgctagcatc
cgggaatatt
gcgttcaaaa
cgggtatgaa
tgcagcacgg
ctcaatgtat
caatgaacag
aagtagcaag
agaaatatgg
cacctcttcc
gaaaaatgaa
ccagatatgg
taccatcctc
tgaaagcgga
aattttgcaa
caactccttg
caagtgcaat
cggcttgtge
taatagcaag
ctgaacaatg
cgttgactat
agaaattcgg
ctcctgttac
tcttcaacgg
agtgggtcca
gttatcgcca
gatgcatgac
gattcaacac

tcaattgctt

ES 2294 935 Al

atctgaacaa
tggtattatg
ctcgtgcaca
gccaatcgcet
tgcgatggcg
ttgttctgta
atcggaatgc
gtacggtact
tcttceegec
gtcacctaat
tgctagatac
tttacaatat
atgcatgaag
tcaagaattt
gcaacaggat
taatcctaat
tgatgatttc
catgataagt
aatgaacaac
gaaattaaga
gattttgccg
gtggctttgc
gatgatcaag
ctgcgtcgcet
taaaacagaa
tccggagacg
atcagagtgt
gattggtgcg
aggcgttatt
gcaatgtgcc
gctatctccc
gagattgggc
accttcttca

atatcgtcct

aatctaccac
tccacatgtg
gcgtcaaccg
gcttgcatgg
agatgcatac
ttgaccaatg
gtgactgcag
gaattctgca
actacaccat
gacaaccgcg
ggagccgaat
ccaggagaga
tcagaaatgg
tgtaacaagt
ccttggcgat
ccaacatcca
tgcttgagtc
ctttctgcac
ccgagtgcac
gatgcttgtt
caaccagtat
atccagaaat
aaggttacta
tcagagaatt
gaaaacatct
gagtgcatga
gttgcgcttc
agaggagcgt
ggtagttgtg
actgcactgc
ccgatggcag
caaggaactt
agacttccgg

gtgaacagag

caatgatgca
ttcaaagata
gtatgcatct
cccaaggaat
gtaaatatgg
taaattatga
aaacggatga
agaaacgcct
ggaaactgcc
gacagggaca
tttgtcaacg
cttttgatcc
atagtccgtc
tagctgccac
taccgcaacc
aacctcagag
tcggaaaagc
agcaattacc
tgtggcagtg
ctgcaatgac
caaactgtat
atggcattga
tgcccacagt
cgcaggcaat
gtcggaatcc
agagtcaggt
aacaagaatg
tcatgttggc
ttctgtatca
aaacatcagc
tatgtgtcgc
gtcaacaggc
gaaggttgtg

ctagcaac

caaatgctta
tggtactcag
tccgtacgat
gaatggtggt
tgtcacttac
ccctagtggce
accgagtgca
tgcatcgtgt
tccacctgtg
gggttcaaat
gttagcgaga
acagcaacag
cgtaatgtgg
ctgttcgaca
aataatcgcc
tgtaatgtca
ttgtgctgaa
ccaaccagtt
tatacagcaa
tggcgcatct
gagaaacgag
attctgcaat
gaccataaat
gtgctacgcc
gaacaatcct
tgcaatggcc
tgttgctgga
cacagcactt
cccaccatct
tggtgtaact
atcacaggat
agtcaaaaac

gtcgctgtcg

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3288
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<210>2

<211> 1096
<212> PRT
<213> Anisakis spp.

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(1096)
<223> Secuencia aminodcidica deducida de la SEQ ID N° 1

