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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de |a solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesidn del inventor al solicitante 0 a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar {IPEA).

Traduccion del examen prefiminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el a
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de Bisqueda Internacional con su traduccion, Publicacién con su traduccién y Listado de
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secuencias,
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ANEXO

El documento que acredita [a calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o0 GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de |a sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cuaiqulera de ellos pueda Intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

\CA O Nlc..«—\_.
IA LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-11-09-582
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacién Legal, documento escrito en inglés y en
espafiol.

Certificado Notarial (sociedad), documentio también escrito en inglés y en espanol.

Martlyn L. Mitchell
Notario Pablico, Estado de New .lersey
Mi Comisién Expire ef 8 de fabrero de 2005

——

APQSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre.de.1861) amr b F il

e gt Ty M u i "Ll'.'

Pals: Estados Unidos de América g ST _

Este documento pablico ha sido firmado por Maru;:ﬁ Lleiqmuu 204

actuando como Notario Pablico de New Jersey .\ "T‘; PR

leva el seflo/estamplila de Marilyn L. Mitchell, Notano:am-awu e " “:;5
CERTIFICADO i

en Trenton, New Jersey 6. el dia7 de octubre de 2004

por John E McCommac, CPA, Tesorero de New Jersey

No. A210247

Sello/Estampilia 10. Firma: (ilegible)

Hay un sello dorado.

0 h

© @ N o

Traducido seglin mi mejor saber y entender, este dia 8 de noviembre de 2004,
en la ciudad de Bogola, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res.
2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia, TRADUCTUR OFICIAL

ABBULUCION _TY

——
ANTTA FECORAR DB TAMA
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ARPOSTILLE

{CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1361)

COURTRY: URITED STATES OF AMERICA

TEIS PUSLIC DOCUMENT HAS BZEN SIGNFD BY:
MARILYN L MITCHZELL

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW J=ERSEY

BEARS THE SBAL/STAMP OF:
MARILYN L MITCIELL, NOTARY

A1l TRENTON,

CERTIFIED

KEW J=ZRSBY

T= 7TH DAY OF OCTOBER 2004
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" Los ebajo ‘lmados, WYETH, una socisdad
organirpda y cxisients de conformidad con ias .eyos
del Estado de Dalaware, Estados Unidos da América,

con domicilo en Flve Giralda Farms, Madison,
Estado de New Jersay 07940,
Estados Unidos da América

nombramos por el preaente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicliasdos en Bogotd,
Calombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
583, plso Go., nuesiros representantes legalas y
verdadercs on Bogotd, con facultades para racibir
notificscionas y nombray apodersdos judiclales o

. oon o fin de dar cumplimiento sl
ptiwnfow" 1o. del articulp 543 del decreto 410 de

Los doctores ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO
TAMAYO yfo IGNACIO SANTAMARIA y/a ENRIQUE
ALVAREZ, o loa spoderades que cuciGulera de eflos
designe, quedan especiaimente fecultados para
reprosentamos anie lss guloridecies colomblanas,
administrafivas, judiciales o de policta, en todos los
rimites relativos a la propledad industrdal, a cuyo
ofecio los fecuitamos pare dar ante dichas
auloridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reciamos,
rocursos y presentar desistimienios; formular
deseripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicRudes, presentar oposicionss y apelaciones;
instaurar cancsiscionas, rmenuncler fotal o
parciaimento a los registros, sbonar (odos los
impuesios y cuotas y efectuar todo otro pago
detarminado por ka lay: reciir todos los documentos
y valores, dando el descergo respecivo; Oenar
cualesquiera otros requiskos y tomar, en fin, todas
tas medidas que creyeren conducenties al resguardo
de nuesiros intereses; y en caso de producirso
oposicion, pasando los antacedenies a los iribunalos,
quedan facultados para tomer intervenclén como
demandanies 0 damandados ante los junces que
sean competenies, pudiendo transar, somoter &
irbitros, desistr, perciblr y apciar, con todes les
demés facultades que resultan necesarias, y por ol
presente declaramos desde shora vilido y bueno
cuento dichos representanies yfo los apoderades que
cuglquiora de cllos nombre hicieren en nuestro
beneficle.

Agimismo, faculiamos @ los doctores ALICIA
LLOREDA yo GUSTAVO TAMAYO yo IGNACIO
SANTAMARIA yo ENRIQUE ALVAREZ, pera
sJiickar en la Oficine de Propladad Indusirial la
protocolizacion de este documenio y de cusiquier
poder que cusiquiera do elios olorgus & nombre
nueatro,

Dado y firmada

The undorsigned, WYEI'I( ¢ corpersdon ariantzad
and exisling under the laws cf S5 .. of D. av.ure,
Unhad Siatps of Amarics. '

domiciled at  Five Girsida Farms, Madison,
Stata of New Jersey 07940,
Unitod States of Americs

hersby appoint, ALICIA LLOREDA andier:
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in sald town, Cafle 72 No. 583, Sixth
Floors, our true and legal representatives in Bogotd,
with power lo receive notificationa and fo appaint
Judicial or e agents

peragraph 1o. of articia 543 of decrae 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA andior GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any ons of
them appoinied, 2r0 especialy ompowersd o
roprasen! us bofors the edministrative, judiclal or
polica suthoritics of Colombis, In all proceedings
periaining to industrial property, far which purposo we
authorize them (o take befare the said authorities off
the nocessary steps for the ssid end; to file patitions,
declaratians, clgims, recourses and withdrewals, to
draw up specificaiions; 19 flle amendinc:s, to mit
the scopo of applicalions, fila oppositions: fle
cancolations iota! or pariielly waive registrations, to

the courts, we _gald .ayants
behalf, as com iy as.well'os dofendants,
the competont ]udﬁ.‘(ﬂﬁ" i pwaresin:
arangements, to »bos T

coflect, to appest and, in short, with all such further
powsrs B8 may be required, and wo heraby declare
from now on as vaild end good all thal seid

representatives and/or the agents by any one of them
appointad may de for cur banefit,

Wo alse authorize dociors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO andior IGNACIO
SANTAMARIA snd/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for profocolization of this document and of any power
of attomay by any one of them gonferred in our name,
before tha Offics of industrial Property.

Given and signed thia: _6th dayof October 2004
Wyeth

bt ——

Assislani Sacretary




CERTIFICADO NOTARIAL (8OCIEDAD)

Estados Unidos de América
Estado de Now Jersey {ss
Condado de Morria
6 de de 200 4 comperecié
N las e . 2 :.llan SINOEZ0 ¥

de quien ma consia que firmd el antarior documento,

asid comprandido dentro del de la socladed.

E! suscrito Noterio ha visio loa Estatulos do
incomporacién firmados en Madison, Estado de New
Jersey, oonfecha 4 Febrero, 1926 . y
ceriffica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado \s enterior declarecion juramentada es

Notary Public (Notario Pubilco).

NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION)

United States of Amarics
State of New Jervey (ss
County of Morris

On this 6th dayof Octobar 2004, personally
came, Willam H. Calnan
to mo known, and known (0 me to be the poraon who
signad the foregolng Instrument, who boing by me
duly swom did depose and say that he s tho
Assistant Secretary of WYETH the company namod
within, a Corporetion organized and existing under
tho laws of State of Delaware, Unhed States of
America, domiclied at the City of Madison, County of
Moivis, State of New Jersey, Unlted Ststes of
America, logally constituled for a pariod of tenure not
yot axpired, which exercises iis corporaie purposes
to the laws of Siste of Delaware, Uniled
Stutes of America; thai the deponent is authorlzed by
saki Company to confer this power of sttorney; that
the seal affixad hereunio by the deponent in the
name and on bgha¥ of sald Corporation is the
corporats spal thereof; and thai the purposa for which
this Insirument is granted is included within the
cofporaia of tha Company,
The undersigned Nolary Public has seen the articies
of Incorporation of sakd Corporation oxeculed al
Wimington, Delaware U.S.A. under date of
February 4, 1928, and heraby certifies that under the
laws of sald State the foregoing acknowiedgment is
sufficient proof that the facls therein contained are
trve, which he attasts.

bmm.@e,r £ Nk Resf
|

MARILYN L FMITCHELL

NGTARY PUBLIC STATE OF NEW JERSEY

iy Comvnissicn Expuon Fesruary B, 2005

2wNo e pdkicason Fve %
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
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REPORTE DK BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicinad Internacional No.

Informw sohre miembros de (amilia de patentes PCT/EP 0311360

Documenta de patente Miembro(s) de la familiade |  Fecha de
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Br 0834382 A 16-12-1998 Al 753041 B2 31-10-2002
AU 998209 A 17-12-1998
BR 9801992 A 11-01-2000
CA 2234423 Al 10-12-1998
N 1203278 AB 30-12-1998
EP 0884382 A2 16-12-1998
i} 11009290 A 19-01-1999
NZ 330643 A 29-11-1999
us 64757710 BI 05-11-2003
- - ZA 9804970 A 09-12-1999
Y us 6221162 1} 24-04-2001 FR 2781225 Al 23-01-1998
AU 735184 B2 05-07-2001
AU ITINT A 10-02-1998
BR 9710495 A 17-08-199%
CA 2261343 Al 29-01-199%
N 12256B8 A 11-08-1999
CP 0014442 Al 12-05-1999
WO 0R03659 Al 2901-1998
1D 19475 A 16-07-1998
JP 2001503018 T 06-03-2001
NZ N7 A 28.07-2000
us 2003124145 Al 03.0,7.2003
us 2002037292 Al 28-03-2002

“Forma PCT ISA 210 (snexe famnfia de pateries) (Knere 2004)
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(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Rzﬁ:hu de referencia del PARA FUTURAS ACCIONES  Vor Nullflleactan o Transmisién dal
solicitante o agenie Repurte de Exemen Prelimizr

AMIMNI2S intermecional {Foinate PCTAPEAANG)

lcitud Intemacional No. Fecha da registro intermacionat Facha Je prioridad

Solicitud Interm ¢ (dia s ahe) (dfa/ mes/ aho)

PCT/EP 03/11360 14.10.2003 15.10.2002
Clasificacidn Internacional de Patentes (TPC) o clasificaclon nacional e IPC »

C12Q1/68
Solicitante

WYETH

q, Fste informe de cxamen preliminar inlemaciona! ha sido preparmdo por esta Autoridad
" Pxaminadora Freliminar Intermncional y se Iransmita al solicitante de cuonformidad con &l Arntkculo

6
2. Est: REPORTE consta deuntotalde 8 piginus, incluyendo la cartula,

[[] Este reporte tambitn catd acompanado de ANEXCS, es decir, piginas de duscripcion,
reivindicaciuncs y/o dibujos que han sida modificados y son la base de este inforo y/o
piginas que contiencn rectificaciones hechas ante eats Autoridad (ver Regla 72016 y In
Seccién 607 de lus Instrucelones Adminlstrativas de conformidad con el PCT).

Estos arwxos cunstan de un total de péginas.

L 3. Estrinformw contiene Indicaciones relacionadas con los siguiantes ftema:

Bases del Reporte
Priaridad

No vstablecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
Industrial,

Falta de unidad de invencion

Afirmacion razonada de conformidad con el Articuln 35(2) con sespecto a novedad,
nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones qua sustentan diche
aflrmucién

Vi Clertos documentos citados
vl [ GCiertos defecios en ta salicitud intemacional
vl [] Clortas observacionus sobre la svlicitud interacions)

|
nn
m
v
Vv

0 RO OORX

Fucha Ju presenincion de 1a demanvda Fecha de tarminacién de este raporte

10.05.2004 03.12.2004

. Fun101ani0 AUlDAZAdO
Nombre y direccidn de comreo de |a autoridsd unciotano A ¢

imernacional de examen preliminar

Esropesn Putent Oftice Bruchado Garganta, M

D-30298 Mumch

Tel. +49 89 2399 - 0°Tx: 523656 eprmu d Teléfona No. -+49 89 2399 - 8935

Fax; +49 B9 2399 - 4465

Forma PCT/IPEA/ 409 im)(ﬁnuomﬂ
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Solicdtud Internacional No. PCT/EP 03/11360

REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
1. Bases de! Reporte

1. Respecto a los chementos de la solicitud litemacional (Cardtulns de remplazo que han sido suministrodas a I ofic
recaptora en respucsta 4 una invitacidn bajo el articulo 14 cstin referenciados cn cste reporte como “prescnta
originalmente” y no catdn anexns a este ruporte dado qua no conticnen modificaciones (Reglas 70.16 y 70.17):

Descripeion, Piginas
1-37 como sa presentaron originalmenie

Relvindicaciones, Na.

