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DESCRIPCION
METODO DE DETECCION DE LA ENTERITIS NECROTICA AVIAR

La presente invencion se refiere a un método basado en microvesiculas para detectar la
enteritis necrética aviar, asi como a nuevos marcadores que han sido identificados como
adecuados para la deteccion de enteritis necrética aviar y/o infeccion aviar que implica
Clostridium perfringens.

El Clostridium perfringens es el principal agente causal de la enteritis necrética aviar (EN),
una enfermedad entérica de las aves de corral que se describid por primera vez en 1961. La
EN en pollos se manifiesta como una enterotoxemia aguda o crénica. La enfermedad aguda
produce niveles significativos de mortalidad debido al desarrollo de lesiones necréticas en la
pared intestinal, mientras que la enfermedad crénica provoca una pérdida significativa de
productividad y bienestar. Se ha estimado que la enfermedad da lugar a dafios de varios miles
de millones de ddlares americanos por afio para la industria avicola.

El C. perfringens se encuentra comunmente en el tracto gastrointestinal de aves de corral, la
aparicion de enteritis necrética, sin embargo, es esporadica. El C. perfringens es un anaerobio
tolerante al oxigeno Gram-positivo, en forma de basilo, formador de esporas. Las cepas de C.
perfringes se clasifican en cinco tipos de toxinas (A, B, C, D y E), basadas en la produccién
de cuatro toxinas principales sospechosas (alfa, beta, epsilon e iota). Mientras que el tipo A
se recupera consistentemente de intestinos de pollo, los otros tipos son menos comunes.

Los primeros estudios sobre EN sugirieron que el principal factor de virulencia involucrado en
la enfermedad fue secretado por las bacterias, lo que llevo a la propuesta de que una enzima
fosfolipasa C, llamada alfa-toxina, era la principal toxina involucrada en la patogénesis. Pero
estudios recientes demostraron que la alfa-toxina no parece ser un factor de virulencia
esencial ya que las cepas mutantes de toxina alfa eran capaces de causar EN, lo que
cuestiona el papel de la alfa-toxina en la enfermedad en general. En estudios mas recientes,
se ha sugerido que el nuevo poro que forma la toxina, netB, desempefa un papel clave
importante en el desarrollo de esta enfermedad.

Aparte de la mera asociacion de los factores de virulencia de por si con la incidencia de EN,
todavia existe una gran carga para mostrar el vinculo mecanicista entre estos factores para el
establecimiento de la enfermedad en aves o animales de granja. Ademas, relacionar la
infeccidn subclinica de EN con cualquiera de estos factores de virulencia es extremadamente
dificil de conseguir ya que las aves estan ausentes de signos para justificar su examen antes
del sacrificio. Por lo tanto, sigue siendo imperativa la necesidad de un método temprano de
deteccion de EN, y lo mas importante, las formas subclinicas de EN.

Tradicionalmente, el descubrimiento y validacion de biomarcadores para la enfermedad
requiere el uso de tejido, ya sea fresco congelado, o mas comunmente, fijado en formol,
embebido en parafina. Esto ha sido especialmente cierto para los biomarcadores basados en
mRNA, porque la degradacion de ARNasa libre de ARN hace que la traduccion de
biomarcadores basados en tejidos en biofluidos tales como muestras de sangre o
fecales/cecales sea altamente problematica. Sin embargo, el monitoreo de los biomarcadores
tisulares es asi, debido a su naturaleza invasiva, demorada e impractica, cuando se trata de
un gran numero de muestras como en el caso de los animales de granja.

Se han descrito métodos no invasivos tales como la medicién de parametros sanguineos para
la deteccion de enfermedades en aves (Chuku et al., 2012; Aade et al., 2012; Saleem, 2012).
Gulbeena Saleem (2012) sugiere como un enfoque alternativo para la determinacion de EN
subclinica, la medicion de los niveles de proteinas de fase aguda como la ceruplasmina, PIT54
y ovotransferrina en respuesta al desafio de C. perfringes en el suero sanguineo de los pollos.
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Resulté que solo la ceruplasmina parecia ser una proteina de fase aguda adecuada que se
correlacionaba con la ocurrencia de EN subclinica. No obstante, esto puede verse como un
problema, ya que la ceruplasmina no es un marcador especifico para EN, sino para
enfermedades causadas por otros patdégenos bacterianos (Collibacillosis en pollos, Piercy,
1979, Salmonella en capas comerciales, Garcia et al., 2009) asi como.

Sin embargo, recientemente se descubrid que los exosomas y otras vesiculas de membrana
que se encuentran en los biomateriales contienen ARN estable de células donantes humanas,
incluyendo ARNm, miARN y otros ARN no codificantes con alta especificidad a las
enfermedades (Skog et al., 2008; 2009, Li et al., 2009, Shao et al., 2012).

Asi, los inventores de la presente solicitud se preguntaron si las vesiculas de membrana
aisladas de fluidos corporales o excrementos de aves de corral podrian ser utilizadas para
determinar aves de corral que presentan enteritis necrética subclinica. Esto podria ser en
particularmente cierto debido a una acumulacion de miARN especifico hospedador mostrando
correlacion con la enfermedad.

Sorprendentemente se encontro que las microvesiculas aisladas de fluidos corporales aviares
0 excrementos de aves presentaban una alteracion en el contenido de ARN detectable en
dependencia de la presencia de enteritis necrotica. Ademas de un aumento de miARN
especifico en las microvesiculas debido a la infeccion por C. perfringens, sorprendentemente
también se pudieron detectar secuencias de ARNm de C. perfringens en la fraccion de
microvesicula, que por lo tanto se clasifican como factores de virulencia especificos de la
enfermedad y, en consecuencia, como biomarcadores adecuados indicativos de enteritis
necrética.

La aparicion de ARNm de C. perfringens en la fraccion de microvesicula puede explicarse por
el hecho de que el procedimiento de aislamiento aplicado no sdélo conduce a un
enriquecimiento de microvesiculas de aves de corral, sino también a un enriquecimiento de
microvesiculas de la bacteria infecciosa. Sorprendentemente, ademas de factores conocidos
de virulencia putativo como netB, también podrian identificarse secuencias de ARN no
sospechosas como siendo correlativas a enteritis necrética.

Por lo tanto, un primer objeto de la presente invencion es proporcionar un método rapido y
fiable, preferiblemente no invasivo, para determinar la enterititis necrética aviar,
particularmente la enteritis necratica subclinica aviar, preferentemente en aves de corral, mas
preferentemente en pollo y/o para identificar sujetos aviares que padecen enteritis necrética.

Otro objeto de la presente invencién era identificar marcadores adecuados, preferiblemente
marcadores especificos de la enfermedad, que se pueden emplear en tal método.

De este modo, un primer objeto de la presente invencion es un método para detectar la
enteritis necrética aviar, en particular la enteritis necrética aviar subclinica, comprendiendo el
método aislar microvesiculas de una muestra aviar, en particular de un fluido corporal aviar o
un excremento aviar, y posteriormente determinar la presencia y/o el nivel de al menos un
marcador indicativo de enteritis necroética en estas microvesiculas, en donde la presencia y/o
un nivel aumentado de este al menos un marcador en comparacién con un control no infectado
es indicativo de enteritis necrdtica.

El marcador indicativo para la enteritis necrética de acuerdo con la invencion se selecciona
preferiblemente de las siguientes secuencias de Clostridium perfringens y homologos y
fragmentos de la misma: la regién de SAM (SEQ ID NO: 1), la region de dedo de zinc swim
(SEQ ID NO: 3), el scRNA (SEQ ID NO: 4), la region de colA (SEQ ID NO: 5), la region
CPE0956 (SEQ ID NO: 7), la region netB (SEQ ID NO: 8), la regién virX (SEQ ID NO: 9) y la
region TpeL (SEQ ID NO: 16); asi como de las siguientes secuencias y homologos aviares y
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sus fragmentos: Mir-16 (SEQ ID NO: 10), mir-24 (SEQ ID NO: 11), mir-155 (SEQ ID NO: 12),
mir-206 (SEQ ID NO: 13).

Por lo tanto, un objeto preferido de la presente invencion es un método para detectar enteritis
necrotica aviar, particularmente la enteritis necrotica aviar subclinica, comprendiendo el
método aislar microvesiculas de una muestra aviar, en particular de fluidos corporales aviares
0 excrementos aviares, y posteriormente determinar la presencia y/o el nivel de al menos un
marcador indicativo de enteritis necroética en estas microvesiculas, en donde la presencia y/o
un nivel aumentado de este al menos un marcador en comparacién con un control no infectado
es indicativo de enteritis necrética y en donde el marcador se selecciona del siguiente grupo
("Lista I"):

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 1;

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos
consecutivos de la secuencia de nucle6tidos como se representa en la SEQ ID NO: 3;

c) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 4;

d) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 5;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos como se representa en SEQ ID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledétidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 8;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 9;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 16;

i) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
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8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40, 60 u 80, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 10;

j) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos consecutivos de
la secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 11;

k) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 12;

I) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos consecutivos de
la secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 13;

m) polinucleétidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(@) a(l);

n) polinucledtidos (DNAs y RNAs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(m);
0) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (n).
En este método, las secuencias se seleccionan preferiblemente del siguiente grupo ("Lista II"):

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200 nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleotidos de acuerdo con la posicion 1 a 630, en particular
420 a 630, preferiblemente 460 a 560, de SEQ ID NO: 1,

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 600 a 1000, en
particular 670 a 760, de la SEQ ID NO: 3,

¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 60 a 240, en particular
80 a 220, de la SEQ ID NO: 4;

d) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de acuerdo con la posicion 1300 a 1800, en particular 1400 a 1700, de (la
secuencia como se representa en) SEQ ID NO: 5;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos
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consecutivos de la secuencia de nucleoétidos de acuerdo con la posicion 1 a 591, en particular
100 a 280 de SEQ ID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos de acuerdo con la posicion 240 a 540, en particular 300 a 540
de SEQ ID NO: 8;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicién 12 a 418, en particular
240 a 400, de la SEQ ID NO: 9;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 673 a 5628 de SEQ
ID NO: 16;

I) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12 nucleétidos consecutivos de la secuencia de nucleotidos
de acuerdo con la posicion 14 a 25 de la SEQ ID NO: 10;

j) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 0 20, nucledtidos consecutivos de la secuencia
de nucleodtidos de acuerdo con la posicion 44 a 65 de SEQ ID NO: 11;

k) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledétidos de acuerdo con la posicién 3 a 24 de SEQ ID NO: 12;

I) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 0 20, nucledtidos consecutivos de la secuencia
de nucleotidos de acuerdo con la posicion 45 a 66 de SEQ ID NO: 13,

m) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a)a(l);

n) polinucledtidos (ADNs y ARNSs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(m);
0) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (n).
Mas preferiblemente, las secuencias se seleccionan del siguiente grupo ("Lista IlI"):

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucleodtidos de acuerdo con la posicion 460 a 560 de la SEQ ID NO: 1,
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b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucleodtidos de acuerdo con la posicion 670 a 760 de la SEQ ID NO: 3,

¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucleédtidos de acuerdo con la posicion 80 a 220 de SEQ ID NO: 4;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleoétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con la posicion 1400 a 1700 de SEQ ID NO: 5;

e) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con la posicion 100 a 280 de SEQ ID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucleotidos
de acuerdo con la posicién 300 a 540 de SEQ ID NO: 8;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucleédtidos de acuerdo con la posicion 240 a 400 de SEQ ID NO: 9;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucleodtidos de acuerdo con la posicion 673 a 5628 de SEQ ID NO: 16;

i) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12 nucleétidos consecutivos de la secuencia de nucleotidos
de acuerdo con la posicion 14 a 25 de la SEQ ID NO: 10;

j) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la secuencia
de nucleodtidos de acuerdo con la posicion 44 a 65 de la SEQ ID NO: 11;

k) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledétidos de acuerdo con la posicién 3 a 24 de SEQ ID NO: 12;

I) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o0 20, nucledtidos consecutivos de la secuencia
de nucleodtidos de acuerdo con la posicion 45 a 66 de SEQ ID NO: 13,
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m) polinucleétidos (ADNs y ARNSs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(@) a(l);

n) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(m);
0) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (n).

En una realizacion preferida de la invencion, se utilizan combinaciones de dichos
polinucleétidos/marcadores, preferiblemente combinaciones de al menos 2, 3,4, 5,6 0 7 de
dichos marcadores para detectar enteritis necrética.

Otro objeto de la presente invencion es un método de deteccion de Clostridium perfringens
asociado a una infeccidn asociada, particularmente a la enteritis necrética por Clostridium
perfringens, el método que comprende aislar microvesiculas de una muestra de aves y
determinar posteriormente la presencia y/o el nivel de al menos un marcador indicativo de la
presencia de infeccion asociada, en particular de enteritis necroética asociada, Clostridium
perfringens en estas microvesiculas, en donde la presencia y/o un nivel aumentado de este al
menos un marcador en comparacion con un control no infectado es indicativo de la
enfermedad, en particular la enteritis necrética. En este método, el al menos un marcador se
selecciona preferiblemente de los polinucledtidos de la Lista I, (a) a (h), asi como de
polinucleétidos (ADNs y ARNs) complementarios a esas secuencias. Mas preferiblemente, el
marcador se selecciona entre los polinucledtidos de la Lista Il, (a) a (h), asi como de
polinucleétidos (ADNs y ARNs) complementarios de esas secuencias. AUn mas
preferiblemente, el marcador se selecciona entre los polinucledtidos de la Lista lll, (a) a (h),
asi como de polinucleétidos (ADNs y ARNs) complementarios a dichas secuencias.

Otro objeto de la presente invencién es un método para detectar miARN aviar asociado a una
enteritis necrética, el método que comprende aislar microvesiculas de una muestra aviar y
determinar posteriormente la presencia y/o el nivel de infeccién asociado, en particular la
enteritis necrética asociada, miARN en estas microvesiculas, en donde la presencia y/o un
nivel aumentado de este al menos un marcador en comparacion con un control no infectado
es indicativo de la enfermedad, en particular la enteritis necrética. En este método, el al menos
un marcador se selecciona preferiblemente de los polinucleétidos de la Lista I, (i) a (1), asi
como de polinucledtidos (ADNs y ARNs) complementarios a esas secuencias. Mas
preferiblemente, el marcador se selecciona entre los polinucleétidos de la Lista ll, (i) a (1), asi
como de polinucledtidos (ADNs y ARNs) complementarios a esas secuencias. Aun mas
preferiblemente, el marcador se selecciona entre los polinucledtidos de la Lista lll, (i) a (1), asi
como de polinucleotidos (ADNs y ARNs) complementarios a esas secuencias.

Como es sorprendente que la region SAM (SEQ ID NO: 1), la region de dedo de zinc swim
(SEQ ID NO: 3), el scRNA (SEQ ID NO: 4), la region CPE0956 (SEQ ID NO: 7), la regién virX
(SEQ ID NO: 9), asi como mir-16 (SEQ ID NO: 10), mir-24 (SEQ ID NO: 11), mir-155 (SEQ ID
NO: 12) y mir 206 (SEQ ID NO: 13) pueden usarse como marcadores para determinar la
enteritis necrética aviar, otro objeto de la presente invencion es un método para detectar la
enteritis necrética aviar, en particular la enteritis necrética aviar subclinica, en donde la
deteccién de enteritis necrotica se lleva a cabo detectando la presencia y/o la cantidad de al
menos una de las siguientes secuencias ("Lista IV") en una muestra aviar, en particular en
comparacion con una muestra de control de una ave no infectada, en donde la presencia y/o
un nivel aumentado de al menos una de esas secuencias en comparacion con un control no
infectado es indicativo de enteritis necrotica:

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
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menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 1,

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 3,

c¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID NO: 4;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o0 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 7;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 9;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40, 60 o 80, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 10;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 11;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 12;

i) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 6 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos consecutivos de
la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 13;

j) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a) a (i);

k) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con
@);

I) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (k).

En este método, las secuencias se seleccionan preferiblemente del siguiente grupo ("Lista
V")

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
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menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200 nucleodtidos consecutivos
de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 1 a 630, en particular 420 a 630,
preferiblemente 460 a 560, de la SEQ ID NO: 1,

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos segun la posicién 600 a 1000, en particular 670 a 760, de SEQ
ID NO: 3,

c) polinucleotidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos
de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 60 a 240, en particular 80 a 220,
de la SEQ ID NO: 4;

d) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos de acuerdo con la posicién 1 a 591, en particular 100 a 280 de
SEQID NO: 7;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleédtidos de acuerdo con la posicion 12 a 418, en particular 240 a 400
de SEQ ID NO: 9;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12 nucledétidos consecutivos de la secuencia de nucleotidos
de acuerdo con las posiciones 14 a 25 de la SEQ ID NO: 10;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledétidos de acuerdo con las posiciones 44 a 65 de SEQ ID NO: 11;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos de acuerdo con las posiciones 3 a 24 de SEQ ID NO: 12;

i) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 6 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucleétidos consecutivos de la secuencia
de nucledtidos de acuerdo con la posicion 45 a 66 de SEQ ID NO: 13,

j) polinucleotidos (ADNs y ARN) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a) a (i);
k) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con
();

I) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (k).
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Mas preferiblemente, las secuencias se seleccionan del siguiente grupo ("Lista VI"):

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con la posicion 460 a 560 de la SEQ ID NO: 1,

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, con un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucleodtidos de acuerdo con la posicion 670 a 760 de la SEQ ID NO: 3,

c¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 o0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con las posiciones 80 a 220 de SEQ ID NO: 4;

d) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con la posicion 100 a 280 de SEQ ID NO: 7;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 o0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 30 o 40 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con las posiciones 240 a 400 de SEQ ID NO: 9;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente al
menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12 nucleétidos consecutivos de la secuencia de nucledtidos
de acuerdo con las posiciones 14 a 25 de la SEQ ID NO: 10;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 o0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledétidos de acuerdo con las posiciones 44 a 65 de la SEQ ID NO: 11;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 o0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleétidos de acuerdo con las posiciones 3 a 24 de SEQ ID NO: 12;

i) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente al
menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
8 0 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la secuencia
de nucleodtidos de acuerdo con la posicion 45 a 66 de SEQ ID NO: 13,

j) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a)a (i);

k) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con
@);

I) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (k).
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En una realizacion preferida de la invencion, se utilizan combinaciones de dichos
polinucleétidos, preferiblemente combinaciones de al menos 2, 3, 4, 5, 6 o 7 de dichos
polinucledtidos para detectar enteritis necrética.

La muestra aviar de acuerdo con la invencion puede ser una muestra de tejido,
preferiblemente una muestra intestinal, particularmente una muestra duodenal o una yeyunal.

Preferiblemente, la muestra aviar se selecciona de fluidos corporales aviares y excrementos
aviares y soluciones y suspensiones de los mismos.

El fluido corporal aviar de acuerdo con la invencion es preferiblemente sangre, suero
sanguineo o plasma sanguineo.

El excremento aviar de acuerdo con la invencién se selecciona preferiblemente de
excrementos fecales y cecales.

Los volumenes de muestra adecuados son, por ejemplo, de 0.1 a 20 ml, en particular de 0.2
a 10 ml, preferiblemente de 0.5 a 5 ml. Las masas de muestra adecuadas son, por ejemplo,
de 0.1 a 20 g, en particular, de 0.2 a 10 g, preferiblemente de 0.5a 5 g.

El sujeto aviar de acuerdo con la invencién es preferiblemente ave de corral.