<400> 2

Ala Lys Tyr Gly Ser GIn
1 5

Ser

Pro

His

Asp

65

Thr

ASp

val

ser

Pro

145

Arg

Lys

Pro

Leu

Ser
val
Asn
50

Phe
Leu
cys
G1n
Ala
130
ser
Gln

Phe

Phe

219

Thr

val

35

Lys

Cys

Thr

Met

Lys

ser

val

Ala

Cys

Phe

195

Ala

Gly

20

Ser

Lys

Lys

Ser

Thr

100

Tyr

Thr

Ile

ASp

Asn

180

Pro

cys

Ala

Ser

Asp

AsSn

Tyr

85

Ser

Gly

Gly

Ala

GIn

val

Thr

Cys

val

Met

70

Gly

Glu

Thr

Ala

Glu

150

Thr

Ile

Leu

Arg

ES 2294 935 Al

Phe

Leu

Ile

Met

55

val

Ile

Met

Glu

ser

135

cys

Met

Gly

Pro

Ser
215

cys

Pro

Thr

40

Ala

Gly

Gly

ser

Phe

120

Leu

Met

Ala

Ala

Gly

200

Glu

Lys

Met

25

Ser

Thr

Ser

Ser

ser

105

Cys

Ser

Ala

Ile

Ala

185

Thr

Thr

Asn

10

GlIn

Gly

Cys

Cys

val

90

Pro

Lys

Pro

Lys

cys

Cys

val

Gln

Leu

Ser

Met

Ile

Ala

75

Leu

ser

Lys

GIn

Ser

Gin

Lys

Leu

Pro

Ala

GIn

60

Ala

Pro

Ile

Leu

Ala

140

Met

Gln

val

GIn

Pro
220

Ala

Trp

Leu

Gln

Met

Leu

125

Pro

val

Lys

Leu

Leu

205

Asn

Asn

Gln

30

Gly

Tyr

Thr

val

Trp

Asn

Tyr

Thr

190

Pro

val

Cys

Ile

Thr

Gly

ASp

Ile

95

Gln

Asp

Leu

Gly

Gly

GlIn

ser

Met

Leu

Pro

Asp

Ala

val

80

val

Cys

Cys

Ile

val

Glu

Thr
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Lys

Glu

Tyr

Thr

305

Gln

Met

Leu

Pro

Asn

385

Tyr

Thr

Pro

Ile

Leu

465

Ala

Met

Cys
Cys
Ile
Ser
Gly
2

ser
val
Phe
Glu
370
GIn
Gly
AsSn
Pro
Met
450
Leu

Pro

Asn

val

Ser

Pro

Lys

Phe

val

Leu

Glu

Thr

355

Leu

Gly

Ala

Leu

Met

435

Ser

Asn

Trp

Gly

Glu

Ala

His

260

Glu

Asp

Gln

Lys

Cys

340

Cys

Ile

ASp

Asp

Pro

420

Met

Thr

Ser

Lys

Gly

Lys

Ser

245

Pro

Asp

Phe

His

ASp

325

val

Thr

Pro

Glu

Tyr

405

Phe

His

Cys

Cys

Ile

485

AsSp

Tyr

230

Thr

Ile

Arg

Cys

310

cys

Gln

Glu

Thr

Lys

390

cys

Phe

Lys

val

Thr

470

Pro

His

ES 2294 935 Al

Gly Thr Glu Phe Cys

Gly

Ala

Gly

Met

Arg

Lys

Ala

375

Lys

Asn

Pro

cys

Gln

455

Ala

Glu

Lys

Ala

Asp

Gly

Lys

Arg

Ala

Tyr

Thr

360

Ile

Thr

Asn

GIn

Leu

440

Arg

Ser

Pro

Pro

Ile

Cys

265

Ile

Met

Asn

ser

Arg

Ala

Leu

Leu

Thr

425

Lys

Tyr

Thr

Ile

Lys

Leu

250

Met

Met

Leu

Thr

Glu

330

Thr

Ala

Gln

Met

Ala

410

Pro

Ser

Gly

Gly

Ala

490

Glu

235

Pro

Tyr

Ser

Glu

Ash

315

Met

Pro

ser

Cys

ser

395

Ala

Pro

Glu

Thr

Met

475

Ala

Asp

ser

Leu

Ala

Lys

ser

300

Tyr

Asp

Phe

Leu

Met

380

Leu

Ala

Ser

Met

Glin

460

His

Cys

Ala

Ser
Arg
Gly
Cys
285
Cys
Ala
Ser
Ccys
Ser
365
Arg
Ccys
Cys
Glu
Glu
445
Phe
Leu

Met

Met

Leu

Glu

Met

270

Ile

ser

Ser

Pro

Lys

Pro

Gln

val

Ser

Gln

430

Asn

Cys

Pro

Ala

Ala

Leu

Pro

255

Asn

Arg

Ala

Leu

ser

335

Gly

GIn

Gly

Arg

val

415

Asn

Pro

Lys

Tyr

Gln

495

Arg

Gln

240

Trp

Pro

Arg

Leu

Pro

320

val

Leu

Ala

Met

Leu

Gly

Asn

Cys
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Ile

Ser

Leu

Pro