1-21 como se presentaron originalmente
Dibujos, hojas

1/11-11/11 como se presentaron osiginalmente

2. Respecto ol idloma, odos lns elamentos wmarcados antorivrmwnb: eéstuviemn disponibles o fueron
suministrades & esia Autoridad en el idioma en el cual la solicitud internacional fue presaniada, a menos que
se indique lo contrario bajo este ftem.

Fstos elementns estuvieran disponibles o fucron suministrados a esta Autoridad en el idioma, el cual ex

D ol idioma di una traduccion suministrada para una biisqueda intermacional (segdn Ia Regla 23.1 (b)).
[ ol istivena de una publicacion de la solicitud intermacional {segén la Regla 48.3 (b).

[] o tdiomn du bn bmiducelén suministrada para &l examen preliminar internacional (segin las Regias 55.2
y/o 553).

3. Respectu al nudceétido yfo scenencia amino écida revelado en Ia solicitud internacional, se llavé a cabn ol
cxamen preliminar internncional segdn o listado de secuencia:

contenido en la solicitud internacional en forma escrita,

X registrado junio con la solicitud internackonal cn forou leyible por computndur.
| ] prupurcionado subsiguluntemente a csta Autoridad vn forma cserlia,
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible par computador.

Schnpmpnniumdohlﬂmndénrapmhnhcunldlishduduuwcmhmih
proporcionado subsiguiantemente no va mas alld de Is revelacion en La snlicitud interacional
segidn se presentd,

Se ha proporcionado la afirmacién respectn a la cual la informacién presentada en forma
legible por computador s [déntica al listado de sccuencla escrita,

4, Las modificaciones han resultado en bn cancelacidn de:
0 bk doscripeion, phginas:
D las relvindicaciones, Nos:
3 10s dibujos, Hojas:

Furos PCT/IPEA/409 (Egere 2004}
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REFMORTE DI PXAMEN PRELTMINAR

A

Nl

tolicimd Inlemmcional No, PCT/ERF 0311360

INTERNACIONAL -HOJA SEPARADA

Be ltem ¥
Dedaraci’n razoneda con respecio a novedad, paso imventivo o aplicabilidad industrial; ches y

explicacianes que apayan dicha declaracin.

1

8e hace referencia a fos sigulentes documentos:
(D1) Int. Davidson ot al. Avian Pathology, vel. 31, 2002, pagiras 237-240

Novedad

El obieto de la reindicacikin 1 que hace rafarencia @ un método para deteehar un virus
an una muestra de tejldo aviam s nuevo segan el Arleula 33(2) PCT, ponjue no se
revela &n la Mcnica antarior un método en donde la muesira se derive de las plumas
del tracto axilar.

Por las mismias razones, las taivindikaciones dependientes 2-16, v las refvindicacionee
17-21, qua hacen referencia a una ruesira de e)ldo awan aislado y un exiracia que
¢ontiene material genédtica, tamblén son nuevas (Articulo 33(2) PCT).

Pasa lnventivo

El D1 ravala un método de deteccion de un vires en una muestra, en donde & material
gendtion es extraklo de as puntas de las phumas de laa ales, dal higado y del bazo. Se
determing cpie &l uso del DNA tomada deade las puritas de las plumas fue més efecthvg
para &l diagnostico de gellinas comesclalments indactadas via naturel que usando el
higado y el bazo {ver paginas 237-238) v la tabla 1.

Hrma DCT/ Hoja Saparads £409 (FHoja 1) (KPO-Abril 1997}
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EFPORTE DE EXAMEN PUEL IMINAR Balicitud inhanaciows] No. PCT/US 0%11360
INTERNACIONAL -HO[A SEPARADA

La diferencia entre ol objeto de la reivindicacion 1 y la revelacién en D1 es el hecho que
el material gandtico &z extraido de las plumas del tracto axilar.

El problema a resalver por la presenta solicitud es provesr un método mejorado para
detectar un virus en una musstra de tejido awvian.

El virus avian pusds sar detectade en 39 plumas de tracto axillar en nivales mas altos
que en gtrm plumas y por lo tanto éste puede ser detectado en las plumas dal tracto
axilar, sagin la Invenoién cuando éste no 58 pusde detectar én olras muestras de
tejido, incluyando otres plumas. A los 13 dias despuss da la vacunacion, la canga da
virue promedio de los pollos es hasth custra veces mayor en log fractos que en ofros
tractos (ver pégina 3 y 4 y figura 10b de la preaente salichud).

Nada en D1 conduciria 2 una persona versada en |a materia & pansar que ia
sensibilidad del método podris aumentarse el vser las pumas da otros tractos axdares.
Por lo tanko 2e cangidara que ba reivindicacidn 1, implfea un oonoeplo inventivo, segun
al Articule 33(3} PCT.

Lo misma parece aplicar a las relvindicaoiones 2-18 y las mivindicaciones 17-21 que
hacen referencia a una muestra da tejido avign separado y un exiracto que contenga
meteral genatico, que no sea revelado &n Ia lcnica anterlor v que sean puedan ser
usados an €l método reivindicedo, generando una sensibilidad aumentada del mismo.
Estas relvindicaciones pusden tamblén ser conslderadas como inventivas {Arficula
3343) PCT).

4,  Claridad

4.1. Las mwivindicaciones 15 y 16 no son clarme (Adiculo & PCT), segin las _
caracteriatices relvindicadas, decr, e proveer o5 resultados del método en un
formato intang ble vy la grabacion o eimacenamiento da los resultados dal métods an un
portador de informacion, no son propledades que caractericen el método.

Farma PCT/ Hioja Separada /409 {Hnja Z) (EPO-Abml 1997)
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RFFORTE DE EXAMEN I'RELIMINAR Solicttud internacional Ne. FCT/US 03/11350
TNTERNACIONAL -HUY A SEFARADA

4.2, Laa reivindicaciones 17 y 18 no son claras {Ariculo 8 PCT) porque sl tejido
avian no eska caractarizado a lravée de propiedades cnicas.

43 Las reivindicaclanss 20 y 21 no son claras (Articule 8 PCT), como propiedades
reivindicadas, es decir, al almacenar la muesira o axtracto en una forma adecuada para
transprtar a una parte separada y que tenga la muasira o extracio en un conlenedor
aallado, no son propiadades que oaracharican la mueetra, nl tampoco &l sxtracto,

Forma I'CT Hiaja Separada /409 (Hugu 3) (LPO-Abril 1997)
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Pl pE Joor

From the
¢ INTEFINATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

Ta PCT

TALBOTT, Dawn JacpuqeECE[VED T
4 bbb iy i ol NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Maidenhesd THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
Borkshira, 516 OPH 06 DEC 2004 EXAMINATION REPORT
GRANDE BRETAGN [pc1' Hl.lh 71."
J {ompnomnperr) 03.12,2004
Appicants or aganty Lo rafarencn
r;M- iD1125 IMPORTANT NOTIFICATION !
[ mienatcned agoicatian No. I Etamaiona: Riing oatn (Zapirordajear [ Prociy dalo apmantpeary I
PCT/EP 0311380 _ 14.10.2009 [ 15:10.2002
Appica]
WYETH ai &

L
i. The appficant is hareby notified that this intemationeal Prefiminary Examining Authority tranamits horewith Yhe

in;;rnaﬂanal preliminary examination ropart and its annaxas, i any, esiablishad on tha bitornationat
spplication.

2. Acopy of the repart and itn annoxer, it uny, s being transmitted to the ntematiornl Bureau for
communication to ull the alectod Olfices.

A \Where required by any ol Lhe elected Offices, the Intemational Burenu will prapare an English translation of
the report {(but not of any annaxes) and will imnsmit such transiatian lo those Olfices,

4. REMINDER

Tho applicant must enter the natonal phase belore each alected Qtfica Ly periorming cenain acls {filng
{ranclations and paying national io0s) within 30 months from tha priority date {or Lates [n some Olfices)
(Articio 39{1)) {see also the remindor sem by the intarnational Bureau with Form PCTABA01).

Where a transtation af the international appiication must be furnished to an electod Offica, that translatin
snusi contain a transiation of any annexos to the intematianal preliminary examination report. Rt is the
Wsmpomlbllwhpropnmw lumish such transiation directly lo cach elected Oftice concamed.

For lurther dotalls on the appllcabie time Bmite and requirements of the alacted Officas, sgo Voluma it of the
PCT Applicant’s Guide.

The applicant's attantion Is drawn o Anlele 33(5), which providos that the crivesia of novelty, invenitive
and industrial apphicability daacribed tn Adticle 9312) Lo (4) marely sorve tha purposer of intomasional
preliminary examination and thal “any Conlracting State may rpaly addiional or differant critoria for the
purposes of daciding whathor, In that State, tha claimed inventions is patentabla ar not” (sae also Articta
27(5)). Such addhional cxtoria may rolate, for axample, to exompsions lrom patentability, requirements for
snabiing disciosure, clarity and support for the claims,

e ——

————— ———_--———_—_J
————— T —————

Nuwg and maling adidress of te htamatonal Autnorizea Dificer |
, Esropesn Pzt Oice Digiusto, M i g)\

j Tal. +49 30 2399 - D Tx; 523838 spmu o Tal 140 8D 2300-8162 ‘ j
| —="—  Fax 140 &5 2100 - 4486 | e

Form PCTAPEA 416 Llanuary 2004)

2"




PATENT COOPERATION TREATY ,b’],

PCT

. INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 and Rule 70)

M#hmhﬂaaﬂr;'sﬂﬂ;'-mﬁ Sea Natitcation of Transmizal of lntenatenal
AM-101125 FOR FURTHER ACTION o armination Aapor] {Farm PGTAPEARE)
Inksinutonal apicuiion No. IRIEMANONAY AENG OIS {damtmunthyons) Faiorty dale (oagmormivar)
PCTEP 0311360 14.10.2003 15.10.2002

Internaional Palen] Clasaificatan (IPC) ar hath nationad classification and IPC )

C12Q168

“Apptoam

| WYETH et al

1.  This inlamational prekminary examinatim ropor has been prapared by this hdernational Pretiminary Examining
Auithorlly nndd Bs tramsmitied 1o the applleant Asenaling lo Aticle 38.

2. Tnis REPORT contists of a wialal 6 sheetd, including this covar sheet,
O  Thia reportia also actompaniad by ANNEXES, 1.8. shools of the description, cloims andior drawings which have
baen amended and o the basis for thiz repont anxity sheots containing rectifications made hitore this Authorily
(sae Rula 70.18 anl Scction 507 of tha Acminiatralive Instructions under the PCT).
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Be ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made to the following documents:

(D1) Irit Davidson et al. Avian Pathology, vol. 31, 2002, pages 237-240

2. Novelty

The subject-matter of claim 1, relating to a method for detecting a virus in an avian
lissue sample, is new In the sense of Ardicle 33(2) PCT, because a method wherein
the sample is derived from feathers of the axillary tract is not disclosed in the prior

ant.

For the same reasons, dependent claims 2-168, and claims 17-21, relating to an
isalated avian tissue sample and a genetic material-containing extract, are also novel
{Article 33(2) PCT).

3.  Inventive step

D1 disclosas a method of detecting a virus in a sample, wherein the genetic material
is extracted from the lips of wing feathers, liver and spleen. It is determined that
using DNA from festher tips was more elfective for diagnosis of naturally infected
commercial chickens than using the liver and spleen (see pages 237-238 and table
1).