Las aves de corral preferidas de acuerdo con la invencion son pollos, pavos, patos y gansos.
Las aves de corral se pueden optimizar para la produccion de cria. Este tipo de aves de corral
también se conoce como los animales progenitores. Los animales progenitores preferidos son,
en consecuencia, pollos de engorde parentales, patos parientes, pavos de origen y gansos
progenitores.

Las aves de corral de acuerdo con la invencion también se pueden seleccionar de aves de
corral de lujo y aves silvestres.

Las aves de corral preferidas o las aves silvestres son pavos reales, faisanes, perdices,
pintadas, codornices, urogallos, urogallos, palomas y cisnes.

Otras aves de corral preferidas de acuerdo con la invencion son avestruces y loros.
Las aves de corral mas preferidas segun la invencion son pollos.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "polinucleétidos" o "acidos nucleicos" se
refiere a ADN y ARN. Los polinucledtidos y acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o
bicatenarios.

El aislamiento de las microvesiculas de los excrementos aviares y su posterior uso para
determinar una infeccidén aviar, en particular la infeccion bacteriana aviar, una enteritis
necrética mas particularmente, no se ha descrito previamente.

Por lo tanto, otro objeto de la presente invencidén es un método para detectar una infeccion
aviar, en particular una infeccion aviar subclinica, preferiblemente una infeccion bacteriana
aviar, en particular una infeccién bacteriana subclinica aviar, mas preferiblemente una enteritis
necrética, en particular una enteritis necrética subclinica, comprendiendo el método
determinar la presencia y/o la cantidad de al menos un marcador indicativo de la enfermedad
en microvesiculas aisladas de excrementos aviares, en particular a partir de excrementos
fecales o cecales, en donde la presencia y/o un nivel aumentado de este al menos un
marcador en comparacién con un control no infectado es indicativo de la enfermedad. En este
método, al menos un marcador se selecciona preferiblemente entre cualquiera de los
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polinucledtidos como se describe en la Lista |, preferiblemente como se describe en la Lista
Il, mas preferiblemente como se describe en la Lista lll.

Resulté que la aparicion de marcadores indicativos de enteritis necrética es especifica de la
muestra, es decir, la cantidad detectable de los diferentes marcadores depende del tipo de
muestra.

Por lo tanto, se encontré que en los excrementos fecales el mejor marcador es la region SAM,
seguida por scRNA, la region netB, la region virX, la region colA, la region del dedo de zinc
swim y la region CPE0956.

Por el contrario, en los excrementos cecales el mejor marcador es también la regiéon SAM,
pero es seguida por la region del dedo de zinc swim, scRNA, mir206, la region virX, la regién
netB, la region CPE0956 y la region colA.

Ademas, en muestras de sangre el mejor marcador es mir16, seguido de mir155 y mir24.

Por lo tanto, una realizacion preferida de la presente solicitud es un método para detectar
enteritis necrética aviar, en particular la enteritis necrotica aviar subclinica, el método
comprende determinar la presencia y/o el nivel de al menos un marcador indicativo de enteritis
necrotica en excrementos fecales aviares, preferiblemente en microvesiculas aisladas de
excrementos fecales aviares, en donde la presencia y/o un nivel aumentado de este al menos
un marcador en comparacion con un control no infectado es indicativo de enteritis necrotica y
en donde el marcador se selecciona preferiblemente de

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 1,

b) polinucledétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleotidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 3,

c) polinucleotidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 4;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 5;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al menos
20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledétidos como se representa en SEQ ID NO: §;
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g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 9;

h) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(@) a(9);

i) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(h);
j) polinucledtidos que comprenden los polinucleotidos de acuerdo con (a) a (i).
En este método, las secuencias se seleccionan preferiblemente del siguiente grupo:

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60 o 100, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos de acuerdo con la posicion 1 a 630, en particular 420 a 630,
preferiblemente 460 a 560, de SEQ ID NO: 1,

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60 o 90, nucledtidos consecutivos de la secuencia
de nucledtidos de acuerdo con la posicién 600 a 1000, en particular 670 a 760, de la SEQ ID
NO: 3,

c) polinucleotidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100 o 140, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos de acuerdo con la posicién 60 a 240, en particular 80 a 220, de la
SEQ ID NO: 4;

d) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de acuerdo con la posicién 1300 a 1800, en particular 1400 a 1700, de SEQ ID NO: 5;

e) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150 o 180, nucledtidos consecutivos de
la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 1 a 591, en particular 100 a 280 de
SEQID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
20, Preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledétidos consecutivos de la
secuencia de nucleétidos de acuerdo con las posiciones 240 a 540, en particular 300 a 540
de SEQ ID NO: 8;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150 o 160, nucleétidos consecutivos de
la secuencia de nucledtidos de acuerdo con la posicion 12 a 418, en particular 240 a 400 de
SEQID NO: 9;
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h) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con
(a)a(q);

i) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(h);
j) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (i).

Por lo tanto, otra realizacion preferida de la presente solicitud es un método para detectar la
enteritis necroética aviar, particularmente la enteritis necrética aviar subclinica, el método
comprende determinar la presencia y/o el nivel de al menos un marcador indicativo de enteritis
necrotica en excrementos cecales aviares, en particular en microvesiculas aisladas de
excrementos cecales aviares, en donde la presencia y/o un nivel aumentado de este al menos
un marcador en comparacion con un control no infectado es indicativo de enteritis necrotica y
en donde el marcador se selecciona preferiblemente de

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 1,

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleédtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 3,

c¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleotidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 4;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 5;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleétidos como se representa en SEQ ID NO: 8;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 9;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucleodtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos como se representa en SEQ ID NO: 13;
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i) polinucleotidos (ADN y ARN) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con (a)
a (h);

j) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con
(i);
k) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (j).

En este método, las secuencias se seleccionan preferiblemente del siguiente grupo:

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60 o 100, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleotidos de acuerdo con la posiciéon 1 a 630, en particular 420 a 630,
preferiblemente 460 a 560, de SEQ ID NO: 1,

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60 o 90, nucledtidos consecutivos de la secuencia
de nucledtidos de acuerdo con la posicion 600 a 1000, en particular 670 a 760, de la SEQ ID
NO: 3,

¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100 o 140, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos de acuerdo con la posicion 60 a 240, en particular 80 a 220, de la
SEQ ID NO: 4;

d) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de acuerdo con la posicién 1300 a 1800, en particular 1400 a 1700, de SEQ ID NO: 5;

e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150 o 180, nucledtidos consecutivos de
la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 1 a 591, en particular 100 a 280 de
SEQID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleétidos de acuerdo con las posiciones 240 a 540, en particular 300 a 540
de SEQ ID NO: 8;

g) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150 o 160, nucledtidos consecutivos de
la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicidén 12 a 418, en particular 240 a 400 de
SEQ ID NO: 9;

h) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos segun la posicion 45 a 66 de SEQ ID NO: 13,

15



10

15

20

25

30

35

40

i) polinucleotidos (ADN y ARN) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con (a)
a (h);

j) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con
(i);
k) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (j).

Por lo tanto, otra realizacion preferida de la presente solicitud es un método para detectar
enteritis necrética aviar, en particular enteritis necrética subclinica, comprendiendo el método
determinar la presencia y/o nivel de al menos un marcador indicativo de enteritis necrotica en
sangre de ave, en particular en microvesiculas aisladas de sangre de ave, en donde la
presencia y/o un nivel aumentado de este por lo menos un marcador en comparacion con un
control no infectado es indicativo de enteritis necrética y en donde al menos un marcador se
selecciona preferiblemente de

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 6 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40, 60 u 80, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 10;

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 11;

c¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 12;

d) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a)a(c);

e) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(d);
f) polinucleétidos que comprenden los polinucledtidos de acuerdo con (a) a (e).
En este método, las secuencias se seleccionan preferiblemente del siguiente grupo:

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12 nucledtidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con las posiciones 14 a 25 de la SEQ ID NO: 10;

b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 6 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos de acuerdo con las posiciones 44 a 65 de la SEQ ID NO: 11;

c) polinucleotidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos de acuerdo con las posiciones 3 a 24 de SEQ ID NO: 12;
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d) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a)a(c);

e) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(d);
f) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (e).

Otro objeto de la presente invencién es un método de tratamiento de enteritis necrética que
comprende realizar el método de deteccion de enteritis necrética como se ha descrito antes y
administrar posteriormente un agente terapéutico para el tratamiento de enteritis necrética.

Otro objeto de la presente invencion es también un conjunto de nucledétidos para detectar la
enteritis necrética aviar, en donde el conjunto de nucleétidos comprende al menos un
marcador, preferiblemente al menos 2, 3, 4 o 5 marcadores, seleccionado de entre los
polinucleétidos como se representa en la Lista IV, preferiblemente como se representa en la
Lista V, mas preferentemente como se representa en la Lista VI.

Otro objeto de la presente invencion es también un kit que comprende un conjunto de
oligonucledtidos para amplificar al menos un polinucleétido asociado con enteritis necrética,
en donde el al menos un polinucledtido se selecciona de los polinucledtidos como se
representa en la Lista IV, preferiblemente como se representa en la Lista V, mas
preferentemente como se representa en la Lista VI.

NetB y TpeL ya han sido discutidos como las principales toxinas implicadas en la patogénesis
de la enteritis necrética (Keyburn et al, 2010; WO 2008/148166; Shojadoost et al., 2012)

ColA significa Collagenese A de Clostridium perfringens; este gen podria estar asociado con
la patogénesis de EN debido a su similitud con la denominada kappa-toxina, una de las toxinas
principales de esta bacteria (Obana et al., 2013).

Sin embargo, la ocurrencia, asi como la desregulacién de estos genes en microvesiculas no
podria haber sido esperada.

El gen virX es conocido por regular los genes plx, colA y pfoA en C. perfringens (Ohtani et al.,
2002), pero su implicacion en la patogénesis de NE no se ha informado antes.