Pro

Gln

625

Phe

Pro

Met

Glu

Pro

705

Cys

Ser

Ser

Ile

Arg

val

530

Ile

Ccys

Ala

Trp

Asn

610

Cys

Cys

Gln

Asp

Phe

690

Leu

Met

val

Leu

Ser
770

Leu

Gln

Ser

Asp

Ile

Tyr

Gln

Ser

675

Cys

Pro

Leu

Met

Gly

Leu

500

Tyr

Thr

ser

Cys

Cys

580

Leu

Asn

Ala

Ala

GIn

660

Pro

Asn

Gln

Gly

Ser

740

Lys

Ser

Gly

Asn

Glu

val

565

Ile

Pro

Arg

Arg

Met

645

Thr

Ser

Lys

Gln

Lys

725

Gln

Ala

Ala

val

val

Cys

550

GIn

Ala

Pro

Gly

Tyr

630

Asn

Pro

val

Leu

Cys

Cys

Gln

ES 2294 935 Al

Thr

Asn

535

val

Lys

Ser

Pro

GlIn

615

Gly

ser

Thr

Met

Ala

695

Pro

Asn

Thr

Ala

Gln
775

Tyr

520

Tyr

Thr

Tyr

Thr

val

600

Gly

Ala

Leu

GlIn

Trp

Ala

Trp

Asn

Ala

Glu

760

Leu

505

Cys

Asp

Ala

Gly

Gly

Ala

Gln

Glu

Gln

val

665

His

Thr

Arg

Pro

Pro

Asn

Pro

Glu

Thr

570

Met

Arg

Gly

Phe

Tyr

650

Ala

Cys

Cys

Leu

Asn

730

Tyr

Asn

Gln

Asn

Ser

Thr

555

Glu

Asn

Cys

Ser

Cys

635

Pro

Arg

val

Ser

Pro

715

Pro

Gly

Asn

Pro

Met

Asp

Phe

Leu

Met

Asn

620

Gln

Gly

Cys

GlIn

Thr

700

GIn

Thr

Asp

val

val
780

Leu

525

Gly

Glu

Cys

Pro

GIn

605

AsSp

Arg

Glu

Met

Lys

Glu

Pro

ser

ASp

Pro

765

Ser

510

Ala

Gln

Pro

Lys

Ala

590

His

val

Leu

Thr

Lys

Tyr

Thr

Ile

Lys

Phe

750

Ser

Ser

Ser

Met

Ser

Gly

Met

Ala

Phe

655

ser

Gly

Asn

Ile

Pro

735

Cys

Ser

Cys

Cys

Pro

Ala

560

Arg

Thr

Ser

Ser

Asp

Glu

GlIn

Thr

Ala

720

Gln

Leu

Met

Met
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Tyr

Thr

val

Leu

Ala

865

Leu

Met

Ile

Glu

Ala

Cys

Cys

Gly

Gln

ES 2294 935 Al

Ala Glu Met Asn Asn Pro Ser Ala Leu Trp GIn Cys Ile GIn GlIn
790 795 800

Gly Ile Glu Phe Cys Lys Lys Leu Arg Asp Ala Cys Ser Ala Met
805 810 815

Gly Ala Ser Leu Ser Thr Thr Thr Pro Trp Ile Leu Pro Gln Pro
820 825 830

ser Ash Cys Met Arg Asn Glu Met Asn Asn Pro Ser Ala Met Trp
835 840 845

Cys Ile GIn Lys Tyr Gly Ile Glu Phe Cys Asn Arg Leu Ala Ser
850 855 860

Cys Ala Met Ile Lys Lys val Thr Met Pro Thr val Thr Ile Asn
870 875 880

Pro Glu Ile Ile Ala Ser Cys val Ala Ser Glu Asn Ser GIn Ala
885 890 895

Cys Tyr Ala Arg Lys Gly Pro Glu GIn Cys Lys Thr Glu Glu Asn
900 905 910

Cys Arg Asn Pro Asn Asn Pro Pro Gly Ser Pro Leu Thr Ile Pro
915 920 925

Thr Glu Cys Met Lys Ser GIn val Ala Met Ala Thr Cys GIn Lys
930 935 940

Phe Gly Ser Glu Cys val Ala Leu GIn Gln Glu Cys val Ala Gly
950 955 960

Gly Ala Pro Pro val Thr Ile Gly Ala Arg Gly Ala Phe Met Leu
965 970 975

Thr Ala Leu Arg Ser Cys Ile Phe Asn Gly Gly val Ile Gly Ser
980 985 990

val Leu Tyr His Pro Pro Ser GIn Cys Asp GIn Trp Vval Gln Glin
995 1000 1005

Ala Thr Ala Leu Gln Thr sSer Ala Gly val Thr val Ala Gly
1010 1015 1020

Tyr Arg Gln Leu Ser Pro Pro Met Ala val Cys Vval Ala ser
1025 1030 1035

Asp Leu Met Thr Arg Cys Met Thr Arg Leu Gly GIn Gly Thr
1040 1045 1050
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Cys Gln