Fomn PCT/Senaraio Snecthdn [Sheat 1) (EPO-Aprd 100T)
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. . INTERNATIONAL PRELIMINARY Intesnationol application No. PCT/EP 03/11360
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEEY

4.1

The diflerance between the subject-matter of claim 1 and the disclosure in D1 is the
fact that the genetic material is extracted from feathers from the axillary tract.

The prablem to be solvad by the present application is to provide an improved
method for detection of a virus in an avian tissue sample.

Avian virus can be detected In axilary tract feathers at higher levels than in other
feathers and therefore it can be detected in axillary tract feathers according to the
invention when it cannot be detected in other tissue samples, including olher
feathers. At 13 days after vaccination, the mean vitus load for the chicks is up 1o four-
fold greater in the axillary iracts than in the other fsather tracls (see pages 3 and 4,
and figure 10b of the present application).

Nothing in D1 would lead the skilled person to think that the sensitivity of the method
could be increased by using featherss from the axillary tract, Thus, claim 1 Is
considarad 10 involve an inventive concept as required by Article 33(3) PCT.

The same seems to apply to dependent claims 2-16, and claims 17-21, refating to an
isolated avian tissue sample and a genatic material-containing exiract, which are
also not disclosed in the prior art and are capable of being used in the claimed
method, leading 1o an increased senshivity of the same. These daims could also be
considered as inventive {Article 33(3) PCT).

Clarity

Claims 15 and 18 are not clear (Article 8 PCT), as the claimed features, l.e.
fumishing the results of the method in an intelligible format, and recording or storing
the results of the method on an information carrier, are not characlerising features
of the method.

Farm FGT/Zepasate Shoot400 (Shaet 2] (EPO-ASTH 199T)
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4,2 Claims 17 and 19 are not ¢lear (Adicle 8 PCT), because the claimed avian fissue
sample is not characterised by means of technical features.

4.3 Claims 20 and 21 re not clear (Artide 6 PCT), as the claimed teaturas, i.e. storing the
sampla or extract in a form suitable for transport to a separate location, and having
the sample or exiract in a sealed container, are not characteriging features of the
sample neither of the exiract.

Form PCI/5eparate Sheet40d (Sheet 3) (EPO-Aprd 1997)




AN
METODOS DE ENSAYO PARA LA DETECCION DE UN VIRUS EN UNA
MUESTRA DE TEJIDO AVIARIO
SUMEN-OBJ FINALIDAD DE LA INVENCI
La invencifn se relaciona con métodos de deteccién de un virus en una muestra

de tejido aviario, en donde el material genético derivado de las plumas es
probado para la presencia de material genético del virus.
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METODOS DE ENSAYO PARA LA DETECCION DE UN VIRUS EN UNA
MUESTRA DE TEJIDO AVIARIO

Lapresentehverﬁénestéreladmdamnmétodosdeemayoyen
particular, con los mélodos para defectar la presencia de un virus,
especialmente el virus de enfermedad de Marek (MDV), en una muestra de
tejido aviario,

Antecedentes

El virus de la enfermedad de Marek (MDV) es un herpesvirus, que causa
enfermedad linfoprofiferativa en los polios. Incluso después de la
introduccién de vaaunas contra e! MDV, !a infeccién aun causa péniidas
considerables en Ia Industria avicola. El MDV sa divide en tres serolipos,
todos los cuales establecen infecciones latentes. El serotipo | incluye virus
oncogénicos, el virus 2 virus no-oncogénicos y el serotipo 3 induye los
herpesvius de pavo (HTV) (Blolow el al (1976) Zeniraiblatt Mr
Veteringrmedizin, 238, 391-402).

El diagnéstico tradicional de la enfermedad de Marak se basa en los signos
clinicos y alteraciones patolégicas. Sin embargo, serian deseables métodos
més sapecificos para la vigilancia del predominio del MVD. La deteccin del
antigeno viral en el epitelio del foliculo de la pluma mediante la prueba de
precipitacidn de gel agar ha sido descrita por Haider ef al (1970) Poultry
Science, 49, 1654-1657. Los diferenies serolipos se pueden diferenciar
mediants la prueba de precipitacién de gel de agar {Lee ef al (1983) Joumal
of Immunciogy, 130, 1003-1008), pero la sensibiidad de esa prueba es
inferior a la del inmunoandliisis ligado a enzimas (ELISA) y la hibridacién de
ADN (Davidson ef &/ (1986) En: Current Research on Marek's Disease (pp.
311-316). Tallase: Rose Printing Company, Inc).

Las muestras preferidas para el aislamiento del virus 30 las céfulas de
cubjerta amarilla, que pueden ser co-cuitivadas con cultivos de células
primarios susceptibles. E| ensayo inmunoflucrescente (Kitamoto et af
(1979). Biken Joumal, 4, 137-142) o ELISA (Cheng et a/ (1984) Avian
Diseases, 4, 900-911) se puede usar para la identificacién posterior del



serotipo del MDV. Altemativaments, el serotipo pued ser identificado
mediante el andiisis de endonucleasa de restriccion (Ross ef &/ (1983).
Journgl of General Virology, 64, 2785-2790) o la reaccitn en cadena de
polimerasa (PCR) (Wang et a/ (1893} Molscular and Cellular Probes, 7, 127 -
131. La hibridacién in situ se ha usado para la deteccidn del genoma del
MDV en tefido infectado (Endoh ef af (1896) Jouma! of Veterinary Medical
Scienca, 58, 969-978; Ross et al (1997) Journal of General Virclogy, 78,
2191-2198), pero esta técnica es probablemente demasiado laboriosa para
los diagndsticos de rutina. (Davidson et a/ (1995) Avian Pathology, 24, 80-94;
y Davidson ef a/ (1986) En: Cument research on Marek's disease.
Procesdings of the 5* Intemational Symposium on Marek’s Disease (pp-
311-316). Tallahassee: Rose Printing Company, Inc), aplict técnicas de PCR
especificas del serolipo 1 de MDV 8 muesiras de sangre entera y de tejido
tumoral de bandadas comerciales de polio y pavo, la mayoria de las cuales
tenian enfermedad neoplastica. Wang et a/ (1893) Molecular and Ceilular
Sondss, 7, 127-131; Young, P. & Gravel, J. (1996) En Current research on
Marei’s disease. Proceedings of the 5" Intemational Symposium on Marek’s
Disease (pp. 308-310). Tallahassee. Rose Printing Company, Inc.; y Silva,
RF. & Witter RL. (1886) En Curren! rescarch on Marek's cisoase.
Proceedings of the 5 intemational Symposium on Marek’s Disease (pp.
308-310). Tallahassee: Rose Printing Company, Inc., aplicd un protocolo de
PCR especifica del serotipo 1 de MDV a varics tefidos de polloa inoculados
experimentatmante con ia cepa JM/102.

Handberg et al (2001) Avian Pathology 30: 243-249 describe el uso de PCR
especifica de serotipo 1- y serofipo 3- pera la deteccién del MDV en pollos.
Las muestras de tejido fueron tomadas de la sangre (células de cubierta

amarilla), bazo, higado, piel, exiremos de plumas y ovarks.
Descripcién de Ia Invencibn

La presente invencién provee métodos adicionales pera la deteccion de un
virus, especiaimente MDV, en muestras de tejido aviasio.

En un primer aspecto la invencién provee un método para la deteccién de un
virus en una muestra de lejido aviario que comprende: extraer material
genético de una muesira de tejido avigrio; y probar el material genélico
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extraido para detectar cualquier material genético del virus; caracterizado en
que la muestra de tejido aviario se deriva de una o mas piumas del tracto
axilar.

Usando muestras de plumas |a prueba se puede realizar en animales vivos.
El muestreo de plumas es simple, rdpido y priclico en condiciones de
campo. Las muesiras de plumas se puedsn colocar en un contenedor
adecuado y se pueden prober inmediatamente o aimacenar para futuras
pruebas, segln se desee. En coniraste, el muestreo de sangre requiers
gran cuidado para evilar la formacién de codgulos de sangre, incluyendo el
transporte de la sangre a condiciones frias controladas. La coagulacion de
sangre conduce a resuliados cde pruebas negativos. Las muesiras de
organos inlernos, lales como muestras de bazo y tumores deben
transportarse en hielo hiimedo, lo que no es prictico a condiciones de
campo.

Al seleccionar plumas del tracio axiiar de las cuales se deriva una muestra
de tejido, [a invencion provee ventajas significativaa sobre los métodos
conocidos que toman muestras de tejido de diferentes partes del ave.

Sorprendentemente, hemos encontrado que el virus se puede detectar en
las plumas del Iracto axilar en niveles més alios que en otras plumas, y por
lo tanto, el virus se puede detectar en Ias plumas del tracto axilar segin la
invencibn cuando no se puede detectar en otras muestras de tejido,
incluyendo otras plumas. En consecuencia, los métodos de 1a invencion son
particiarmente adecuados para monitorear la extension a ja cual una
manada de aves ha sido inmunizada efectivamente con vacuna de MDV,
mediante la deteccién de |a presencia de la cepa de vacuna en Ias muestras
de tejido de las piumas del tracto axiler.

Por "aviario” incluimos cualquier péjaro, pero preferiblemente péjaros que se
producen comerciaimente, especiaimente avicultura tales como polies,
pavos, patos, etc.

Por *plumas del tracto axiltar” incluimos el significado de las plumas
localizadas en la regién de un pdjaro marcado “axilarmente” en el diagrama
de emplumado scompaiiante (Figura 1). Preferiblemente, la pluma del tracto



axdlar seleccionada en una "pluma cafnén®, esto es, una pluma inmadura en
crecimiento. El término "piuma cafién" serd familiar para los expertos. Por
ejemplo, van Tyne J & Berger Al (1959) Fundamantais of Orhithology, John
Wilay, New York se refiere a una pluma cafién como “una pluma nueva, en
crecimianto, aun no totaimente desenfundada®. Lucas AM & Stettenheim PR
(1972) Avian Anatomy, Integument Part 1, US Government Printing Office,
Washington, pp 198-200 observa "La nueva pluma estd estrechamante
desplegada dentro de una vaina mientras se forma. En la madida en que
aparsce sobre la piel, tiene una forma cénica larga con una punta chata y
una superficie ligeraments mimeda. Una pluma en este estado en cualquisr
generaciéin es usuaimente llamada pluma cafién”. (Ver también Figura 1(a),
que es tomada de Lucas & Stitenheim (1972)).

Preferiblemente, las plumas del tracto axilar son tomadas de poliusios que
son ventajosamente de menos de un mes de edad.

En una realizacién preferida, el método se realiza en muestras tomadas de
polluelos sobre los o antes ds 13 dias de posi-inmunizacion, preferiblemente
entre 8 dias a 12 dias post-inmunizacin, mas preferiblemente entre 8 a 11
dias postinmunizacién, i.e., en los dias 9, 10 u 11 post-inmunizacién.

Preferiblemente, el mélodo provee informacion cuantitativa sobre la cantidad
de virus, especiaimente MDV, en la muestra.

Preferiblemente, el métodos es especifico para ef serotipo 1 de MDV, y mds
preferiblemente el método es especifico para la cepa CV1I 988 Rispens de
MDV-1, La ditima cepa en una cepa de vacuna comercia! producida por Fort
Dodge, |A, USA, que estd disponible en el American Type culture Collection
(ATCC), Mannassas, VA, USA.

Ventajosamente, el método involucra el uso de una reaccion de PCR.
Preferiblemente, antes que dicha reaccién de PCR se lleva a cabo, el
material genético extraido a ser probado es tratado con un agente para
superar el efecto inhibidor de cualquier factor de lejido de pluma que pueda
estar presente. Este efecto inhibidor parece eslar asociado con la melanina
¥ puede, por consiguiente, ser un probleme particular cuando las plumas de
aves cafés son muesireadas. Preferiblemenis, el agente es seleccionado de



uno © més de abimina de suero bovino; albumina porcina (cerdo); y
albumina ovina (oveja).