El pequefio ARN citoplasmico (scRNA), miembro de una familia de ARN de tipo de particula
de reconocimiento de sefiales conservada evolutivamente, implicada en el mecanismo de
esporulacion de Clostridium perfringens (Nakamura et al., 1995) tampoco se ha informado
previamente que estuviera en asociacion directa con NE en pollos.

Por otra parte, la participacion del dominio SAM, el dominio de dedo de zinc swim y la region
CPEQ0956 en la patogénesis de la enteritis necrética no se ha descrito antes y tampoco podria
esperarse ya que estas secuencias son secuencias con funciones previamente desconocidas.

Unos objetos adicionales de las invenciones actuales son por lo tanto polinucledtidos, que
codifican preferiblemente un polipéptido con actividad de toxina y/o un factor de virulencia
implicado en enteritis necrdtica, seleccionado del grupo que consiste en

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 100, preferiblemente al menos 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 1;
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b) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 o0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 1;

¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 100, preferiblemente al menos 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 3;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 o0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucleotidos como se representa en la SEQ ID NO: 3;

e) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 100, preferiblemente al menos 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente al
menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 7;

g) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a) a (f);
h) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (g).
Son particularmente preferidos los polinucleétidos seleccionados del grupo que consiste en

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 100, preferiblemente al menos 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos de acuerdo con la posicion 1 a 630, en particular 420 a 630,
preferiblemente 460 a 560, de SEQ ID NO: 1;

b) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 1 a 630, en particular
420 a 630, preferiblemente 460 a 560, de SEQ ID NO: 1;

c¢) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 100, preferiblemente al menos 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucleétidos de acuerdo con la posicion 600 a 1000, en particular 670 a 760, de
la SEQ ID NO: 3;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente
al menos 95, 98 o0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos de acuerdo con la posicion 600 a 1000, en particular 670 a
760, de SEQ ID NO: 3;
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e) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 100, preferiblemente al menos 150, 180 o 200, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleotidos de acuerdo con la posicion 1 a 591, en particular 100 a 280 de SEQ
ID NO: 7;

f) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 90%, preferiblemente al
menos 95, 98 0 99%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al menos
20, preferiblemente al menos 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, nucleétidos consecutivos de la
secuencia de nucleotidos de acuerdo con la posicion 1 a 591, en particular 100 a 280 de SEQ
ID NO: 7;

g) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a) a (f);
h) polinucledtidos que comprenden los polinucledtidos de acuerdo con (a) a (g).

Por lo tanto, un objeto adicional de la presente invencion son también polipéptidos, que son
preferiblemente toxinas y/o factores de virulencia implicados en la enteritis necrotica,
seleccionados del grupo que consiste en

a) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, en particular todos,
aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos como se representa en la SEQ ID
NO: 2;

b) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60 o 70, en particular todos, aminoacidos
consecutivos de la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 14;

c) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
10, preferentemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 190, en particular todos,
aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos representada en la SEQ ID NO:
15;

d) polipéptidos que comprenden los polipéptidos de acuerdo con (a) a (c).
Son particularmente preferidos los polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en

a) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
100, preferiblemente al menos 150, 180 o 200, en particular todos, aminoacidos consecutivos
de la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 2;

b) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
40, preferiblemente al menos 60 o 70, en particular todos, aminoacidos consecutivos de la
secuencia de aminoacidos como se representa en la SEQ ID NO: 14;

c) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 0 95%, mas preferiblemente 100%, con un polipéptido que comprende al menos
100, preferiblemente al menos 150, 180 o 190, en particular todos, aminoacidos consecutivos
de la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 15;
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d) polipéptidos que comprenden los polipéptidos de acuerdo con (a) a (c).

Por lo tanto, un objeto adicional de la presente invencion es también un método para aumentar
una respuesta inmune en un animal; comprendiendo el método administrar al animal un
polipéptido como se mencion6 anteriormente, en particular seleccionado del grupo que
consiste en

a) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 200, en particular todos,
aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos como se representa en la SEQ ID
NO: 2;

b) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
10, preferiblemente al menos 15, 20, 25, 40, 60 o 70, en particular todos, aminoacidos
consecutivos de la secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO: 14;

c) polipéptidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente al
menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polipéptido que comprende al menos
10, preferentemente al menos 15, 20, 25, 40, 60, 100, 150, 180 o 190, en particular todos los
aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos representada en la SEQ ID NO:
15;

d) polipéptidos que comprenden los polipéptidos de acuerdo con (a) a (c).

Los polipéptidos de acuerdo con la invencion presentan preferiblemente actividad de toxina y
son preferiblemente obtenibles de Clostridium perfringens. Mas preferiblemente, los
polipéptidos de acuerdo con la invencion son factores de virulencia asociados a NE.

Otros objetos de la presente invencion son vectores, particularmente en vectores de clonacion
y de expresion, asi como vectores virales y plasmidos, que comprenden un polinucleétido de
acuerdo con la invencion.

Otro objeto de la presente invencion son también células, particularmente células bacterianas,
preferiblemente células de E. coli, que comprenden un polinucleétido, un polipéptido y/o un
vector de acuerdo con la invencion.

Otro objeto de la presente invencion es un anticuerpo policlonal o monoclonal o un fragmento
del mismo, que se une especificamente a un polipéptido con actividad de toxina de acuerdo
con la invencion, en particular factores de virulencia asociados a EN de acuerdo con la
invencion.

Otro objeto de la presente invencion es una composicion que comprende un polinucledtido,
un polipéptido, un vector, una célula o un anticuerpo de acuerdo con la invencion.

Otro objeto de la presente invencion es un kit de diagndstico que comprende un polinucleétido
0 un anticuerpo de acuerdo con la invencién. El kit puede comprender ademas un aparato de
superficie de captura adecuado para separar microvesiculas de una muestra biolégica de
particulas no deseadas, escombros y moléculas pequefias, como se explica con mas detalle
a continuacion. El kit puede incluir también instrucciones para su uso, en particular para el uso
de los componentes en el aislamiento opcional y lisis de microvesiculas y la determinacién
cualitativa o cuantitativa subsiguiente de la presencia de al menos uno de los marcadores de
acuerdo con la invencion.
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Otro objeto de la presente invencion es una composicion inmunogénica que comprende un
polipéptido de acuerdo con la invencion y un adyuvante y/o un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Otro objeto de la presente invencion es también una vacuna, que comprende un polipéptido
de acuerdo con la invencién y preferiblemente un adyuvante y/o un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Las microvesiculas de acuerdo con la invencion comprenden vesiculas de membrana
procedentes de bacterias, en particular Clostridium perfringens, asi como del huésped, en
particular pollo.

La version eucaridtica de las vesiculas de membrana también se conoce como exosomas.
Los exosomas tienen tipicamente un didmetro de 30-200 nm. Se vierten en todos los biofluidos
y llevan muchas proteinas intactas y oligonucleotidos, ya que estan protegidos de la
degradacién por RNAses (Koga et al., 2011)

Los exosomas se han estudiado particularmente en cancer y células inmunes.

Las microvesiculas de bacterias también se denominan vesiculas de membrana extracelular
(MVs) o vesiculas de membrana externa (OMVs). Son estructuras bicapa esféricas con un
diametro medio tipicamente de 20-500 nm. Las microvesiculas bacterianas se han descrito
en primer lugar para las bacterias Gram-negativas, pero posteriormente también para algunas
bacterias Gram-positivas. En un estudio reciente, se inform6 que las microvesiculas son
producidas y liberadas también por cepas de C. perfringens tipo A, provocando respuestas
inmunes innatas y adaptativas. Se descubrié ademas en el curso de este estudio que no
existian factores de virulencia importantes como la alfa-toxina y NetB en las vesiculas de
membrana, mientras que la beta2-toxina se encontroé en las vesiculas de membrana (Jiang et
al., (2014).

MicroRNAs (miRNAs) son pequefios, no codificantes RNAs que son generalmente de 18-23
nucledtidos de tamafo y se ha sugerido que desempefian un papel critico en la regulaciéon de
la expresion génica. Particularmente, los genes asociados con las respuestas inmunes han
sido reportados como altamente dirigidos por miRNAs. En pollos la expresion de miARN se
ha estudiado en procesos de desarrollo embrionario, desarrollo de células germinales,
organos inmunes y enfermedades.

En estudios recientes se investigo el perfil de miARN de dos lineas de pollo White Leghorn
altamente infectadas infectadas por C. perfringens (Dinh et al., 2014, Hong et al., 2014). El
analisis de ARN se llevo a cabo con tejido de bazo y mucosa intestinal. Los resultados
sugieren que algunos miRNAs son diferencialmente alterados en respuesta a la enteritis
necroética y que modulan la expresion de sus genes diana. Las microvesiculas no fueron
investigadas en estos estudios.

Los miRNAs que se encontraron correlativos a la enteritis necrética de acuerdo con la
presente invencion fueron investigados antes por Wang et al. En relacion con pollos de
engorde infectados con el virus de la influenza aviar (Wang et al., 2012). Wang et al. Encontré
que los miRNAs miR-155, miR-16-1 y miR-24 se expresan mas fuerte en los pulmones de
pollos infectados que en los no infectados, pero encontraron que el miR-206 es, por el
contrario, Mas fuerte en los no infectados que en los infectados. Asi, el uso de miR-206 como
marcador para una infeccion bacteriana se describe en la presente solicitud por primera vez.
Ademas, en contraste con Wang et al. De acuerdo con la presente invencion, todos los miARN
se detectaron en microvesiculas, no en tejido.
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Por lo tanto, un objeto adicional de la presente invencion es un método para detectar una
infeccién bacteriana aviar, particularmente la enteritis necrética aviar, comprendiendo el
procedimiento aislar microvesiculas de una muestra de aves y determinar posteriormente el
nivel de al menos un marcador aviar indicativo de la infeccion, en donde un nivel aumentado
de este al menos un marcador aviar en comparacion con un control no infectado es indicativo
de la infeccion y en donde el al menos un marcador aviar es un miARN aviar y se selecciona
preferiblemente del grupo que consiste en

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 6 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40, 60 o 80, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 10;

b) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 11;

c) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nuclettidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 12;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 13;

e) polinucleotidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias segun (a) a (d);

f) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(e);
g) polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (f).
En este método, las secuencias se seleccionan preferiblemente del siguiente grupo:

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12 nucleétidos consecutivos de la secuencia de
nucledtidos de acuerdo con las posiciones 14 a 25 de la SEQ ID NO: 10;

b) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleétidos de acuerdo con las posiciones 44 a 65 de la SEQ ID NO: 11;

c) polinucleétidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucledtido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledétidos de acuerdo con las posiciones 3 a 24 de SEQ ID NO: 12;

d) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledtidos segun la posicion 45 a 66 de SEQ ID NO: 13,
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e) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias segun (a) a (d);

f) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(e);
g) polinucledtidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) a (f).