Cys Lys Arg Arg Phe Asn Thr Pro
1055

Gln Ala val Lys Asn
1060 1065

Ser Ser ser Glu Leu

1070

Arg Leu Pro Gly Arg
1075

Leu Trp Ser Leu Ser
1080

Ile Asn
1085

Cys Leu Tyr Arg Pro val Asn Arg Ala Ser Asnh

1090 1095

<210>3
<211>915

<212> DNA

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(915)

<223> OERF PQE31 (marco de lectura abierto del plasmido PQE31)

<400> 3

atgagaggat ctcaccatca ccatcaccat

gtcgacatga
tgtgttcaaa
accggtatgc
atggcccaag
atacgtaaat
aatgtaaatt
gcagaaacgg
tgcaagaaac
ccatggaaac
cgcggacagg
gaattttgtc
gagacttttg
atggatagtc
aagttagctg

cgaagcttaa

tgcacaaatg
gatatggtac
atcttccgta
gaatgaatgg
atggtgtcac
atgaccctag
atgaaccgag
gccttgcatc
tgcctccacc
gacagggttc
aacggttagc
atccacagca
cgtccgtaat
ccacctgttc

ttagc

cttaaagtcg
tcagttttgc
cgatgcacct
tggtgaccac
ttactgcaac
tggcggtcaa
tgcaatgtgc
gtgtattgct
tgtggctcgce
aaatgacgta
gagattctgt
acagactcca
gtggcactgt

gacagaaacg

acggatccgc
gaaatggaaa
aagaacttac
tggaaaatac
aaacctaagg
aacatgctag
atgccgggaa
caatgcgttc
tctacgggta
tgcatgcagc
atgtctcaat
tatgcaatga
acacaagtag
gtgcagaaat

aacacacctc

atgcgagctc
atcctggtat
tgaactcgtg
ccgagccaat
aggatgcgat
catcttgttc
tattatcgga
aaaagtacgg
tgaatcttcc
acgggtcacc
gtattgctag
acagtttaca
caagatgcat
atggtcaaga

ttccgcaaca

ggtaccccgg
tatgtccaca
cacagcgtca
cgctgcttge
ggcgagatgc
tgtattgacc
atgcgtgact
tactgaattc
cgccactaca
taatgacaac
atacggagcc
atatccagga
gaagtcagaa
attttgtaac

ggatccttgg

<210>4

<211> 305

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>
<221> PEPTIDE

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
915



5

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<222> (1)..(305)
<223> Secuencia aminodcidica deducida de la SEQ ID N° 3