Los experios sabrdn de un rango de métodos de deteccidn para detectar
material genético viral, especiaimente MDV, que se podria usar en los
métodos de Ia invencidn, tales como los métodos de Handberg et a/ (2001)
supra. Un meétodo particularments preferido para detectsr le cepa CVI 988
de MDV-1 es ol siguiente:

)

(i)

(u)

{iv)

proveer plantillas delantera y reversa para una polimerasa de
écido nuciéico, cuyas plantilas son seleccionadas de la
secuencia de nudebtido que flanquea la secuencia de
nucledtido de repeticién de 132 bp de MDV;

amplificar las secuencias de dcido nuciéico entre las plantillas;

detectar el mimero de secuencias de repeticion de 132 bp en
las secuencias de dcido nucléico amplificado; y

relacionar al nimero de sacuencias de repelicion de 132 bp
con la identidad del 4cido nuciéico viral y de esta forma,
identificar el tipo de MDV en la muesira de tejido, copias
multiples de Ia secuencia de repeticidn de 132 bp que son
indicativas de la cepa CVI 988 de MDV-1.

Un método cuantitativo preferido para uso en la deteccién de MDV segun la
prasents invencién comprende:

(a)

(b)

proveer una secuancia de polinucledtido que es capaz de ligar
especificamente a un polinucledtido objetivo especifico de
MDV;

contaciar el material genético extraido con una sonda, de esta
forma la sonda se liga especlficamente a su pofinucledtido
MDYV objativo;

\\.;'é



(c) determinar si [a sonda se ha ligado a su polinuciedtido de MVD
objetivo; y

(d) detemminar si la muestra contiene MDV con base en que la
presencia del polinucledtido objetivo indica !a presencia de
MDV en la muestra.

El paso (d) provee preferiblemente una determinacién cuantitativa de la
cantidad de virus en la muestra. '

Ventajosamente, el paso de determinar si la sonda se ha ligado a un
polinucledtido objetivo comprende amplificar una regién del polinuclestido
objetivo, cuya regién comprende el sito de ligamiento de la sonda.

Preferiblemente la sonda tiene la secuencia 5’ AGA CCC TGA TGA TCC
GCA TTG CGA CT 3' (SEC ID No. 1).

Preferiblemente, la amplificacién es emplantillada mediante las siguientes
plantilas:

La plantilla delantera (GGT CTG GTG GTT TCC AGG TGA = SEC 1D No. 2)
que esté locallzada en las posiciones NT 1341-1381 en la secuencia del gen
Meq de cepa GA.

La cepa GA (Georgla) fue un aislado 1964 de Georgia, a partir de un tumor
de ovaric. Referencia: C.S. Eidson & S.C. Schmittle (1868). Studies on
acute Marek's disease. |. Characteristics of Isolate GA in chikens. Avian
diseases 12; 467-476.

Le plantilla reversa (GCA TAG ACG ATG TGC TGC TGA - SEC ID No. 3)
esté localizada en las posiciones NT 1413-1393.

Ventajosamente, la sonde estd marcada fluorescentemente y el paso de
detarminar si la sonda se ha ligado a un polinuciedtido objetivo, comprende
la determinacion de las emisiones fluorescentas de la sonda.
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Dos colorantes fluorescentes son introducidos e la proximidad fisica
mediante conjugacién directa en los extiremos opuestos de una sonda oligo
corta (florocromo reporiero 5', usuaimente 6-FAM, y flurorocromo
neutralizador 3', usuaimente TAMRA). Cuando el fluoréforo de alta energia
(FAM) es excitado a 488 nm, en lugar de la emisién de fluorescencia
esperada a 520 nm, la energia capturada es transferida al fluoréforo de
menor energia (TAMRA) y es emitido a 580 nm (la transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia, FRET, ha ocurrido). Usando la combinacién
fliucresceina/rodamina  reportero/neutralizeador, |8 FRET  ocurrird
efectivamente inciuso cuando [os grupos estdn separados a 25-30 bases de
ADN. Durante el curso de un ensayo de TagMen™, los dos fluoréforos
esién fisicamente unidos entre si mediante la accién de la 5'-nucleasa de ia
polimerasa de ADN Taq - después de lo cual la estimulacién a 488 nm
produce una emisién FAM a 520 nm.

Las sondas marcadas dusles usuaimente lienen un colorante 5'-reportero,
tal como FAM, TET, HEX, JOE o VIC, y un grupo 3-neutralizador, tal como
TAMRA o Dabcil (un neutralizador universal).

Los marcadores fluorescentes adecuados estdn dentro del conocimienio
general de {0s experios. Los sigulentes reactivos estan disponibles en
Sigma-Aldrich, UK: estantes HEX para hexacloro-fluoresceina; estanias para
tetracioro-flucresceina; Joe es 8~carboxi-4',5’-dicloro-2', T'-
dimetoxifluoresceina; ROX es 5-carboxi-Rodamina; dabcil es écido 4-{(4-
(dimetllaminoffeniljazo)benzdico.

Las ostructuras y la Informacién adicional sobre todos estos estdn
disponibles en el sitio web de sonda molecular www.probescom El
coloranta VIC esta disponible en Applied Biosystems.

6-FAM = 6-carboxdflucresceina; (una fosforamidita); colorante amarillo-verde;
absorbancia méxima = 484 nm, emisién méxima = 525 nm.

HEX = una fosforamidita; colorante rosado; absorbancia mdxima = 535,
emision mdxima = 556.
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TET = una fosforamidita; colorante anaranjado; absorbancia maxims = 521,
emision maxima = 538,

VIC = absorbancia mdxima = 538, emision méxima = 554,
JOE = absorbancia méxima = 521, emisién mdxima = 547.

TAMRA = B6-carboxi-tetrametil-rodaming; absorbancia mdxima = 558,
emisién mdxima = 580.

Dabeil = absorbancia méxima = 453, emisién no mdxima (neutraizador
universal).

De la descripcidn anterior serd aparente que un aspecio importante de fos
métodos de la invencion es el uso de muestras de tejido aviario que son mds
convenientes y (tiles que las muestras de tejido aviardo usadas
anterfiomente para detsclar la infeccion viral, especialmente MDV. En
consecuencia, aspectos adicionales de la invencion se relacionan con la
provisién de muestras de tejido aviario.

En un segundo aspecto, la invencidn provee una muesira de tejido aviario
aislada de una o mas plumas del tracto axilar.

Por “aislado” inciuimos el significado que |a muestra de tejido estd fbre de
una cantidad sustancial del material con ef cual eatd normaimente asociada
en la naturaleza. Por ejemplo, ia muestra de tejido se puede almacenar en
un contenedor, o puede derivarse de la pluma dsl tracio axlar original
mediante una varedad de mélodos de aislamiento; extraccién y/o
purificacion.

Preferiblemente, 1a muestra de tejido aisiado consiste de la porcién proxima
(la porcién no barbada que estd unida a la piel, y que contiene la pulpa - ver
figuras acompafiantes). En consecuencia, se prefiere que la porcion
prédxima de la pluma del tracto axilar sea aislada de la porcidn distal
(barbada) de la piuma. Esto se logra faciimente cortando la porcién proxima
de la pluma con un par de {jeras y descartando ia porcion distal.



En un tercer aspecto |a invencién provee un extracto que contiene malerial
genstico de una muestra de tejido aviario, en donde el extracto es tomado de
una muestra de 1ejido como se deacribié con relacién al segundo aspecto de
la invencién.

Se apreciard que las muestras segun el segundo y tercer aspectos de Ia
invencién, pueden Sser recoleciadas y/o preparadas en el campo, O
transportadas a una ubicacién separada, tal como un laboratorio, para la
preparacién y prueba. Asi, aspectos adicionales de la invencion se
refacionan con muestres de acuerdo al sagundo y/o tercer aspecto de la
invencién, almacenadas en una forma adecuada para transpofte a una
ubicacién separada,

Las plumas podrian almacenarse completas (e.g., en tubt':s de plastico
universal Sterilin de 20 ml), o0 deapués de cortar la porcién prédxima requerida
para |a preparacion del ADN (e.g., en tubo Eppendorfl de tapa de presién o
tubo de tapa de atomillar de 1 mi). Alternativamente, las plumas podrian ser
almacenadas en bolsas plasticas selladas al calor o ajustadas. Para
almacenamiento a corto plazo (e.g, 1 semana), las plumas podrian
almacenarse a 4°C, pero para perfodos de almacenamiento mayores, se
deben aimacenar congeladas s -20°C.

El ADN se debe almacenar a -20°C en tupos Eppendorf de tapa de presién o
tubo de tapa de atornillar de 5 mi o0 1.5 mi, en amortiguador de Tris-EDTA o,
si el ADN se usara en el andlisis Tagman, en agua porque el EDTA inhibird
la reaccion de Tagman.

Ventejosaments, los resultados de los métodos son proveldos en un formato
inteligible. Preferiblemente, los resuitados son registrados o almacenados
en un portador de informacion. Sin embargo, el paso de proveer los
resultados podria ser mediante la comunicacidn de l0s resulftados oraimente.

Por “portador de informacién” incluimos cuaiguier medo de almacenamiento
de informacién, como papel, un disco ds computadora;, un sistema de
transferencia de informacién basado en la Internat; como un e-mail o pégina
de Intemet, o archivo electrdnico, etc. Por supuesto, un “formato inteligible”



también pretende incluir informacién encriplada que puede ser descifrada
con una llave aproximada.

Ejemplos que realizan ciertos aspectos de la invencidn se describirdn shora
con referencia a las siguientes figuras, en las cuales:

La Figura 1 (8) muestra el desamollo de las plumas sobre Ia piel, durante las
primeras cuatro generaciones. Un circulo indica una pluma que avin ests
¢reciendo; un punto, una pluma que ha crecido totalments.

La Figura 1(b) es un diagrama del patrén de emplumado en pollos, que
muestra el tracto axilar.

El tracto axilar descansa sobre la parte inferior dal polic y se extiende, en
cada lado, desde el cusilo inferior al sbdomen superior, por debajo de las
alas y a lo largo de la pechugs. La Figura 1 es tomada del Gbro "Bird
Structure: An approach through evolution development and function in the
fowt'. D.A. Ede, Publisher:Huichinson Educationsl, 1984, El patrén de
empiumado es el mismo en todas |as aves.

Las figuras 2(a) a 2(d) son fotogrefias de las plumas del tracto axiar y
acercamientos de plumas individuales que muestran porciones gue son
relanidas para provesr muestras de tejido de acuerdo con la invencion. Las
figuras 2(a) y 2(b) demuestran las plumas del tracto axilar. Las figuras 2(C} y
2(d) demuestren la parte de la pluma tomada para andfisis.

Figura 3.

Muestra una respuesta de dosis de vacuna del serotipo CVI888 segiin se
detectd mediante las plantillas Meq (producto de 78 bp) con técrica Tagman.
La vacuna CVI9B8 se recolecid de un vector de cromosoma artificial

bacteriano (BAC).

Este oxperimenio se realizd para probar/optimizar el uso del conjunto
planiilla’sonda Meq Tagman. Se us® ADN de BAC10 como el ADN objetivo
porque se conocid que contiene muchas copias del genoma viral



Se us6 el ensayo de Tagman pare detectar el gen Meq en el ADN desivado
del genoma del virus Rispens clonado en un Cromosoma Artificial Becieriano
(BAC10). Se usd ADN en diluciones a 10 veces. Durante cada ciclo de
PCR de tiempo real, el reportero fluorocromo FAM es liberado y es capaz de
fluorescer. Por lo tanto, con cada ciclo, la intensidad de la fluorescencia
aumenta. E! vaior Ct (et ciclo en e! cual la fluorescencia pasa un umbral
filado) es una medida del inicio de nimero de copia de la secuencia objetivo.
A menor valor de Ct, mayor es el inicio del nimero de copia de la secuencia
objetivo. Un valor de Ct de 40 indica que no ss presentia una secuencia, o
se presenta una canidad indeteclable de secuencia objstivo. Esta figura
muestra que (as dilucionas do asta preparacién da ADN entre 1:10 y 1:10000
produjeron una cantidad defeciable de producio de PCR ds Meq. El valor de
Ct aumenta lineaimente con ADN diluido incrementaimente.