Como mir-206 podria ser identificado por primera vez como marcador para infecciones
aviares, en todo caso, otro objeto de la presente invencion es un método para detectar una
infeccidon aviar, preferiblemente una infeccion bacteriana aviar, mas preferiblemente una
enteritis necrotica aviar, en donde un nivel aumentado de al menos un marcador aviar en
comparacion con un control no infectado es indicativo de la infeccién y en donde al menos un
marcador aviar se selecciona del grupo que consiste en

a) polinucleodtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o0 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucle6tido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18, 20, 25, 40 o 60, nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos como se representa en SEQ ID NO: 13;

b) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias de acuerdo con

(a);
c) polinucledtidos que comprenden los polinucledtidos de acuerdo con (a) o (b).
En este método, las secuencias se seleccionan preferiblemente del siguiente grupo:

a) polinucledtidos que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, preferiblemente
al menos 85, 90 o 95%, mas preferiblemente 100%, a un polinucleétido que comprende al
menos 8 o 10, preferiblemente al menos 12, 14, 16, 18 o 20, nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucledétidos segun la posicion 45 a 66 de SEQ ID NO: 13,

b) polinucledtidos (ADNs y ARNs) que son complementarios a las secuencias segun (a);
¢) polinucledtidos que comprenden los polinucleétidos de acuerdo con (a) o (b).

Las aplicaciones de los métodos de acuerdo con la invencién son, por ejemplo (i) ayudar en
el diagndstico y/o prondstico de la enteritis necrética de las aves, (ii) monitorizar el progreso
o reaparicidn de la enteritis necrética de las aves, o (iii) ayudar en la evaluacion de la eficacia
del tratamiento para un sujeto aviar sometido o contemplando tratamiento para enteritis
necrotica; en donde se determina la presencia o ausencia de uno o mas de los biomarcadores
mencionados anteriormente en la extraccion de acido nucleico obtenida del método y el uno
0 mas biomarcadores estan asociados con el diagnéstico, progreso o recidiva, o la eficacia
del tratamiento, respectivamente, de la enteritis necraética.

Las aplicaciones de la invencion particularmente ayudan a evitar la pérdida de rendimiento
aviar como el aumento de peso y la conversién alimenticia.

Aislamiento de microvesiculas

El aislamiento de microvesiculas a partir de una muestra biolégica antes de la extraccién de
acidos nucleicos es ventajoso, debido a que las microvesiculas que contienen acido nucleico
producen rendimientos significativamente mas altos de especies de acidos nucleicos con
mayor integridad en comparacién con el rendimiento/integridad obtenido extrayendo acidos
nucleicos directamente de la muestra de fluido o excremento sin primeras microvesiculas de
aislamiento. Ademas, también es posible detectar acidos nucleicos que se expresan a niveles
bajos. El aislamiento de microvesiculas también permite la exclusion de proteinas, lipidos,
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desechos celulares, células y otros contaminantes potenciales e inhibidores de PCR que se
encuentran naturalmente dentro de muestras bioldgicas.

El aislamiento de vesiculas de membrana a partir de muestras biologicas y la subsiguiente
extraccion de los acidos nucleicos puede realizarse por ejemplo por ultracentrifugacion, por
ejemplo, hilado a mas de 10.000 g durante 1-3 horas, seguido por la eliminacion del
sobrenadante, el lavado del granulo, la lisis del granulo y la purificacion de los acidos nucleicos
en una columna. Los métodos alternativos son la ultrafiltracion, por ejemplo, utilizando filtros
de 100 kD, técnicas de precipitacion de polimeros, y/o filtracion basada en el tamano.

Otros métodos alternativos son la centrifugacion diferencial como se describe por Raposo et
al. (1996), Skog et. Al (2008) y Nilsson et al. Al (2009); intercambio idnico y/o cromatografia
de permeacion de gel como se describe en las Patentes de Estados Unidos N° 6,899,863 y
6,812,023; gradientes de densidad de sacarosa o electroforesis de organelos como se
describe en la Patente de Estados Unidos N° 7,198,923; clasificacion de células activadas
magnéticas (MACS) segun lo descrito por Taylor y Gercel-Taylor (2008); concentracion de
ultrafiltracion de nanomembranas tal como se describe por Cheruvanky et al (2007); gradiente
de aislamiento Percoll como se describe por Miranda et al (2010); y, el aislamiento por un
dispositivo microfluidico Chen et al (2010).

Aislamiento basado en la superficie de captura de microvesiculas segin WO 2014/107571

En una realizacion preferida, la fraccién de microvesicula esta unida a una superficie de
captura, particularmente a una membrana, a un filtro o a una perla modificada en superficie
como se describe en el documento WO 2014/107571.

La muestra bioldégica se disuelve preferiblemente en un tampoéon de carga, que tiene
preferiblemente un pH de 4-8, mas preferiblemente 5-7. De este modo, la union a la superficie
de captura toma preferiblemente lugar a un pH de 4-8, mas preferiblemente de 5-7.
Preferiblemente, después de ponerse en contacto la muestra biolégica con la superficie de
captura, se llevan a cabo una o mas etapas de lavado.

Los tampones de carga y de lavado que se pueden emplear de acuerdo con la invencién
pueden tener una fuerza iénica alta o baja. Por lo tanto, la concentracion de sal, por ejemplo,
la concentracion de NaCl puede ser de 0 a 2,4M. Preferiblemente, los tampones incluyen uno
o mas de los siguientes componentes: Tris, Bis-Tris, Bis-Tris-Propano, Imidazol, Citrato, Acido
Metil Malénico, Acido Acético, Etanolamina, Dietanolamina, Trietanolamina (TEA) y Fosfato
de Sodio.

El lavado preferiblemente tiene lugar utilizando tampén de lavado que comprende Bis Tris
Propano 250 mM y que exhibe un pH de 6,5-7,0.

Mediante la adicion de detergentes al tampdn de lavado se suprime la unién no especifica.
Los detergentes adecuados para uso incluyen, pero no se limitan a, dodecilsulfato de sodio
(SDS), Tween-20, Tween-80, Triton X-100, Nonidet P-40 (NP-40), Brij-35, Brij-58, octil
glucésido, octil tioglucosido, CHAPS o CHAPSO.

Después del lavado de la superficie de captura, el acido nucleico puede liberarse mediante la
lisis de las microvesiculas fijas. Para la lisis de las microvesiculas fijas se utiliza
preferentemente un tampoén de lisis basado en fenol, como reactivo de lisis QIAzol® (Qiagen,
Alemania). La purificacion del acido nucleico puede hacerse entonces mediante extraccion
con cloroformo utilizando tubos PLG, seguido de acondicionamiento con etanol. A
continuacion, el acido nucleico puede unirse a una columna de silice antes de lavar y eluir.
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La lisis de microvesiculas y la extraccion de acidos nucleicos también puede conseguirse
utilizando un kit Qiagen R easy Plus comercialmente disponible, un kit QR de facil acceso
Qiagen disponible comercialmente o usando fenolcloroformo de acuerdo con procedimientos
y técnicas convencionales conocidos en la técnica. Tales métodos también pueden utilizar
una columna de unién a acido nucleico para capturar los acidos nucleicos contenidos dentro
de las microvesiculas. Una vez unidos, los acidos nucleicos se pueden eluir usando un tampoén
0 solucién adecuada para interrumpir la interaccién entre los acidos nucleicos y la columna de
union.

Los métodos de extraccidon de acido nucleico también pueden incluir el uso de otros agentes
como un inhibidor de RNasa tal como Superase-In (disponible comercialmente de Ambion
Inc.) o RNaselNplus (comercialmente disponible de Promega Corp.); una proteasa (que
también puede funcionar como un inhibidor de RNasa); DNasa; un agente reductor; un
sustrato de sefuelo tal como un ARN sintético y/o ARN portador; un receptor soluble que
puede unirse a RNasa; Un pequefio ARN interferente (siRNA); Una molécula de unién a ARN,
tal como un anticuerpo anti-RNA, una proteina basica o una proteina chaperona; una
sustancia desnaturalizante de RNasa, tal como una solucién de alta osmolaridad, un
detergente o una combinacién de los mismos.

Los inhibidores de ARNasa, asi como los agentes adicionales pueden afadirse a la muestra
bioldgica, y/o a la fraccion de microvesicula aislada, antes de extraer acidos nucleicos.

Estos agentes adicionales pueden ejercer sus funciones de diversas formas, por ejemplo, a
través de la inhibicion de la actividad de RNasa (por ejemplo, inhibidores de RNasa), a través
de una degradacién omnipresente de proteinas (por ejemplo, proteasas), oa través de una
proteina chaperona (por ejemplo, una proteina de union al ARN) que se une y protege a los
ARN. En todos los casos, tales agentes de mejora de la extraccion eliminan o al menos mitigan
algunos o todos los factores adversos en la muestra bioldgica o asociados con las particulas
aisladas que de otro modo impedirian o interferirian con la extraccion de alta calidad de acidos
nucleicos de las particulas aisladas.