<400> 4

Met

Ser

Glu

Phe

Leu
65

Met

Met

Leu

Glu

145

Cys

Pro

Gln

Asp

Arg

Glu

Met

Arg

val

Asn

Cys
50

Pro

Ala

Ala

Ala

Gln
130

Pro

Asn

Ala

His

val

210

Leu

Thr

Lys

Gly

Pro

Pro
35

Lys

Tyr

Gln

Arg

ser

115

Met

ser

Lys

Thr

Ala

Phe

ser

Ser

Arg
20

Gly

Asn

Asp

Gly
Cys
100
Cys
Pro
Ala

Arg

Thr
180

Ser

Ser

Arg

ASp

Glu
260

His

val

Ile

Leu

Ala

Met
85
Ile

ser
Gly
Met
Leu

165

Pro

Pro
GIn
Phe
Pro

245

Met

His

ASp

Met

Leu

Pro
70

Asn
Arg

val

Ile

Trp

Asn

Cys

Cys

Gln

ASp

ES 2294 935 Al

Met

Ser

Asn
55

Trp

Gly

Lys

Leu

Leu
135

Gln
ser
Lys
ASp
Ile
215
Tyr

Gln

Ser

His

Met

Thr
40

Ser

Lys
Gly
Tyr
Thr

120

ser

Cys

cys

Leu

ASn
200
Ala
Ala

Gln

Pro

His
His
25

Cys

Cys

Ile

Asp

Glu

val

Ile

Pro
185

Arg

Arg

Met

Thr

Ser
265

His
10

Lys

val

Thr

Pro

His
90

val
val
Cys
Gln
Ala
170

Pro

Gly

Tyr

Asn

Pro

250

val

Thr

Cys

Gln

Ala

Gln
75

Lys
Thr

Asn

val

Pro
GIn
Gly
Ser
235

Thr

Met

ASp

Leu

Arg

ser
60

Pro

Pro

Tyr

Tyr

Thr
140

Tyr
Thr
val
Gly
Ala
220
Leu

GlIn

Trp

Pro

Lys

Tyr
45

Thr

Ile

Lys

Cys

ASp

Ala

Gly

Gly

Ala

GlIn

205

Glu

Gln

val

His

His

Ser
30

Gly

Gly

Ala

Glu
Asn
110
Pro
Glu

Thr

Met

Phe

Tyr

Ala

Cys
270

Ala
15

Glu

Thr

Met

Ala

ASp
95

AsSn
ser

Thr

Glu

Asn
175

Cys

Ser

Cys

Pro

Arg

255

val

Ser

Met

Gln

His

Cys

80

Ala

Met

Gly

Asp

Phe

160

Leu

Met

Asn

GIn



ES 2294 935 Al

Lys Tyr Gly GIn Glu Phe Cys Asn Lys Leu Ala Ala Thr Cys Ser Thr
275 280 285

Glu Thr Asn Thr Pro Leu Pro GIn Gln Asp Pro Trp Arg Ser Leu Ile
290 295 300

Ser

305
<210>5
<211> 846
<212> DNA
<213> Anisakis spp

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(846)

<223> OEREF Ptarget (marco de lectura abierto del plasmido Ptarget)

25

30

35

40

45

50

55

<400> 5
atgcacaaat gcttaaagtc ggaaatggaa aatcctggta ttatgtccac atgtgttcaa 60
agatatggta ctcagttttg caagaactta ctgaactcgt gcacagcgtc aaccggtatg 120
catcttccgt acgatgcacc ttggaaaata cccgagccaa tcgctgcttg catggcccaa 180
ggaatgaatg gtggtgacca caaacctaag gaggatgcga tggcgagatg catacgtaaa 240
tatggtgtca cttactgcaa caacatgcta gcatcttgtt ctgtattgac caatgtaaat 300
tatgacccta gtggcggtca aatgccggga atattatcgg aatgcgtgac tgcagaaacg 360
gatgaaccga gtgcaatgtg ccaatgcgtt caaaagtacg gtactgaatt ctgcaagaaa 420
cgccttgcat cgtgtattgc ttctacgggt atgaatcttc ccgccactac accatggaaa 480
ctgcctccac ctgtggctcg ctgcatgcag cacgggtcac ctaatgacaa ccgcggacag 540
ggacagggtt caaatgacgt aatgtctcaa tgtattgcta gatacggagc cgaattttgt 600
caacggttag cgagattctg ttatgcaatg aacagtttac aatatccagg agagactttt 660
gatccacagc aacagactcc aacacaagta gcaagatgca tgaagtcaga aatggatagt 720
ccgtccgtaa tgtggcactg tgtgcagaaa tatggtcaag aattttgtaa caagttagct 780
gccacctgtt cgacagaaac gaacacacct cttccgcaac aggatccttg gcgaagctta 840
attagc 846

<210> 6

<211> 282

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(282)

<223> Secuencia aminodcidica deducida de lIa SEQ ID N° 5
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<400> 6