Figura 4:

Respuesta de doais de la vacuna CIV398 en fibroblastos de embriones de
polio (CEF) y cromosomas artificieles bacterinles (BAC). Este experimento
se realizd para probarfoptimizar el uso del conjunio plantila/sonda Meg
Tagman sobre el ADN derivado de las células infectadas de Rispens-MDV.

Se usl el ensayo de Taqman para deteciar el gen Meq en of ADN derivado
de BAC10, y en el ADN derivado de las células de fibroblasto (CEF} de
embrién de pollo infectadas de Rispens-MDV. Se usé ADN en dilucionas a
10 veces. Esia figura muestra que tanto para el ADN de BAC10 como para
el ADN de CEF Rispens-infectadas, el valor de Ct aumenta linealmente con
ADN diluido incrementalmente.

Figura 5;

Respuesta de dosis de la vacuna CI\V998 en bazo de pollo y CEF. Este
experimento se reafizd pera probar/optimizar el uso del conjunto
plantiia/sonda Meq Tagman sobre el ADN derivado da {as muaestras de
lejido de polios infectados de Rispens-MDV.

Se usd el ensayo de Tagman para deteclar ol gen Meq en el ADN de un
bazo de un poliuelo inoculado Rispens (11 dpi), y un poliuelo no inoculado
de la misma edad. El ADN de las células Rispens-CEF infectadas se usd
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como un control positivo, El ADN se usd en diluciones a 10 veces de
patrones de mg/ml y se usd 1 ul por reaccion. Aunque ios velores de Ct
pare el ADN de bazo no inoculado fueron menores de 40, claramente no
aumeniaron con concentraciones en aumento de ADN. Sin embargo, la
deteccion de Meg en el ADN de bazo inoculado aumento significativamente
por encima de la ifnea de base cuando se usd ADN puro, © a una ditlucién
1:10.  Asi, esiablacimos que, para el andlisis de ADN tomedo de las
muestras de tejido de polluelos inoculados de MDYV, usariamos 1 ul de ADN
de un pairén de 1 mg/ml (ie., 1 ug) de ADN por reaccién,

Figura 6:

Tiempo-curso de replicacion de la vacuna CVI988 en plumas de pollo que
demuesira la replicecion pico a los 15-20 dias post infeccibn. Este
expefimento se realizé para seguir el tiempo-curso de !a infeccion de MDV
Rispens en tractos axileres de pluma de polluelos inoculados mediante el
ensayo de Tagman.

El ensayo de Tagman se usd para detectar el gen Meg en el ADN preparado
a partir de puntas de plumas de poliuelos a O (inoculado), 10, 15, 20 y 28 dpi
post inoculacién con Rispens. Se muestred un grupo de cinco poliusios en
cada tiempo-punto (cuatro polluelos a 0 dpi). Se usd 1 ug de ADN en el
ensayo de Taqman. Los valores medios de Ct para cada grupo son
praficados. Los valores de Ct disminuyen de 0-15 dpi, luego aumentan de
nuevo de 20-28 dpi, moatrando un pico de infeccion de 15-20 dpi.

Figura 7.

Este experimenio se realizé para seguir el tiempo-curso de infeccién
Rispens-MDV en tractos axilares de pluma de poliuelos inoculados por PCR
de repeticién de 132 bp.,

Ei ADN fue preparado a partir de puntas de piumas de polluelos inoculados
de Rispens a 0 (inoculedo), 10, 15, 20 y 28 dpi. Se muestired un grupo de
cinco poliuelos en cada tiempo-punto (cuatro poliselos a O dpi). Se usd 1 ug

9



de ADN en 1a PCR (incluyendo 10 pg de BSA por reacci6n) y las muestras
corrieran en un gel de agarosa al 1% que contiene bromuro de etidio.

(M) = marcadores de tamafio molecular Lamda, (-) = agua (control negativo),
(+) = ADN Rispens BAC10 (control positivo). Los dfas post infeccién estén
indicados por debajo de los gelss.

(a) Para confirmer la calided de PCR y la cantidad de cada muestra de ADN,
se realizd la PCR para detectar una secuencia de retrovirus enddgeno
presente en todas las células de pollo. El producto de retrovirus endégeno
de 360 bp sa detecid en lodas las otras muestras de pluma gue confirmar la
calidad de PCR de cada una de las muestras.

(b) Se realizd Ia PCR de repeticion de 132 bp. La pista mercada (+) muestra
los productos de PCR de escalera de repeticiéon de 132 bp obtenidos con
Rispens BAC10 - se distinguen claramante sels copias. El control negativo
no muesira productos de PCR, como o hacen ires de los cuairo poliuslos
Iinaculados. Ef cuarto poliuelo inoculado muestra una banda de producto
tenue equivalents a 2 copias de la repeticién, que indica que el poiluelo fue
infectado por contacto por los polluslos inoculados albergados en la misma
habitacién. Todos los poliuelos inoculados fueron repetidos a 132 bp a 11,
15, 20 y 28 dpi. El producto de PCR que representa un cierto nimero de
copia de repeticién predomind en muchos casos, y el numerd de copias
representado por ests producto predominante vari® entre muestras. Esio
indica que los sub-clones del virus in6culo, con un conjunto de nimero de
repeticiones, se voivid pradominante en diferentes polluelos.

Figura 8:

Grifica muestra una curva estdndar para la reaccion de gen Meq usando
ADN Rispens BAC10.

40
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Figura 9:

Gréfica que muestra una comparacidn de carga de virus Rispens en
diferentes tractos de piumas de poliuelos individuales en (A) 8, (B) 13, (C} 19
y (D) 26 dias post vacuna.

Figura 10.

Grafica que muesira la carga de virus Rispens en diferentes tractos de
pluma determinados mediante PCR de tiempo real pars el gen Meg
graficado como (A) en una escala logaritmica y (B) en una escala lineal. Los
valores medios (+SEM) para cuatro poliuelos vacunados.,

EJEMPLO 1: Ensayo de PCR cuantitativo para MDV-1

La PCR cuantitativa de Tagman™ es una técnica estableckia usada para
cuantificar la cantidad de PCR objetivo de inicio mediante la determinacion
del nimero de ciclos de PCR requeridos para alcanzar el umbral de
fluorescencia (dsfinido matematicamente por el valor Ct), Un mayor numero
de copla de secuencia objetivo en la muestra requiere més pocos ciclos de
PCR para alcanzar el umbral de Ct.

Las plantillas y sondas de Tqman fueron disefiadas a partir de la sacuencia
del gen Meq de la cepa GA de MDV (ver méds adelante). Esla secuencia
estd publicada en: Jones D, Lee L, Liu JL, Kung HJ, Tillotson JK. El virus de
la enfermedad de Marsk codifica un gen de cierre zipper bdsico de leucina
que reensambia los encdganos fosfjun que astan atamente expresados en
los tumores linfoblastoides. Proc Netl Acad Sci USA, 1992 Mayo 1;
89(9):4042-6. El No. se acceso de secuencia es: M89471 (SEC ID No. 9).
Se usé el software "Primer Express® de Applied BioSystems para selecclonar
las secusncias de plantilla/sonda dptimas a partir de la secuencia Meg.

Las plantillas especificas usadas en este andlisis multipican a 73 bp la
secuencia en el gen meq del virus de MDV del serotipo 1. Esta regién es
comun tanto para cepas de vacuna como aislados en campo.
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Los experimentos describieron el uso de la vacuna CVI 988 como un
ejempio del virus de la enfermedad de Marek del serotipo 1. Los resultados
se puaden aplicar a todos los virus de Marek del serotipo 1 porque se
conserva el drea de la secuencia en que las plantillas estdn dirigidas en
contra, en los virus MDV del serotipo 1.

Protocalo para el anéfisis de PCR del gen Meq de Tagman™ en muestras de

extremos de piuma.

f.  Matorjales requeridos:

Reactivos:

o Amortiguador TNE (almacenado a temperaiura ambieme) contiene Tris
{10 mM), NaC! (150 mM), EDTA (1 mM) y el pH es ajustado a pH 7.5

usando HCI.

e Solucitn al 10% de Dodecil sulfato de sodio (SDS) {(almacenada a
temperatura embiente)

¢ Proteinasa K (polvo lioflizado de Sigma #P-8556, y prepare un patrén de
20 mg/mi en agua, aimacenada a -20°C.

» Fenol pH 7.9 obtsnido en Sigma (No. de catdlogo P-4557) almacenado a
4°C).

¢ Cloroformo (almacenado a -20°C)

¢ Acetsto de Sodio 3M pH 5.2 (slmacenado a temperatura ambiente)
o Etanol puro filtrado (almacenado a temperatura ambiente)

¢ Etanol frio el 70% filtrado (aimacenacdio a 4°C)

o Agua de calidad PCR
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o Agua de cafided PCR que contiene 800 ug/ml de Albimina se suero
Bovino (BSA), filtrada

e Hielo
 Reactivos de niicleo de PCR Tagman™ — amortiguador de Tagman™,
MgClz, dNTPs, polimerasa Taq, Uracl N-glicosilasa (Perkin Elmer

Biosystemns)

Plantila delantera de Meq 5' GGT CTG GTG GTT TCC AGG TGA 3'
(SEC ID No. 2) (MGW Biotech)

Plantilla reversa de Meq 5’GCA TAG ACG ATG TGC TGC TGA 3' (SEC
ID No. 3) (MGW Biotech)

Sonda de Meq 5' FAM AGA CCC TGATGA TGG GCATTG CGACT 3
(SEC ID No. 1) TAMRA (Sigma-Genosys Lid)

{(FAM & TAMRA son las etiquetas flucrescentes)

6-FAM = B-carboxifluoresceina; (una fosforamidiia), colorante amarilio-
verde; absorbancia méxima = 494 nm, emisién maxima = 525 nm.

TAMRA = 6-carboxi-tetramefil-rodamina; absorbancie méxima = 555,
emisibn maxima = 580,

Las sondas marcadas 5'-FAM-3'-TAMRA esian disponibles en: Sigma-
Genosys Litd. (London Road, Pampisford, Cambridgeshire, CB2, 4EF,
UK, Tel. 01223839200).

Las sondas marcadas 5'-VIC-3-TAMRA estédn disponibles en: Applied

Biosystems Lid. (Kelvin Close, Birdwood Science Park North,
Warmington, Cheshire, WA3 78P)
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Otros proveedores son:

» Integrated DNA Technologles (IDT) 1710 Commercial Park, Coraiville,
1A, 52241, USA.

o Oswell Ressarch Products Lid.. Lab 5005, Medical and Biological
Sciences Building, University of Southhampton, Boldrewood, Basset
Crecent East, South Hampton, SO16 7PX, Tei: 02380 592984

Equipo

« Tubos universales de plastico de 20 ml Sterirfin

o Tijeras & forceps limpios

» Bafio de agua ajustado a 50°C

e Micro centrifuga

s Tubos Eppendorf de tapa de presién sanp cap de 1.5 ml (puestos en
autociave)

s Tubos Eppendorf screw cap de 1.5 ml (puestos en autoclave)

e Tubos Eppendorf sanp cap de 0.5 mi (puestos en autociave)

e congelador al vacio (no esencial)

o Especirofolémetro

o Gabinete de PCR dedicado, pipetas y punias seliadas

» Placa de PCR de 86 agujeros Thermo-fast y tapas (Perkin Eimer/Applied
Bicsystems)

e Detecior de Secuencia ABI Prism 7700 (Perkin Elmer/Applied
Biosystems)

2  Recoleccion de Jas pjumas:

o Desplume de 8-10 plumas “caiién” (plumas nuevas en crecimiento,
cortas con la totalidad de la puipa) del trato de pluma branquial de cada
pollo (ver figuras).

« Cologue las plumas en un tubo "universal® de pldstico para fransporiarias
de vueiia al iaboratorio.




Corte y guarde 1 cm préximo de la piuma (l.e., la parte no barbada que
estd unida a ia piel y que contiene ta pulpa ~ ver fotografias). Descarte
la parte distal barbada de Ia pluma.