La cuantificacion de los ARNr 18S y 28S extraidos se puede utilizar para determinar la calidad
de la extraccion de acido nucleico.

La superficie de captura puede ser neutra, cargada negativamente o cargada positivamente.
Esto significa que, en principio, se puede utilizar cualquier tipo de superficie de captura.
Dependiendo del material de la membrana, los tamafios de poro de la membrana pueden
oscilar entre 20 nmy 5 ym.

En particular, la superficie de captura puede ser una membrana comercialmente disponible
como la Membrana de Intercambio de lones Mustang® de PALL Corporation; Vivapure® Q,
Vivapure® Q Maxi H; Sartobind® D, Sartobind®, Sartobind® Q, Sartobind® IDA o Sartobind®
Aldehyde de Sartorius AG; Whatman® DE81 de Sigma; Columna de purificacion de virus Fast
Trap de EMD Millipore; o Thermo Scientific Pierce Strong Cation y Anion Exchange Spin
Columns.

Cuando se utiliza una membrana para fijar los acidos nucleicos, entonces la membrana puede
estar hecha de una variedad de materiales adecuados, por ejemplo, puede ser una
polietersulfona (PES) (por ejemplo, de Millipore o PALL Corp.) o celulosa regenerada (RC)
(por ejemplo, de Sartorius o Pierce).

Cuando se utiliza una membrana cargada negativamente, entonces la superficie de captura
es preferiblemente una membrana S, que es una membrana cargada negativamente y es un
intercambiador catiénico con grupos acido sulfénico. Preferiblemente, la membrana S esta
funcionalizada con acido sulfénico, R-CH»>-SO3". Alternativamente, la superficie de captura
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cargada negativamente es una membrana D, que es un intercambiador de aniones basico
débil con grupos dietilamina, R-CH2-NFT (C2Hs).. Alternativamente, la superficie de captura
es una membrana de quelato metalico. Por ejemplo, la membrana es una membrana IDA,
funcionalizada con acido minodiacético -N (CH.COOH"),. En algunas realizaciones, la
superficie de captura es una membrana microporosa, funcionalizada con grupos aldehido, -
CHO. En ofras realizaciones, la membrana es un intercambiador de aniones basico débil, con
dietilaminoetil (DEAE) celulosa.

Cuando se utiliza una superficie de captura neutra, la superficie de captura es preferiblemente
un filtro seleccionado del grupo consistente en filtracion de jeringa PSN neutra de 20 nm (Tisch
y Exomir), filtracion de la jeringa de PSN neutral de 30 nm (Sterlitech), filtracién de jeringa
neutral de 50 nm (Sterlitech), filtraciéon de columna de giro casera neutra de 0,2 um (Pall),
filtracion en columna de giro casera de 0.8um neutro (Pall) y filtracidn de jeringa PES de 0.8um
neutro (Pall). En realizaciones en las que la superficie de captura es neutra, preferiblemente
la superficie de captura neutra no esta alojada en un filtro de jeringa.

La superficie cargada se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en 0,65um
cargado positivamente Q PES filtracion al vacio, una columna de filtracion spin 3-5 um cargado
positivamente, columna de filtracion homemade spin Q RC de 0.8um cargado positivamente
Q PES, jeringa de filtracion Q PES 0.8um cargado positivamente, columna de filtracion
homemade spin 0.8um cargado negativamente S PES, filtracion de la jeringa S PES de carga
negativa 0,8 y jeringa de filtracion de nylon de carga negativa de 50 nm.

En la realizacion preferida, cuando la superficie es una membrana cargada positivamente,
puede usarse una membrana Q, que es una membrana cargada positivamente y es un
intercambiador de aniones con aminas cuaternarias. En una realizacion preferida, la
membrana Q esta funcionalizada con amonio cuaternario, R-CH2-N*(CHs)s.

En una realizacion muy preferida, la membrana cargada positivamente es una membrana de
celulosa regenerada, intercambiador aniénico fuerte ("RC/SBAE"), que es un intercambiador
de aniones con aminas cuaternarias. En una realizacion preferida, la membrana RC/SBAE
esta funcionalizada con amonio cuaternario, R-CH>-N*(CH3)s. El tamafio de poro de la
membrana es preferiblemente de al menos 3 um.

La superficie de captura, por ejemplo, la membrana, puede alojarse dentro de un dispositivo
utilizado para la centrifugacién; por ejemplo, columnas giratorias, o para aplicaciones de vacio,
por ejemplo, soportes de filtros de vacio, o para filtracidon con presion, por ejemplo, filtros de
jeringa.

En un procedimiento de purificacion basado en una columna de espin, preferiblemente se
utilizan mas de una membrana, preferiblemente de 2 a 5 membranas, en paralelo en un tubo,
en donde las membranas son preferiblemente todas directamente adyacentes entre si en un
extremo de la columna. El tubo de recogida puede estar comercialmente disponible, como un
tubo Falcon de 50 ml. La columna es preferiblemente adecuada para el hilado, es decir, el
tamano es compatible con las maquinas estandar de centrifuga y microcentrifuga.

En lugar de una membrana también se puede usar un corddon con la misma modificacion
superficial para capturar el acido nucleico. Si se utiliza un cordon, puede ser magnético o no
magnético.

Si se usa sangre como muestra, la sangre puede por ejemplo ser recogida en tubos de EDTA
K2 y mezclada bien con inversiones completas. A continuacion, los tubos se centrifugan a
1300xg durante 10 minutos para separar las células sanguineas y el plasma. A continuacion,
el plasma se elimina y se filtra a través de un filtro de 0,8 um para eliminar el residuo celular
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y las plaquetas. Todas las muestras de plasma se dividen en alicuotas en crioviales de 1 mly
se almacenan a -80°C hasta su uso.

Antes del aislamiento del ARN, la membrana se acondiciona preferiblemente pasando a través
del tampon de equilibrio. La muestra de plasma descongelada se diluye con tampén de carga.
La muestra de plasma diluida pasa lentamente a través de la membrana que adsorbe las
microvesiculas. La membrana se lava entonces con un tampén de lavado para eliminar
cualquier componente de plasma ligeramente unido. A continuacién, se hace pasar un
reactivo de lisis a través de la membrana para lisar las microvesiculas. EI ARN se aisla
utilizando el kit miRNeasy (Qiagen).

El ARN se puede evaluar para la calidad y la concentracion con el Bioanalyzer 2100 (Agilent)
usando un Pico Chip de RNA 6000. La cantidad relativa del ARN extraido se mide mediante
RT-gPCR usando ensayos de expresion génica humana seleccionados de Applied
Biosystems (Tagman Assay).

En realizaciones preferidas, particularmente cuando se usan muestras fecales o cecales
solubilizadas, se lleva a cabo una etapa de preprocesamiento antes del aislamiento,
purificacién o enriquecimiento de las microvesiculas para eliminar grandes particulas no
deseadas, células y/o restos celulares y otros contaminantes presentes en la muestra
biolégica. Las etapas de preprocesamiento se pueden lograr a través de una o mas etapas de
centrifugacion (por ejemplo, centrifugacion diferencial) o una o mas etapas de filtracion (por
ejemplo, ultrafiltracion), o una combinacion de las mismas. Cuando se realizan mas de una
etapa de pre-procesado de centrifugacion, la muestra biolégica se puede centrifugar primero
a una velocidad mas baja ya continuacion a una velocidad mas alta. Si se desea, pueden
llevarse a cabo otras etapas de pre-procesado de centrifugacion adecuadas. Alternativamente
0 ademas de una o mas etapas de pre-procesado de centrifugacion, la muestra bioloégica
puede ser filirada. Por ejemplo, una muestra bioldgica puede centrifugarse primero a una
velocidad baja de aproximadamente 100-500 g, preferiblemente 250-300 g, y después a una
velocidad mas alta de aproximadamente 2,000 a aproximadamente 200,000 g,
preferiblemente a aproximadamente 20,000 g, durante 10 minutos a aproximadamente 1 hora,
preferiblemente a una temperatura de 0-10°C, para eliminar particulas grandes no deseadas;
La muestra puede entonces ser filtrada, por ejemplo, utilizando un filtro con un tamafio de
exclusion de 0.1 a 1.0 ym.

Las microvesiculas en el granulo obtenido por centrifugacion a velocidades mas altas se
pueden reconstituir con un volumen mas pequefio de un tampdén adecuado para las etapas
posteriores del proceso. La etapa de concentracion también se puede realizar por
ultrafiltracion. De hecho, esta ultrafiltracion concentra tanto la muestra biolégica como realiza
una purificacion adicional de la fraccién de microvesicula. En otra realizacion, la filtracion es
una ultrafiltracion, preferiblemente una ultrafiltracion tangencial. La ultrafiltracion tangencial
consiste en concentrar y fraccionar una solucién entre dos compartimientos (filtrado y
retenido), separados por membranas de determinados umbrales de corte. La separacion se
lleva a cabo aplicando un flujo en el compartimiento de retenido y una presién transmembrana
entre este compartimento y el compartimiento de filtrado. Se pueden usar diferentes sistemas
para realizar la ultrafiltracion, tales como membranas espirales (Millipore, Amicon),
membranas planas o fibras huecas (Amicon, Millipore, Sartorius, Pall, GF, Sepracor). Dentro
del alcance de la invencion, es ventajoso el uso de membranas con un umbral de corte por
debajo de 1000 kDa, preferiblemente entre 100 kDa y 1000 kDa, o incluso mas
preferiblemente entre 100 kDa y 600 kDa.

Como pasos de preprocesamiento adicionales o alternativos, se puede llevar a cabo
cromatografia de exclusion de tamafo, cromatografia de permeacién en gel o cromatografia
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de afinidad antes o después de poner en contacto la muestra biolégica con la superficie de
captura.