Met

Thr

Ser

Lys

Gly

65

Tyr

Thr

Ser

Cys

cys

145

Leu

Asn

Ala

Glin
225

Pro

Asn

Gln

His

Cys

Cys

Ile
50

ASp

Gly

Asn

Glu

val
130

Ile

Pro

Arg

Arg

Met
210

Thr

ser

Lys

GIn

Lys

val

Thr
35

Pro

His

val

val

Cys
115

GIn

Ala

Pro

Gly
Tyr

195

Asn

Pro

val

Leu

Asp

Cys

Gln
20

Ala

Gln

Lys

Thr

Asn
100

val

Lys

Ser

Pro

Gln
180

Gly

Ser

Thr

Met

Ala
260

Pro

Leu

Arg

ser

Pro

Pro

Tyr
85

Tyr

Thr

Tyr

Thr

val
165

Gly

Ala

Leu

Gln

Trp
245

Ala

Trp

Lys

Tyr

Thr

Ile

Asp

Ala

Gly

GIn

Glu

Gln

val
230

His

Thr

Arg

ES 2294 935 Al

ser

Gly

Gly

Ala
55

Glu

Asn

Pro

Glu

Thr
135

Met

Arg

Gly

Phe

Tyr
215

Ala

cys

Cys

Ser

Glu

Thr

Met
40

Ala

ASp

Asn

ser

Thr
120

Glu

Asn

Cys

Ser

Cys
200

Pro

Arg

val

Ser

Leu

Met

GIn
25

Cys

Ala

Met

Asp

Phe

Leu

Met

Asn
185

Gln

Gly

Cys

Gln

Thr
265

Ile

10

Glu
10

Phe

Leu

Met

Met

Leu

90

Gly

Glu

cys

Pro

Gln

170

Asp

Arg

Glu

Met

Asn

cys

Pro

Ala

Ala

75

Ala

Gln

Pro

Asn

Ala

155

His

val

Leu

Thr

235

Tyr

Thr

Pro

Lys

Tyr

Gln
60

Arg

ser

Met

Ser

Lys
140

Thr

Gly

Met

Ala

Phe
220

ser

Gly

Asn

Gly

AsSn

Asp

45

Gly

Cys

Cys

Pro

Ala

125

Arg

Thr

Ser

Ser

ASp

Glu

Gln

Thr

Leu
30

Ala

Met

Ile

Ser

Gly
110

Met

Leu

Pro

Pro

GlIn
190

Phe

Pro

Met

Glu

Pro
270

Met
15

Leu

Pro

Asn

Arg

val
95

Ile

Cys

Ala

Trp

Asn
175

Cys

Cys

GIn

Asp

Phe
255

Leu

ser

AsSn

Trp

Gly

Leu

Ser

Lys
160

Asp

Ile

Tyr

Gln

Ser

240

Cys

Pro
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ES 2294 935 Al

<210>7
<211> 12
<212> PRT
<213> Anisakis

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(12)

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 7
Cys Val Gln Lys Tyr Gly Thr Glu Phe Cys Asn Lys
1 5 10

<210> 8

<211>12

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(12)

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 8
Cys Val GIn Lys Tyr Gly GIn Glu Phe Cys Asn Lys
1 5 10

<210>9

<211> 12

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(12)

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 9

Cys Val Gln Arg Tyr Gly Thr Gln Phe Cys Lys Asn
1 5 10

<210> 10

<211> 12

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>
<221> Peptide
<222> (1)..(12)

11
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ES 2294 935 Al

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 10
Cys Ile Arg Lys Tyr Gly Val Thr Tyr Cys Asn Asn
1 5 10

<210> 11

<211> 12

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(12)

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 11

Cys Ile Ala Arg Tyr Gly Ala Glu Phe Cys Gln Arg
1 5 10

<210> 12

<211> 13

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(13)

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 12
Cys Leu GIn Lys Tyr Gly Ala Glu Phe Cys Asn Lys Leu
1 5 10

<210> 13

211> 11

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> Peptide

<222> (1)..(11)

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 13
Lys Tyr Gly Glu GIn Phe Cys Ser Ser Met Leu
1 5 10
<210> 14
<211>9

12
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20

25

<212> PRT
<213> Anisakis

<220>
<221> Peptide
<222> (1)..(9)

ES 2294 935 Al

<223> Péptido antigénico de Anisakis

<400> 14

Cys Asn Arg Leu Gly Ala Ala Cys Ser
1 5

<210> 15
<211> 838
<212> DNA

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(838)
<223> Fragmento nucleotidico de la SEQ ID N° 1 que codifica la secuencia antigenica SEQ ID N° 16 de Anisakis spp

35

40

45

50

55

60

65

<400> 15
atgatgcaca aatgcttaaa gtcggaaatg gaaaatcctg gtattatgtc cacatgtgtt 60
caaagatatg gtactcagtt ttgcaagaac ttactgaact cgtgcacagc gtcaaccggt 120
atgcatcttc cgtacgatgc accttggaaa atacccgagc caatcgctgc ttgcatggcc 180
caaggaatga atggtggtga ccacaaacct aaggaggatg cgatggcgag atgcatacgt 240
aaatatggtg tcacttactg caacaacatg ctagcatctt gttctgtatt gaccaatgta 300
aattatgacc ctagtggcgg tcaaatgccg ggaatattat cggaatgcgt gactgcagaa 360
acggatgaac cgagtgcaat gtgccaatgc gttcaaaagt acggtactga attctgcaag 420
aaacgccttg catcgtgtat tgcttctacg ggtatgaatc ttcccgccac tacaccatgg 480
aaactgcctc cacctgtggc tcgctgcatg cagcacgggt cacctaatga caaccgcgga 540
cagggacagg gttcaaatga cgtaatgtct caatgtattg ctagatacgg agccgaattt 600
tgtcaacggt tagcgagatt ctgttatgca atgaacagtt tacaatatcc aggagagact 660
tttgatccac agcaacagac tccaacacaa gtagcaagat gcatgaagtc agaaatggat 720
agtccgtccg taatgtggca ctgtgtgcag aaatatggtc aagaattttg taacaagtta 780
gctgccacct gttcgacaga aacgaacaca cctcttccgc aacaggatcc ttggcga 837

<210> 16

<211> 279

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

13
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<220>
<221> Peptide

<222> (1).(279)