Para cada pollo, coloque de 8-10 extremos de plumas guardadas, en un
tubo Eppendorf de tapa de presion de 1.5 ml.

Adicione 500 pl de amortiguador de muestra de proteinasa K
(amartiguadior TNE que contiene SDS al 0.5%) que contiene 100 ug de
proteinasa K (adicions |a proteinasa justo antes de uso).

Iincube a 50°C en un bafo de agua por 1.5-2 horas

Microcentrifugue los tubos (6000 rpm, 10 min) pamm “pelelzar los
extremos de (as plumas & desechos.

Transfiers los sobrenadantes a un nuevo tubo de tapa de presion (si las
plumas eran de péjaros cafés, los sobrenadanies serén cafés debido a la
presencia de melanina),

Adicions un volumen igual (500 ui) de fenol al sobrenadante de nuevo.
Vortices

Centrifugue a 13000 rpm, 2 min.

Transfiera la fase superior (acuosa) a un nuevo tubo de tapa de presién.
Adicione un volumen igual (500 ul) de fenol al sobrenadante de nuevo.

Vorticee.

Centrifugue a 13000 rpm, 2 min.
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* Transfiera la fase superior (acuosa) a un nuevo tubo de tapa de presitn.
o Adicione un volumen igual (500 pl) de cloroformo frio.

o Vorticee

» Centrifugue a 13000 rpm, 2 min.

o Transfiera |a fase superior a un tubo de tapa de atomillar de 1.5 mi.

» Adicions 1 mi de etanol al 100% filtrado.

o Adicione 50 pl de Acetato de Sodio 3M.

o Mezcle cuidadosamente inviriendo el tubo, y déjelo a temperatura
ambiente por 20 minutos (el ADN se volverd visible en la medida en que
se precipita).

s Centrifugue a 13000 rpm, 2 minutos, para peletizar el ADN (si se usaron
polios blancos, ef peist serd blanco; si se usaron pollos cafés, pelets
café).

o Descarte el sobrenadante.
» Enjuague el pelet dos veces con 500 ul de etancl frio al 70%, para comer
cuidadosamente el etanol hacla abajo del tubo, luego vierta (tenga

cuidado de no remover el pelet de ADN).

o Cubra el exiremo abierto del tubo con Parafiim, y haga varios huecos de
puncién en la Parafilm usando una aguja.

o Coloque los tubos en un secador al vacio por aproximadaments 5
minutos para secar e! pelst (altemativamente saque con aire).

Re-suspenda el pelet en 50 j de agua de calidad PCR mediante vorticeado
cuidadosamente.



Delermine ia concentracién de [a preparacidn de ADN usando un

espectrofolémetro.

Ajuste la concenlracion a 1 mg/ml en agua.

Almacene a -20°C.

4.  Ensavo de PCR cueniitalivo TagMan™ (Perkin Elmer Biosystems)

o Ajuste [as reacciones en un gabinete dedicado de PCR, usando pipetas
dedicades de PCR y puntas selladas,

o Trabaje en hielo.

e Propara una mezcla master gue contiene (08 siguientes reactivos para el
numero apropiado de muestras — ajuste reacciones dupficadas pera

cada muestra (volimenes dados por reaccion):
" " Componente | Volumen por 25 nlde | Concentracién Final
reaccion
Amortiguador Tagman 254 —
MgCl; (5SmM) 50w 1.0mM 7
| dATP (10 mM) 0.5l 0.2mM
[dCTP (10 mM) 0.5l 02mM
(dGTP (10 mM) 0.5 0.2 mM
dUTP (10 mM) 0.5 pl 0.2 mM
Agua que contiene 800 116 ~1.0 ng BSAreaccion
ug/mi de BSA
"Sonda de Meq (10 uM) 0.5 pl 0.2 uM
|Plantiia Delaniera de ' 104 0.4 M
Meg (10 uM) N
Plantlla reversa de 1.0p 0.4 M |
Meq (10 pM)
Pol de ADN Gold Taq 0.13 26 Umi
(SUfl)
Uracil  N-glicosiiasa 025 10 Uimi 7

(1U/l)




Vorticee para asegurar completo mezclado.

Coloque una placa de PCR Thermo-~fast en un sujetador de placa sobre
hielo, y adicione 24 pl de mezcla master a cada agujero a ser usado.

Adicione 1 pl de agua puesta en autoclave, a agujeros de control sin
patrén (NTC) y cubra esios agujercs anies de abrir cualquier muestra de
ADN.

Adicione 1 pl de ADN de control positivo (= 1 ul de 1 mg/ml de
preparacion), e.g.. ADN de CEF infectades de Rispens & ios agujercs
adecuados y cubra estos agujeros,

Adiclone 1 pl de muestra de ADN (= 1 pl de 1 mg/ml de preparacién) a
los agujeros apropiados y cubra.

Brevemente puise la piaca en ia centrifuga.
Coloque Ia placa en el Detector de Secuencia ABI Prism 7700 (Applied

Biosystems) y ajusta ia computadora para leer la fluorescencia FAM
(sonda de Meq), corra las muestras,

Parémetros de Termociciado
50°C 2min

95°C 10 min

94°C  15sec)x 40

60°C 1 min)

Analice los datos usando Microsoft Excel ~ para cada muestra habra un
valor do Ci (el cicdlo de PCR en el cual la cantidad de prochxcio
fluorescente es detectada primero sobre el nivel de linea de base);
calcule el valor de Ct medio para duplicados de cada muestra de ADN.



Los resultacios del experimento anterior se muestran en la Figura 6.
Notss

La piantilla delantera (GGT CTG GTG GT CC AGG TGA - SEC ID No. 2)
estd localizada en las posiciones NT 1341-1361 en la secuencia de! gen -
Meq de la cepa GA. La plantilla reversa (GCA TAG ACG ATG TGC TGC
TGA - SEC ID No. 3) estd localizada en las posiciones NT 1413-1393. La
sonda se disefld para cocerse espeacificamente entre las dos plantillas sobre
la secuencia objetiva de Meq (Ver Figura 8).

Durante la PCR, ia sonda fluorogénica se liga entre las dos plantillas, y
durante cada ciclo de extensidn, la actividad de nucieasa 5 de la polimerasa
Taq cliva |a sonda, liberando el FAM flucrocromo reportero que es luego
capaz de fluorescer. Por lo tanto, con cada ciclo, la intensidad de
fluorescencia aumenta, E! valor de Ct (el ciclo en &l cual la fluorescencia
pasa un umbral fijado) es una medida del mimero de copia de partida de la
secuencia objetivo; a mayor nimero de copia de partida, menor valor de Ct.

Uso de Albimina de Suero Bovino durante la PCR. los tejidos de pluma
{especiaimente ios da polios cafes) contiensn melanina, que 56 ha mostrado
quse es inhibidora de |la PCR. E! uso de BSA en la reaccién supera esta
inhibicion inducida por melanina. Los experimentos se realizaron en polios
calés. La adicién de BSA siguid el método de Giambemardi el a/ (1998)
Biotechniques 25: 564-8.

EJEMPLO 2: Método para detectar Ia cepa MDV-1 especifica
(vacuna CVi 988)

Este ejemplo de la invencion estd relacionado con el uso de una versidn
especiaimenie modificada de la prueba de reaccibn en cadena de
polimerasa (PCR) da repeticién de par de base (bp) 132 para detecisr Ia
presencia de la vacuna de CV1 988 de Marek en pumas de pollos.



La secuencin genetica de repeticidn de par de base 132 esta localizada en el
segmento {IR,) de longilud de repeticitn interma del genoma del virus de la
enfermedad de Marek (serotipo 1). La secuencia gendmica compiata de
MDV1 estd descrita en Tulman ef al. (Sept 2000) J Virol. Vol. 74 No. 17,
p7980-7988 y se ha depositado en el GenBank bejo el No. de acceso AF
243438. Los aisledos de CVI 988 (cepas de vacima) de la entermedad de
Marek del serolipo 1 tiene miltiples copias de este segmento repetido,
mieniras que las cepas de campo tienen copias simpies (Silva et af (1992)
Avian Dis 36: 521-528; y Becker ef a/ (1993) Virus Genes 7 : 277-287). La
medida del nimero de copias produce la posibilidad de diferenciar las cepas
de vacuna de |as cepas de campo. (Becker af al (1992) J Viro! Methods 40 :
307-322 y Kopacek et al (1993) Aclo Virol 37 : 1911985,

Las plumas son muestreadas segun las figuras adjuntas, se usan [as puntas
proximas de las plumas del traclo axilar. El andfisis de PCR (ver més
adelante) demostrd copias miiltiples del segmento de 132 bp en animales
entre 11 y 28 dias post vacuna. La vacuna se realizd en aves de un dia de
edad.

Una variacion aceptable de la prueba es usar plumas de aves de cualquier
edad ya sea tomadas como muestras frescas, 0 aimacenadas para prueba
en una fecha después para determinar la presancia de la vacuna CIVS88,

Profocolo para PCR de repelicion de 132 bp en muestras de exiremos de
pluma

Reactivos:

» Amortiguador TNE (aimacenado & temperatura ambiente) contiene Tris
(10 mM), NaCl (150 mM), EDTA (1 mM) y e! pH es ajustado a pH 7.5
usando HCIL.

o Solucidn al 10% de Dodecil sulfato de sodio (SDS) (aimacenada a
temperatura ambiente)



Proteinasa K (polvo liofilizado de Sigma #P-6558, y prepare un patrén de
20 mg/m| en agua, aimacenada a -20°C).

Fenol pH 7.9 obtenido en Sigma (No. de catdlogo P-4557) almacenado a
4°C).

Cloroformo {(aimacenado a -20°C)

Acetalo de Sodio 3M pH 5.2 (aimacenado a temperatura ambiente)
Etanol puro filirado (almacenado a temperatura ambiente)

Etanol frio al 70% filtrado (almacenado a 4°C)

Agua ds calidad PCR

Agua de calidad PCR que contiene 800 ug/ml de Albimina se suero
Bovino (BSA), fillrada

Polimerasa de ADN goid Tag (5 U/ug), amortiguador de Taq, MgClz (25
mM) de Bio/Gene Ltd, Kimbolton, Cambrigeshire, England.

dATP, dTTP, dCTP, dGTP (pairones 100mM) obtenidas de Promegs
(USA), preparamos una mezcla que contiene (08 cuatro de estos a 10
mN cada uno, aimacenados a -20°C.

Marcadores de tamafic molecular de ADN

Agarosa y Amortiguador TBE

Secuencias de Piantilla:

MD-132 PARA; 8 TACTTCCTATATAGATTGAGACGT-Y (SEC ID No. 4)

MD-132 PARA; 5GAGATCCTCGTAAGGTGTAAATA-3 (SEC ID No. 5)



Equipo

o Tubos universales de plastico de 20 ml Sterirtin

o Tijeras & férceps Iimpios

o Bao de agua ajustado a 50°C

o Micro centrifuga

e Tubos Eppendorf de tapa de presién sanp cap de 1.5 ml (puestos en
autoclave)

e Tubos Eppendorf screw cap de 1.5 mi (puestos en autoclave)

e Tubos Eppendorf sanp cap de 0.5 ml (puesios en autociave)

o congelador al vacio (no esencial)

o Espectrofotémetro

o Gabinete de PCR dedicado, pipetas y puntas selladas

o Ciclador érmico

e Aparaio de gel de agarosa

2. Recoleccidn de ias pjumas:

o Desplume de 8-10 plumas “cafon” (plumas nuevas en crecimiento,
cortas con la {otalided de la pulpa) del trato de pluma branquial de cada
pollo (ver figuras).

e Coloque las plumas en un tubo “universal” de pldstico para transportarias
de vuelta sl laboratorio.

» Corte y guarde 1 cm préximo de [a pluma (i.e., la parie no barbada que
esid unida a la piel y que conliene la pulpa - ver fotografias). Descarte
la parte distal barbada de |s pluma.

o Para cada paollo, coloque de 8-10 extremos de plumas guardadas, en un
tubo Eppendorf de tapa de presién de 1.5 ml.