Para realizar la etapa de cromatografia de permeacion en gel, se utiliza preferiblemente un
soporte seleccionado entre silice, acrilamida, agarosa, dextrano, copolimero de etilenglicol-
metacrilato o mezclas de los mismos, por ejemplo, mezclas de agarosa-dextrano. Por ejemplo,
tales soportes incluyen, pero no se limitan a: SUPERDEX® 200HR (Pharmacia), TSK G6000
(TosoHaas) o SEPHACRYL® S (Pharmacia).

La cromatografia de afinidad puede llevarse a cabo, por ejemplo, utilizando diferentes
soportes, resinas, perlas, anticuerpos, aptameros, analogos de aptameros, polimeros con
impresion molecular u otras moléculas conocidas en la técnica que se dirigen especificamente
a moléculas de superficie deseadas sobre microvesiculas.

Opcionalmente, se pueden afadir particulas de control a la muestra antes del aislamiento
microvesicular o de la extraccidén de acido nucleico para servir como control interno para
evaluar la eficacia o calidad de la purificacion de microvesiculas y/o extraccion de acido
nucleico. Estas particulas de control incluyen bacteriofagos Q-beta, particulas virales, o
cualquier otra particula que contiene acidos nucleicos de control (por ejemplo, al menos un
gen diana de control) que puede estar ocurriendo naturalmente o disefiada por técnicas de
ADN recombinante. El gen diana de control puede cuantificarse usando analisis de PCR en
tiempo real.

Preferiblemente, la particula de control es un bacteriéfago Q-beta, denominado en la presente
memoria como "particula Q-beta". La particula Q-beta puede ser una particula de virus de
origen natural o puede ser un virus recombinante o modificado genéticamente, en el que al
menos un componente de la particula de virus (por ejemplo, una parte del genoma o proteina
de recubrimiento) se sintetiza mediante técnicas de ADN recombinante o biologia molecular
conocidas en la técnica. Q-beta es un miembro de la familia de leviviridae, que se caracteriza
por un genoma de ARN de cadena sencilla lineal que consiste en 3 genes que codifican cuatro
proteinas virales: una proteina de recubrimiento, una proteina de maduracién, una proteina
de lisis y una replicasa de ARN. Debido a su tamafo similar a las microvesiculas medias, el
Q-beta puede purificarse facilmente a partir de una muestra biolégica usando los mismos
métodos de purificacién usados para aislar microvesiculas, como se describe en la presente
memoria. Ademas, la baja complejidad de la estructura de genes de cadena sencilla viral Q-
beta es ventajosa para su uso como control en ensayos de acidos nucleicos basados en
amplificacién. La particula Q-beta contiene un gen diana de control o una secuencia diana de
control a detectar o medir para la cuantificacién de la cantidad de particula Q-beta en una
muestra. Por ejemplo, el gen diana de control es el gen de la proteina de recubrimiento Q-
beta. Después de la adicidon de las particulas Q-beta a la muestra bioldgica, los acidos
nucleicos de la particula Q-beta se extraen junto con los acidos nucleicos de la muestra
biolégica utilizando los métodos de extraccion y/o kits descritos en la presente memoria. La
deteccion del gen diana de control de Q-beta puede determinarse por analisis de RT-PCR,
por ejemplo, simultdneamente con los biomarcadores de interés (es decir, BRAF). Se puede
usar una curva estandar de al menos 2, 3, 0 4 concentraciones conocidas en una dilucion de
10 veces de un gen diana de control para determinar el numero de copias. El numero de
copias detectado y la cantidad de particula Q-beta afiadida pueden compararse para
determinar la calidad del proceso de aislamiento y/o extraccion.

De este modo, se afaden 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 1.000 o 5.000
copias de particulas Q-beta a una muestra de fluido corporal. En una realizacién preferida, se
anaden 100 copias de particulas Q-beta a una muestra de fluido corporal. El nimero de copias
de las particulas Q-beta se puede calcular basandose en la capacidad del bacteriéfago Q-
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beta para infectar las células diana. Asi, el nUmero de copias de las particulas Q-beta se
correlaciona con las unidades formadoras de colonias del bacteriéfago Q-beta.

Deteccién de biomarcadores de acidos nucleicos

Para la deteccion de ARN, el ARN es preferiblemente transcrita inversamente en ADN
complementario (ADNc) antes de una mayor amplificacion. Dicha transcripcién inversa se
puede realizar solo o en combinacién con una etapa de amplificacion. Un ejemplo de un
método que combina etapas de transcripcion inversa y amplificacion es la reaccion en cadena
de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCT), que puede modificarse adicionalmente
para que sea cuantitativa, por ejemplo, RT-PCT cuantitativa como se describe en la Patente
de Estados Unidos No 5,639,606. Otro ejemplo del método comprende dos etapas separadas:
una primera de transcripcion inversa para convertir ARN en ADNc y una segunda etapa de
cuantificar la cantidad de ADNc usando PCR cuantitativa.

El analisis de RT-PCR determina un valor de Ct (umbral de ciclo) para cada reaccion. En RT-
PCR, se detecta una reaccioén positiva por acumulacién de una seinal de fluorescencia. El valor
de Ct se define como el nimero de ciclos requeridos para que la senal fluorescente cruce el
umbral (es decir, excede el nivel de fondo). Los niveles de Ct son inversamente proporcionales
a la cantidad de acido nucleico diana, o acido nucleico de control, en la muestra (es decir,
cuanto menor es el nivel de Ct, mayor es la cantidad de acido nucleico de control en la
muestra). Alternativamente, el nimero de copias del acido nucleico de control puede medirse
usando otras técnicas reconocidas en la técnica.

El andlisis de los acidos nucleicos presentes en las particulas aisladas es cuantitativo y/o
cualitativo. Para el analisis cuantitativo, las cantidades (niveles de expresién), ya sean
relativos o absolutos, de acidos nucleicos especificos de interés dentro de las particulas
aisladas se miden con métodos conocidos en la técnica. Para el analisis cualitativo, las
especies de acidos nucleicos especificos de interés dentro de las microvesiculas aisladas se
identifican con métodos conocidos en la técnica.

Ejemplos de trabajo
Preparacion de la inoculacion

Clostridium perfringens aislante positivo para netB y tpeL se retird6 de -80°C de
almacenamiento y asépticamente rayado en tripticasa agar de soja placas que contienen 5%
de sangre de oveja (TSA Il). Las placas se incubaron a 37°C durante la noche en condiciones
anaerobicas. Quince horas antes del comienzo del cultivo de inéculo, se inoculd una colonia
aislada de la placa durante la noche en 50 ml de caldo BHI pre-reducido y se incubo a 37°C
en condiciones anaerdbicas durante aproximadamente 15 horas. A continuacion, se
afiadieron 50 pul del cultivo a 2 x 100 ml de caldo BHI pre-reducido. Los cultivos de caldo
resultantes se escalonaron de modo que la dosis alta y la dosis baja alcanzaron sus
concentraciones finales al mismo tiempo (109 cfu/ml y 106 cfu/ml, respectivamente). Se
tomaron alicuotas de cada cultivo al final del periodo de crecimiento y se sembraron en serie
sobre agar TSA Il + 5% de sangre de oveja para verificar la concentracion bacteriana.

Experimento con animales

Sietecientos veinte (720) pollos machos criados en 36 corrales de bateria durante 30 dias.
Las aves fueron asignados de forma igualitaria y aleatoria (9 corrales cada uno) en uno de los
cuatro grupos de tratamiento (control negativo, farsa, gavaje de dosis baja y dosis alta de
sonda). Las aves fueron alimentadas con maiz estandar/alimentacion de soja sin
antimicrobianos. En el 13° dia de cria, se retiraron de todos los corrales las aves de mas o
menos peso y se excluyeron del experimento. El pajaro con rango de peso normal fue
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desafiado oralmente con 1 ml de cepa de C. perfringens que albergaba el plasmido netB y
que era positivo para el gen Tpel sucesivamente a los dias 14, 15y 16. El grupo de simulacién
se desafio con 1 ml de PBS, mientras que el grupo de control negativo no se sometié a ningun
estrés o desafio de patdégenos. Antes de la primera inoculacion (dia 14), se seleccionaron al
azar 3 aves de cada corral, se sacrificaron para la recogida de muestras de sangre y digesta.
Doce horas después del segundo desafio, al dia 15, se sacrificaron de nuevo tres aves de
cada corral para la muestra de sangre y digesta. Los contenidos de tripa de todas las aves
sacrificadas se cultivaron durante la noche para determinar la proporcion de C. perfringens
esporulada a las células vegetativas como se describié previamente (Heikinheimo et al.,
2004). Para evaluar si el desafio fue exitoso, se realizé la PCR de los genes NetB y TpeL del
contenido intestinal. Al menos 10 aves fueron dejadas en cada una de los corrales hasta el
final del ensayo. Se recogieron muestras de excretas a intervalos hasta que el estudio termin6
el dia 20 cuando se sacrificaron todas las aves y se obtuvieron tres muestras de sangre
agrupadas de cada grupo. GIT de las aves se examinaron para NE signos/lesiones tipicos y
necropsias del tracto gastrointestinal se tomaron de duodeno y yeyuno para el analisis
histopatoldgico. Se determinaron los indicadores de rendimiento de los broilers como la tasa
de mortalidad, el consumo de alimento y la patologia de grupo (tabla 3).

Coleccion de muestra
1. 1. Colecciones de muestras de excreta fecal y cecal

Se colocaron hojas de papel en los corrales para recolectar muestras fecales y agrupadas de
cecales cada 2 horas después del primer desafio hasta 12 horas después de la segunda
inoculacion (dia 15). Posteriormente, se recogieron muestras cada 4 horas hasta el dia 17. Al
final del ensayo el dia 20, se recogieron también muestras fecales y cecales. Durante
cualquiera de los eventos de recoleccion se obtuvieron al menos 1 gramo de fecal y cecal por
corral, y las muestras se almacenaron a -80°C.