<223> secuencia antigénica aminodcidica deducida de la SEQ ID N° 15

<400> 16

Met

Ser

Asn

Trp

Gly
65

Lys

Leu

Leu

GIn

Ser

145

Lys

Asp

Ile

Tyr

Gln
225

Ser

Cys

Pro

Met His

Thr Cys

Ser Cys
35

Lys Ile
50

Gly Asp

Tyr Gly
Thr Asn
Ser Glu

115

Cys val

Cys Ile

Leu Pro

Asn Arg

Ala Arg

Ala Met
210

GIn Thr

Pro Ser

Asn Lys

GIn Gln
275

Lys
val

20

Thr

Pro
His
val
val
100
Cys

Gln

Ala

Pro

Gly

Tyr

Asn

Pro

val

Leu
260

Asp

Cys
5
GIn

Ala

Gln
Lys

Thr
85

Asn
val
Lys
ser

Pro
165
GIn
Gly
Ser

Thr

Met
245

Ala

Pro

Leu

Arg

Ser

Pro

Pro
70

Tyr

Tyr

Thr

Tyr

Thr
150
val
Gly
Ala

Leu

Gln
230

Trp

Ala

Trp

ES 2294 935 Al

Lys

Tyr

Thr

Ile
SS

Lys

Cys

Asp

Ala

Gly

Gly

Ala

GIn

Glu

Gln
215

val

His

Thr

Arg

Ser
Gly
Gly
40

Ala
Glu

Asn

Pro
Glu
120
Thr
Met
Arg

Gly

Phe
200

Tyr

Ala

Cys

Cys

Glu
Thr

25

Met

Ala

ASp

Asn

ser
105

Thr

Glu

Asn

Cys

Ser

185

Cys

Pro

Arg

val

ser
265

14

Met
10

Gln

His

Cys

Ala

Met
90

Gly
Asp

Phe

Leu
Met
170

Asn

Gln

Gly

Cys

Gln
250

Thr

Glu

Phe

Leu

Met

Met
75

Leu

Gly

Cys

Pro
155

GIn

ASp

Arg

Glu

Met

235

Lys

Glu

Asn

Cys

Pro

Ala
60

Ala

Ala

Gln

Pro

Asn
140

Ala

His

val

Leu

Thr

220

Lys

Tyr

Thr

Pro
Lys
Tyr
45

GIn

Arg

Ser

Met

ser
125

Lys

Thr

Gly

Met

Ala

205

Phe

ser

Gly

Asn

Gly

Asn
30

Asp

Gly
Ccys
Cys
Pro
110
Ala
Arg
Thr

Ser

Ser
190

Arg

Asp

Glu

GlIn

Thr
270

Ile
15
Leu

Ala

Met

Ile

ser
95

Gly
Met
Leu

Pro

Pro
175
GIn
Phe
Pro

Met

Glu
255

Pro

Met

Leu

Pro

AsSn

Arg
80

val

Ile

Cys

Ala

Trp

160

Asn

Cys

Cys

Gln

Phe

Leu
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<210> 17

<211> 834

<212> DNA

<213> Anisakis spp.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(834)

<223> Fragmento nucleotidico de la SEQ ID N° 1 que codifica la secuencia antigenica SEQ ID N° 18 de Anisakis spp
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<400> 17
atgcacaaat gcttaaagtc ggaaatggaa aatcctggta ttatgtccac atgtgttcaa 60
agatatggta ctcagttttg caagaactta ctgaactcgt gcacagcgtc aaccggtatg 120
catcttccgt acgatgcacc ttggaaaata cccgagccaa tcgctgcttg catggcccaa 180
ggaatgaatg gtggtgacca caaacctaag gaggatgcga tggcgagatg catacgtaaa 240
tatggtgtca cttactgcaa caacatgcta gcatcttgtt ctgtattgac caatgtaaat 300
tatgacccta gtggcggtca aatgccggga atattatcgg aatgcgtgac tgcagaaacg 360
gatgaaccga gtgcaatgtg ccaatgcgtt caaaagtacg gtactgaatt ctgcaagaaa 420
cgccttgcat cgtgtattgc ttctacgggt atgaatcttc ccgccactac accatggaaa 480
ctgcctccac ctgtggctcg ctgcatgcag cacgggtcac ctaatgacaa ccgcggacag 540
ggacagggtt caaatgacgt aatgtctcaa tgtattgcta gatacggagc cgaattttgt 600
caacggttag cgagattctg ttatgcaatg aacagtttac aatatccagg agagactttt 660
gatccacagc aacagactcc aacacaagta gcaagatgca tgaagtcaga aatggatagt 720
ccgtccgtaa tgtggcactg tgtgcagaaa tatggtcaag aattttgtaa caagttagct 780
gccacctgtt cgacagaaac gaacacacct cttccgcaac aggatccttg gega 834

<210> 18

<211> 278

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(278)