Adicione 500 W de amortiguador de muestra de proteinasa K
(amortiguador TNE que contiene SDS al 0.5%) qua contiens 100 ug de
proteinasa K (adicione 1a protsinasa justo antes de uso).

incube a 50°C en un bafio de agua por 1.5-2 horas

Microcentrifugue los tubos (6000 rpm, 10 min) para “peletizar los
extremos de las plumas y desechos.

Transfiera el sobrenadanie a un nuevo tubo de tapa de presién (si Ias
plumas eran de péjaros cafés, los sobrenadantas serén cafés debido a la
presencia de melanina).

Adicione un volumen igual (500 ul) de fenol al scbrenadante.

Vorticee

Centrifugue a 13000 rpm, 2 min.

Transfiera (a fase superior (acuosa) a un nuevo tubo de tapa de presion.
Adicione un volumen igual (500 !} de fenol al sobrenadante de nuevo.
Vorticee,

Centrifugue a 13000 rpm, 2 min.

Transfiera la fase superior (acuosa) a un nuevo tubo de tapa de presién.
Adicione un volumen igual (500 ) de cloroforme frio,

Vorticee

Centrifugue a 13000 rpm, 2 min.

Transfiera la fase superior a un tubo de tapa de atomiller de 1.5 ml.

S
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Adicione 1 ml de elanol al 100% filtrado.
Adicione 50 pl de Acetato de Sodio 3M.

Mezcle cuidadosamente invirtiendo el tubo, y déjelo a temperstura
ambiente por 20 minutos (el ADN se volveré visible en la medida en que
$e predipita).

Centrifugue a 13000 rpm, 2 minutos, para pelstizar el ADN (si se usaron
pollos blancos, el pelet serd blanco; si se usaron polios cafés, pelets
café).

Descarte el sobrenadants,

Enjuague el pelet dos veces con 500 ul de etanol frio al 70%, para correr
cuidadosamenie el etancl hacia abajo del tubo, luego vierta (tenga
cuidedo de no remover el pelet de ADN).

Cubra el extremo abierto del tubo con Parafilm, y haga varios huecos de
puncién en la Parafilm usando una aguja.

Coloque los tubos en un secador al vaclo por aproximadamente 5
minutos para secar ¢l pelet (altemativamsnie seque con aire).

Re-suspenda el pelel en 50 yl de agua de calidad PCR mediante
vorticeadn cuidadoso.

Determine la concentracién de la prepargcion de ADN usando un
espectrofotémetro.

Ajuste le conceniracién a 1 mg/m! en agua.

Almacene a -20°C.

Q.



» Ajuste las reacciones en hielo, en tubos Eppendorf de 0.5 ml, en un
gabinete dedicado de PCR, usando pipetas dedicadas de PCR y puntas
puestas en autociave,

« Prepare una meazcla masier que contiene los siguientes reactivos para et
nimero apropiado de muestras (volimenes dados por reaccién):

© ~Componente Volumen por 20 ul de | Concentracién Final |
reaceién ‘
Plantila delantera (10 1.0ul 0.5 UM
HM)
Plantila reversa (10 1.0 ul 0.5 M
i M) i
Amortiguador Teq x 10 20
MgClz (25mM) 164 2 mM 1
"Mezcla DNTP (10 mM) | 0.5l 0.25mM
(Polimerasa de ADN 0.1y 25 unidades/ml
1 goid taq
Agua que contiene 80D 128 ~1.0 ug BSAJreaccidn '
pg/ml de BSA® ]

Vortices para asegurar completo mezciado.

» Obtenga alicuotas de 19 ul de "mezcla masier® en tubos Eppendorf de
tapa de presién de 0.5 ml autociaved.

» Adicione 1 ug de ADN (= 1 pl de 1 mg/m| de preparacién, 0 un volumen
mayor si la preparacion de ADN es menos concentrada).

o Vorticee para asegurar completo mezclado.

» (Nuestro ciclador ténmico tiene una tapa calentada, de forma que no
necesitamos recubrir las reacciones con acelte mineral).



o Cérralo en un ciclador térmico usando los siguientes parémetros de
ciclado:

g95°C 2 min 1 cido
85°C 1 min)

50°C 30 sec) x 40 ciclos
72°C 1 min)

72°C 10 min 1 ciclo

o Analice los productos de reaccion en un gel de agarosa.
Los resultados del experimento anterior se muestran en la Figura 7.

Notas

La plantila en el sentido estd localizada a 65 bp aguas arriba de Ia
repeticion, y la plantila en el sentido contrario estd localizada a 105 bp
aguas abajo de la repelicidn. El tamafio de banda esperado es, por lo tanto,
de 302 bp para una repeticion simple {(i.e., 65 + 132 + 105), 434 bp para una
repeticion doble (302 + 132) y 565 bp para una repeticion simple (434 +
132), etc. La cepa de vacuna de Rispens produce muchas repeticiones
tédndem,

EJEMPLO 3 - Detoccién del genoma del virus Riapens en el ADN
del extremo de pluma usando PCR: comparacién de
muestras de diferentes tractos de pluma.

Métodos
Muesireo de plumas de o8 palios vacunados de Rispens

Polios rojos de Rhode Island de dos semanas de edad fueron inoculados
con 1000 pfu de virus de vacuna de Fort Dodge Rispens por ruia intre-
peritonaal. Pollos de la misma edad, no vacunados fusron albergados en
una habitacidn separada. A todos ios polios se (es anillaron ias alas en



asnbos lados para permitir la identificacién de pollos individuales o 1o largo
dal expermento. A loa 8, 13, 19 y 26 dias post vacunaclim, ¥8 muesirearon
cinco poitlop veacunadoa (#5921, #0923, #6824, #325) ¥ un pollo no vacunado
(#928). Aproximiadamente sels plumas caiién fueron desplumadas cde cada
uno de los Irackya Cervical, Humeral, Espingl, Axilar y Femoral. Los olros
CiNco tractos restantes AMpoco 5@ LSS porque & nimero da plumas em
miy pequedio para permitir & musastres = cusl'd 0CASIONAE, O pOMUE NO BB
considerd valido desplumRr de ragionss delicadas sobme |8 pisl de pollos
vivos.

Se prepard sl ADN de o5 sxivemos de las plum#s y se sometld a PCR e
iampo real para defectar e! pen Meg del vins como S resume &
conbinuackon.

Pra ; FHueatras o 08 e

El ADN se propard de los exdremos de las plumaa como s@ describid
anileriormenta. Bravemente, lbs gxiramos de pluma fuveron incubades a
50°C por 2 horas en 600 pl da amartiguadoer TMNE-SDS que contiana 100 ;g
de proteiness K. El solwenadante se extrejo con fened, luego con corstormo
enfriado con hielo. El ADN fue precipitads usanda etanol/acetato da sodlo,
peletizado, secadn s vacio, luego re-suspendido hasta una concenbration de
200 niml en agua.

Ei H da tie T ra detertar M

Ga austaron reacciones dipiex de 25 i como sa dascriblé anteriormeants,
uasmido pofimerasa de ADN gold Tag y plentilas para smplificar &l gen Meg
viral ¥ &l pen hussped Ovotransfering (Owe) (Tabla 1), de 200 ng de ADN de
extrem¢ de pluma. La BSA esiaba presente @ ma concentracion de 10 pg
por regocion. La cinélica de reaccidn se siguié madiente 1a inclusidn de una
sonda de Meg marcada con FAM-fluorescerie y una sonda de Owe marcada
con VIC-fluoreecente (Tabla 1) Hubo reacciones dupllcadae para mda
muestra. Los paramelros de lermoclicack fueron: 1 cicle de 50°%C (2 min), 1
ciclo de 85°C {10 min), seguido de 40 cidos de 94°C (16 sec) y B0°C {1 min).
Ad mas de 'as mueshas do pluma en pruaha, & piaca de reactiim Bmbisn



inclula diluciones a 10 veces de AND BAC1Q de Rispens (el genoma del
virus Rispens clonado en un Cromosoma Artificial Bactsriano), que contiene
un nimero calculado de copias del genoma de Rispens.

Los datos fueron analizados usando Microsoft Excel. Para cada reaccion, el
valor Ct (et ciclo de PCR en el cual 1a cantidad de producto fiuorescente es
detactada primaro sobre el nivel de linea de base), y de alli se ocbluvo ¢
valor Ct-40. Un valor Ct de 40 indica que no estuvo presente la secuencia
objelivo. Los valores son presentados como "Ct — 40" de forma que un valor
mayor equivale a més copias dsl genoma viral,

Para las muestras de BAC10 Rispens, ol valor Ct-40 fue graficada contra el
numero cle copias de genoma del virus (escala log), para producir una curva
estAndar. Se determind la ecuacién de [a porcidn lineal de la grdfica. Para
las muestras de pluma beajo prueba, los valores de Ci-40 fueron
“normalizados® de acuerdo con el valor Cl-40 para Ovo (un “gen doméstico”
presente en {odas las céluias de pollo), para corregir las higeras diferencias
en la cantidad de ADN usado para cada muestra. Luego se determino el
valor medio, normalizado de Ci-40 para reaceiones duplicado y se convirtié
al nimero de copia del genoma Rispens usando la curva estindar.

Tabla 1; Plantillas y sondas usadas en PCR convencional y de tiempo real

Becuancis | Nombre de [ Secuenda de plantila (5— ) Ubicacién ~_ Tamaio de
Objetivo | Piandna de Plantils | Amplificacion
"GenMag | Dolariora | GGTCTOGTGOTTICCAGGTOA | 18419381 | T3bp
deMDV-1 doMeq | (SEC IDNo.2)

(conbase | Reversa 6 | GCATAGAGACGATGTGCTGCTG | 1413-1363

enla Meq A(BECIDNo.J)
secuencia | Gonda de | AGACCCTGATGATCCGCATTOC | 13861381 |
GA) Meq GACT (marcador 5" FAM, marcador

STAMRA) (BEC ID No. 1)

—




|l3|m fin | Doiantera | CACTGCCACTGRGCTCTGT (SEC | 45171838 |
ovolrans- | deOwo D No. 8)
ferencla | Rovarsa de | GCAATGGCAATAAACCTCTAA Lmisa‘?‘_' —
{Ovo) Ovo (SEC IDNo. 7)

Bonda de | AGTCTGGAGAAGTCTGTGCAGT | 4537-

ovo |CTCCA  (mascador 5'  WIC, | 445684

marcador 3TAMRA)

N (SEC ID No. B) t
Resuitados
Muesireo ge plumas v preparacién de ADN

Aunque iniciaimente se planed muestrear cada uno de los diez tractos de
piuma, $0i0 fue practicable usar los tractos Cervical, Humeral, Espinal, Axilar
y Femoral, Los cinco tractos restanies no se pudieron usar ya sea porque &l
numero de plumas era muy poco para pemilir muestreo en cualro
ocasiones, 0 porgue no se considerd valido desplumar de regiones delicadas
de la piel de pollos vivos, Se obluvieron suficientes plumas cailén de cada
tracto a loa 8, 13 y 19 dias post vacunacion. Hacia el dia 26 (cuando los
pollos eran de casi 6 semanas de edad), las plumas caf\én empezaron a ser
reemplazadas por plumas maduras, mas dums. Se obtuvo suficients ADN
de todas las muestras, sin diferencias marcadas entre ia cantikiad de ADN
obtenido del mismo mimero de plumas de tractos diferentes. Con al fin que
los vaiores Ct de Meq y Ovo estuvieran en el rango lineal de deteccion para
s PCR de tiempo real, 58 enconird necesario diluir 108 ADNs hasta una
concentracién de 200 ng/l, y usar 1ug de este patron para 1as reacciones
de PCR ds tiempo real.

Para hacer posible una comparacion precisa de carga de virus e diferentes
punlos de tiempo, en diferentes tractos de pluma, y en diferentes polfos, se
realizd 1a PCR cuantitativa de Hempo real.