<223> secuencia antigénica aminodcidica deducida de la SEQ ID N° 17

15
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<400> 18
Met

Thr

Ser

Lys

Gly

65

Tyr

Thr

ser

cys

cys

145

Leu

Asn

Ala

Ala

Gln

225

Pro

Asn

Gln

<210> 19
<211>20
<212> DNA

His

cys

Cys

Ile

50

Asp

Gly

Asn

Glu

val

130

Ile

Pro

Arg

Arg

Met

210

Thr

ser

Lys

Gln

Lys

val

Thr

35

Pro

His

val

val

Cys
115
Gln
Ala
Pro
Gly
Tyr
195
Asn
Pro
val

Leu

ASp
275

Cys

GlIn

20

Ala

GIn

Lys

Thr

Asn
100

val

Lys

Ser

Pro

Glin

180

Gly

Ser

Thr

Met

Ala

260

Pro

Leu

Arg

ser

Pro

Pro

Tyr

85

Tyr

Thr

Tyr

Thr

val

165

Gly

Ala

Leu

Gln

Trp

Ala

Trp

ES 2294 935 Al

Lys Ser Glu Met Glu

Tyr

Thr

Ile

cys

Asp

Ala

Gly

Gly

Ala

Gln

Glu

G1In

val

230

His

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

55

Glu

Asn

Pro

Glu

Thr

135

Met

Arg

Gly

Phe

Tyr

215

Ala

Cys

Cys

Thr

Met

40

Ala

ASp

Asn

ser

Thr

120

Glu

Asn

cys

Ser

cys

Pro

Arg

val

Ser

16

GlIn

25

His

Cys

Ala

Met

Gly

105

ASp

Phe

Leu

Met

AsSn

185

Gin

Gly

cys

Gln

Thr
265

Phe

Leu

Met

Met

Leu

90

Gly

Glu

Cys

Pro

Gln

170

Asp

Arg

Glu

Met

Lys

250

Glu

Asn

cys

Pro

Ala

Ala

75

Ala

Gln

Pro

Asn

Ala

155

His

val

Leu

Thr

Lys

235

Tyr

Thr

Pro

Lys

Tyr

GIn

60

Arg

Ser

Met

Ser

Lys

140

Thr

Gly

Met

Ala

Phe

220

ser

Gly

Asn

Gly

Asn

Asp

45

Gly

Cys

Cys

Pro

Ala

125

Arg

Thr

Ser

Ser

Arg

205

Asp

Glu

Gln

Thr

Ile

Leu

30

Ala

Met

Ile

ser

Gly

110

Met

Leu

Pro

Pro

Gln

190

Phe

Pro

Met

Glu

Pro
270

Met

15

Leu

Pro

Asn

Arg

val

95

Ile

cys

Ala

Trp

ASn

175

Cys

Ccys

Gln

Asp

Phe

255

Leu

ser

Asn

Trp

Gly

Leu
Gln
Ser
Lys
160
ASp
Ile
Tyr
GIn
ser
240

Cys

Pro
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ES 2294 935 Al

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> primer

<220>
<221> primer
<222> (1)..(20)

<400> 19
ttgtaaaacg acggccagtg

<210> 20

<211> 20

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> primer

<220>
<221> primer
<222> (1)..(20)

<400> 20
cctttgtcga tactggtact

<210> 21

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> primer

<400> 21
gagagagagt cgacatgatg cacaaatgct taaagtc

<210> 22

<211> 36

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> primer

<220>
<221> primer
<222> (1)..(36)

17

20

20

37
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<400> 22

ES 2294 935 Al

gagagagaaa gctttcgeca aggatcetgt tgegga

<210> 23

<211> 22

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(22)

<400> 23

Met Arg Gly Ser His His His His His His Thr Asp Pro His Ala Ser
1 5

Ser Val Pro Arg Val Asp
20

<210> 24

<211>4

<212> PRT

<213> Anisakis spp.

<220>
<221> PEPTIDE
<222> (1)..(4)

<400> 24

Ser Leu Ile Ser
1

<210> 25

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> primer

<220>
<221> primer
<222> (1)..(21)

<400> 25
tgcacaaatg cttaaagtcg g

<210> 26

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

10

18

36

21
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<220>
<223> primer

<220>
<221> primer
<222> (1)..(20)

<400> 26
cagctaatta agcttcgcca

<210> 27
<211>20
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> primer

<220>
<221> primer
<222> (1)..(20)

<400> 27
tgaatggtgg tgaccacaaa

<210> 28

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> primer

<220>
<221> primer
<222> (1)..(21)

<400> 28

tggatcaaaa gteteteetg g

ES 2294 935 Al

19

20

20

21
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