Para cada reaccion se calculd el valor Ct-40. Para ias muesiras de BAC10
Rispens, el valor Ct-40 fue graficado contra el nimero de copias del genoma
del virus (escaia log), para producir una curva esténdar (Figura 8). El limite
inferior de la deteccion precisa fue de 50 copias, asi, cualquier muesira con
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un valor C1-40 de O contiene menos de SO coplas del genoma Rispens por
200 ng de ADN de extremo de piuma.

La ecuacidn para la porcidn lineal de la gréfica fue: y = 1.802 Ln(X) — 8.706.
Para cada una de las muesiras de pluma en estudio, los valores Ct-40
normalizados, medios fueron convertidos al nimero de copia det genoma
Rispens usando esta ecuscitn (ver Tablas 2A, B, C y D); Figura9 A, B, C y
D). Como se esperaba, hubo una variacién considerable entre los pollos
individuales en cuaiquier punto de tiempo dado. Sin embargo, ios niveles de
virus delectados en los cinco diferentss iractos de pluma de un individuo
dado fueron similares. En cada polluelo pollo, de los cuatro puntos de tiempo
probados, la carga de virus més aita fue a los 13 dias, disminuyendo a los
dias 19 y 26,

Tabla 2A: Nimero de copia de Rispens MDV (8 dias)

B dias post vacunacién
(#pollo& | Copias dal genoma Rispens MDV / 200 ng de AND de pluma
tractode | Humeral | Eapinal | Femoral | Cervical Axilar
pluma
[ #921 673 537 2630 442 778 ;
b Fo035 1504 4890 5127 5821 6101
'~ #0924 : 112910 61242 268345] 31425 62444
#925 2603 1285 2010 ) 1883 1583
Media 20422 16983 67028 9918 17726
Desv Std. 55664 20587 1 127552 14524 29904 |
I‘Media SE 27832| 14784 | 83778 'n_ai"_Ts_aéz'J
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Tabla 2B: Niimero de copla de Rispens MDV (13 dias)

34

13 dias post vacunacion ‘
# polio& | Copias del genoma Rispens MDV /200 ng de AND de pluma
tracto de | Humeral | Espinal | femoral ' Cervical Axilar
pluma
#921 2133045 | 2564484 | 2432204 | 1224616 2511886
#0235 | 38140680 | 4374630 | 59988521 3561806 | 36340161
#9824 | 24768378 876646 | 4241501 24073508 | 24711780
. #925 866276 [ 4476465 1557400 | 1856729, 485447
rm—' | 7895430 | 3073559 3557462 7679187 | 16514568 |
DesvSwW. | 11313237 | 1708035 | 10743261 109740351 18220560 |
l:ﬁeﬁi SE | 5656819| 654018 ©81763 '_54?701_3';_971'4?5;

Tabla 2C: Numero de copia de Rispens MDV (19 dias)

19 dias post vacunacion

" #pollo& | Copias del genoma Rispens MDV / 200 ng de AND de pluma

tractode | Humeral | Espinal | femoral | Cervical | Axilar |

pluma

#921 353997 | 613762 | 1158777 | 736207| 439542
[ #0823 | 1040017 1426067 | 1061134] 1020830 1335442
F #9024 | 3108135, 891103 256243| 1584385 391520

#925 2958332 | ©B00358| 1460708| 3373701| 705109
Media @ 1865345 | 3183073| 086466| 1681031| 967678
DesvSid. | 1376768 4424421 517048, 1181980| 655758
{Wdia-ﬁ_w-_ﬁiﬁ:r 258524 590990"_37%_'_
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Tabla 2D: Numero de copla de Rispens MDV (26 dias)

26 dias post vacunacion

#polio & [ Coplas del genoma Rispena MDV 7 200 ng de AND de piuma

tractode | Humeral Espinal femoral Cervical Axilar
pluma , .

- %921 205801, 193642] 167109 74845 95940
#923 921896 | 684141| "~ 541176| 976157| 560305
#924 — 771634| 615826| 349568| 343195| 104585
#925 353768 0267501 511690 251602 236766 |

Media 685775| 60750071 392393| 411422| 251849

-l

Desv Std. 308455| 305828 172194 392646 221359
Modia SE 154228 [ 152064 | BB0D7| 106323 | 110880

Para los cuatro poliuelos vacunados, el nimero medio de copia de genoma
{por 200 ng de ADN de pluma) se determiné para cada tracio da pluma en
cada punto de tiempo, y se graficd contra el tiempa post vacunacion usando,
ya sea una escala logaritmica (Figura 5) o0 una escala lineel (Figura 10B). A
los 8 dias, 8l nimero de copla estuvo entre 10* y 10° copias por 200 ng de
ADN. A los 13 dias, el nimero medio de copia estuvo entre 5x10%y 5x107 y
a los 19 dias, entre 10° y 107, y a los 26 dias, entre 10° y 108,

La gréfica logaritmica (Figura 10A) indicd una cinética de replicacién de virus
similar en cada uno de ‘o8 c¢inco tractos. Sin embargo, las diferencias se
enfatizan en la gréifica lineal (Figura 10B). Esta gréfica muestra que, a las 13
dias, la carga media de virus para cuatro poliueios es hasta cuatro veces
mayor en los tractos axilares que en los ofros cuatro tractos. En ests punto
de tiempo, ias cargas de virus en los fractos humeral y cervical estuvieron
relacionadas muy carcanaments en cada punio de tiempo, y fueron mayores
que la carga de virus en los tractos femoral y espinal. Estas diferencias
entre tractos de piuma no fueron obvias en los dias 8, 19 o 26,

Para el polluelo de control no vacunado (#946), la mayoria de ias muestras
dieron vaiores Ct-40 de 0, como se esperaria en ausencia ds ADN MDV,



Sin embargo, pera algunas de las muestras, los valores Ci-40 fueron hasia |
(los datos no se muesiran). Es usuaimente en el caso de PCR de tismpo
real que las muestras “negativas® producen un valor Ct-40 por encima de 0,
y l0s valores menores a 4 son considerados "no confiables”. Asi, aunque un
valor Ct-40 de 3 equivale a ~ 200 copias de genoma Rispens, esie valor es
100 veces menor que cumiquier velor oblenido para jas muesiras de
poliueios vacunados, y se pueda considerar negativo. Como se ve en la
figura 5B, el numero de copia medio para los cinco tractos de los poliueios
no vacunados no se eleva por ancima de la linea de base.

o La carga de virus en cada uno de los tractos de pluma fue suficiente
para ser detectable mediente PCR de liempo real a los 8, 13, 19y 26
dias post vacunacion.

o La carga de virus fue la mas alta en todos los tractos de pluma a fos 13
dias post vacunacion, segun se comperd con los 8, 19 y 26 dias post
vacunacién,

o A los 13 dias post vacunacién, la carga de virus fue mayor en el racto
axilar que en los tracios humeral y cervical (dos veces mayor) o en los
tractos espinal y femoral (cuatro vaces mayor).

e e —— ————— ———
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REIVINDICACIONES

1. Un método pera la deteccidn de un virus en una muestra de tejido
aviario que comprende: exiraer material genético de una muestra de tejido
aviario; y probar el material genético exiraido para detectar cualquier
material genético del virus; caracterizado en que la muestra de tejido aviario
se deriva de una o mas plumas del tracto axilar.

2. Un melodo para la deteccion de un virus como se reivindicod en la
Relvindicacién 1, en donde el método proves informacién cuantilativa
acerca de la cantidad de virus en la muestra,

3. Un método pera la deteccion de un virus como se reivindicd en la
Reivindicacién 1 0 2, en donde el método es especifico para MDV.

4. Un método como se reivindico en la Relvindicacidn 3, en donde el
método ea eapecifico para el serotipo 1 de MDV.

5. Unmétodo para detectar MDV como se reivindict en la Reivindicacion
4, en donde el método es especifico para la cepa CV1 888 de Rispens MDV-
1.

6. Un método como se reivindicd en la Reivindicacién 5, en donde el
método comprende:

(i) proveer plantilas delantera y reversa para una polimerasa de
dcido nuciéico, cuyas piantillas son seleccionadas de la
secuencia de nucledtido que flanquea la secuencia de
nucledtido de repeticion de 132 bp de MDV,

(i) amplificar las secuencias de acido nucléico entre las plantilias;

(ii) detectar el nimero de secuencias de repelicion de 132 bp en
las secuencias de dcldo nucléico amplificado; y

P



(iv) relacionar al nimero de secuencias de repeticidn de 132 bp
con le identidad del écido nuciéico viral y de esta forma,
identificar el tipo de MDV en la muestra de tsjido.

7.  Un método como se reivindicd en cualquiera de las Relvindicaciones 1
a 5, que comprende:

{8) proveer una secuencia de polinuclestido que es capaz de ligar
especificamente a un polinucledtido objetivo especlfico de
virus;

(b) contactar el material genético extraido con una sonda, de esta
forma la sonda se liga especificamente a su polinucledtido viral

objetivo,

(c) determinar si la sonde se ha ligado a su potinucledtido viratl
objetivo; y

{d) determinar si la muestra contiene el virus con base en que la
presencia del polinuciedtido objetivo indica la presancia del
virus en la muestira.

8. Un método como se reivindichd en la Reivindicacion 7, en donde el
paso (c) para determinar si la sonda se ha ligado a un polinuciedtido
objetivo comprende la amplificacion de una region del polinuciedtido
objetiva, cuya regién comprende el sito de ligamiento de 1a sonda.

9. Un méloda como se reivindicd en la Reivindicacion 8, en donde la
amplificacién es emplantillada mediante las sigulantas plantillas:

Plantilla delantera (GGT CTG GTG GTT TCC AGG TGA)
Plantilla reversa  (GCA TAG ACG ATG TGC TGC TGA)

10. Un méiodo como se reivindicd en la Reivindicacion 9, en donde la
sonda tiene la secuencia 5' AGA CCC TGA TGA TCC GCATTG CGACT 3.




11.  Unméiede como es reivindicd en cuelquiera de las Reivindicaciones 7
a 10, en donda |a sonda sald marcada fluorascentemanie, ¥ & donde el
pasa de daterminar si la sonda se ha ligado & un polinucledstido objetivo
comprende |a determinacién de emisiones flucrescantes de la sonda,

12. Un método para detectar un virus somo se reivindicd e cuaiguier
relvindicacidn anterfor, en donde &l métods incluyea ef wso de una reaccidn de
PCR,

13.  LUn mélodo como se reivindlcé en ia Reivindicacion 12, en donds,
antes de reallzer dicha reaccién de PCR, ol malerinl gendtico extraldo a ser
probade es tratada eon un agents pamm superar ol efectn inhibldor de
cualquier factor de tefldo de pluma que pueda eslar presenta.

14. Un métode pam detectar un vius como %8 reivindicd en la
Reivindicacién 13, en donda el agente et Ssiscclonado de uno 0 mis de
albimina de suare boving, abdmina de suero poreing {(eemo); y aburmning
ovina {ovels).

15.  Un mélodo para delactar un virue como se relvindict en cualquier
reivindicacion anterior, qua ademds comprande o paso de prowveer los
reslltados del matode en un formsato inteligble.

18. Un meitodo coma se reivindicd en la Reivindicacidn 15, en donda los
resullaties son proveidos mediamts reglisind © elmacenamiento de los
resultados cel métods en un portador da infformacion.

17.  Una muusls de iejido aviario alsiada de una o méds phimas dal imcio
axilar,

18. Una muesira de tejido avigrio aislada como s& reivindicd en la
Relvindicacion 17, en donde la porcion pricima de |a plurna del irecto axilar
ea aislada de la porcldn distal {barbada) de la pluma

19. Ln matarial genélico gue contisne exdracto de una muestra de tejida
aviari aislada como se reivindicd en |a Relvindicacidn 17 o 18.
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20. Una muestra 0 extracto como se Reivindicd en la Reivindicacién 17,
18 0 19, en donde la muesira es aimacenada en una forma adecuada para
transportaria a una ubicacién separada.

21. Una muestra como se reivindicé en la Reivindicacién 20, en donde la
muestra o extracto estd contenida en un contenedor seliado.
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