2. Coleccion de sangre

Se recogi6 sangre directamente del corazén usando una aguja de calibre 18. Se recogieron
aproximadamente 5-6 ml de sangre completa de 3 aves seleccionadas al azar por corral y se
transfirieron a tubos de recogida que contenian EDTA. Las células se retiran del plasma por
centrifugacion durante 10 minutos a 1,000-2,000 x g usando una centrifuga refrigerada.
Después de la centrifugacion, el componente liquido (plasma) se transfirio inmediatamente a
un tubo de polipropileno limpio y se almacené a -20°C.

3. Recolecciéon de contenidos intestinales

El contenido de intestino se recogio de un intestino de aproximadamente 20 cm de longitud.
El contenido de intestino se expulsé y se escindié en PBS + 20% de glicerol y se congeld
inmediatamente a -20°C. Se han utilizado entonces muestras para la cuantificacién de C.
perfringens vegetativo versus esporulado y deteccion por PCR de netB y tpelL.

Histologia del intestino del pollo
1. Recoleccion y procesamiento de tejidos

Se retird una seccion de 5 cm después del bucle duodenal de cada ave y se coloco en
formalina al 10%, y el recipiente se agité suavemente para desalojar el alimento para permitir
que la formalina penetrara en el intestino. Después de la fijacion, los tejidos se lavaron bien
en varios cambios de solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) y se pusieron en etanol al
70% para almacenamiento. Para el procesamiento de tejidos y la infiltracion de tejidos con
parafina antes de hacer una seccion de 5 pM, los tejidos se deshidrataron lavando 1x durante
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2 min en disoluciones de etanol al 70% y 95% sucesivamente y luego 2x durante 2 min en
solucion 100% de etanol. Finalmente, los tejidos se enjuagaron 2 veces durante 1 minuto en
xileno antes de ser embebidos en parafina. El tejido procesado se orienté entonces en un
molde, embebido en un bloque de parafina y cortado en un microtome para generar secciones
de 5 pM. Las laminas de tejido se hacen flotar sobre portaobjetos modificados con poli-L-lisina
(PLL). Los portaobjetos se secan y se colocan en un horno para "hornear" la parafina.

2. Tincion de secciones de tejido con Harris Hematoxilina y Eosina.

En resumen, las secciones se rehidrataron mediante concentracion sucesiva de etanol: 2x
durante 3 min cada una en etanol al 100%, 2x durante 3 minutos cada uno en etanol al 95%
y 1x durante 3 minutos en etanol al 70%. A continuacion, las placas se lavaron durante 5
minutos en agua destilada y después se tifieron durante 6 minutos con solucion de
Hematoxilina (Harris Hematoxylin, Sigma, HHS-32). Las laminas se aclararon en agua
corriente durante aproximadamente 20 minutos y se decoloraron en alcohol acido (95% de
etanol, 2578 ml de dH»0O, 950 ml de HCL, 9 ml) durante 1-3 segundos. Las laminas se
enjuagaron de nuevo con agua del grifo corriente durante 5 minutos, luego se sumergieron en
carbonato de litio durante 3 segundos y después se aclararon con agua del grifo durante 5
minutos. Los tejidos se contrastaron con solucion de trabajo de eosina (100 ml de stock de
eosina (1% de Eosina-Y acuosa y 1% de Phloxin B), 10 ml de stock de Phloxin B, 780 ml de
etanol al 95%, 4 ml de acido acético glacial) durante 15 segundos y se rehidrataron mediante
incubacion sucesiva en soluciones etandlicas (2 durante 3 minutos cada una en solucién
etanol al 95% y 2x durante 3 minutos cada una en solucion 100%). Finalmente, los tejidos se
incubaron en solucién de xileno durante 5 minutos y luego se montaron con citosa para su
analisis.

Deteccién de Clostridium perfringens netB y genes tpel por PCR

Tabla 1. pares de cebadores utilizados para la deteccion de los genes netB y tpel en aislados
de Clostridium perfringens del intestino del pollo

Cebador ID Secuencia Gene Longitud del
Objetivo Producto

netB5F CGCTTCACATAAAGGTTGGAAGGC | netB 316

netB5R TCCAGCACCAGCAGTTTTTCCT netB 316

AKP80F ATATAGAGTCAAGCAGTGGAG tpeL 466

AKP81R GGAATACCACTTGATATACCTG tpeL 466
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1. Extraccion de ADN y cuantificacion de la concentracion de ADN

El ADN extraido de cepas de C. perfringens aisladas de contenido intestinal se realizd con
kits comerciales de extraccion de ADN de Qiagen, Hilden, Alemania, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

2. Amplificacion del ADN

La amplificacion por PCR se realizé en un volumen final de 25 pl que contenia 1 ng de plantilla
de ADN, 0,2 uM de cada uno de los cebadores para que el gen sea amplificado o detectado y
12 y de mezcla madre PCR 1x que consta de 1,2 unidades/25 uL de ADN polimerasa Taq. La
amplificacion se llevd a cabo en un sistema de PCR de amplificacion génica, 9600
Thermocycler (Master cycler eppendorf, Alemania). La desnaturalizacion inicial fue de 95°C
durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos durante 95°C durante 30 segundos, recocido a 55°C
durante 30 segundos y extensién a 72°C durante 30 segundos, con una extensién final a 72°C
durante 7 minutos y mantener durante 40°C.

Procesamiento de muestras

Se procesaron un total de 36 muestras de plasma, 96 muestras fecales y 87 muestras cecales
para aislamiento y extraccion de ARN total de microvesicula. Los volumenes de plasma
variaron entre 0.5 ml a 3 ml de los diferentes animales.

Preparacion de plasma

Brevemente, se recogié sangre en tubos de EDTA K2 y se mezclé bien con inversiones
completas. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 1300 x g durante 10 minutos para
separar las células sanguineas y el plasma. A continuacioén, se eliminé el plasma y se filtré a
través de un filtro de 0.8um para eliminar el residuo celular y las plaquetas. Todas las muestras
de plasma se dividieron en partes alicuotas en crioviales de 1 ml y se almacenaron a -80°C
hasta su uso.

Aislamiento de microvesiculas y extraccion de ARN

Los métodos de extraccion de microvesiculas y la posterior purificacion de los contenidos de
microvesiculas (MV) a partir de biomateriales tales como sangre, csf, tejidos y cultivos
celulares se han descrito anteriormente en US 6899863B1 (Dhellin et al., 2005), EP 2 495 025
A1, WO 2014107571 Ay 20140178885A1. Los métodos incluyen el uso de ultracentrifugacion
de alta velocidad, o el uso de centrifugacién a baja velocidad para separar los restos celulares
seguido por exclusiéon de tamafio o afinidad de unién a membranas especificas o filtracion (ver
revision por Witwer & Colegas, 2013). Varios métodos inmunoldgicos de purificacion de
microvesiculas han sido también descritos (Thery, et al., 2016, Clayton et al., 2001, Wubbolts
et al., 2003). Las microvesiculas se pueden purificar mediante el uso de matrices, perlas o
particulas magnéticas funcionalizadas con anticuerpos que se unen a proteinas de superficie
de microvesiculas para seleccionar positivamente una poblacién deseada o con anticuerpos
que se unen a proteinas de superficie de otros componentes celulares para su agotamiento
(Kim et al.,, 2012 y Mathivanan et al., 2010). Los métodos rapidos de aislamiento de
microvisicles disponibles para investigacion incluyen el uso de dispositivos microfluidicos
(2010, Chen, et al., 2010; EP 2740536 A2) y equipos comerciales (por ejemplo, SeraMir™
(Sistema Biosciencias), ExoSpin™ (Cell Guidance), ExoMir™ (Bioo Scientifics), miRCURY™
(Exigon), que requieren poco o hingun equipo de laboratorio especializado.

En este caso, la extraccion de microvesiculas de plasma, muestras fecales y cecales se
realizé por los métodos descritos en W02014/107571A1 (Enderle, et al., 2014). El método
implicé el aislamiento de microvesiculas de un fluido biolégico capturandolas en la superficie
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de un filtro de membrana funcionalizado Q (Exo50, Exosome Diagnostics). El contenido de
ARN de las microvesiculas capturadas se liberd por lisis con Qiazol y, a continuacion, se
purifico el ARN mediante extraccion con cloroformo o con un kit comercial RNAesay de
Qiagen. En resumen, la muestra de plasma se dejé descongelar lentamente sobre hielo y se
diluyé 1:1 con PBS o NaOH al 0,9%; La solucién de plasma se centrifugé a 300 g durante 10
minutos para eliminar las células y los desechos. El sobrenadante se hizo pasar a través de
un filtro de 0,8 um y luego se centrifugd el flujo a 20,000 g a 4°C durante 30 minutos para
eliminar cualquier residuo celular restante. La columna Exo50 con membrana de afinidad que
se une a microvesiculas se precondicion6 permitiendo que pasaran a través de ella 5 ml de
tampon de carga (2X) tampon de fosfato 100 mM, NaCl 370 mM). A continuacion, el
sobrenadante que contenia las microvesiculas obtenidas a partir de la segunda etapa de
centrifugacién se punté 1000 copias de particula Qbeta para examinar la extraccion y la
eficiencia de recuperacion tras la carga sobre la columna de centrifugacion preacondicionada.
La columna se gir6 brevemente y se descarté el flujo. La columna se lavé dos veces con 2 mi
de tampon de lavado (Bis Tris Propano 250 mM, pH 6,5-7 y tampon de fosfato (IX) 50 mM,
NaCl 185 mM) y después del segundo lavado, se giré brevemente la columna y se descarto
el flujo. Las microvesiculas unidas a la membrana se lisaron para liberar el contenido mediante
la adicion de 5 ml (2,25 ml) de tampédn de lisis (Qiazol) y se centrifugaron para recoger el
lisado. EI ARN se extrajo del lisado con el kit RNeasy, Qiagen, siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ARN eluido con agua libre de ARNasa se reunié para muestras duplicadas para
obtener un volumen total de 46 pL por muestra. 1 uL de ARN se aplicé en Agilent RNA 6000
Nano Kit para evaluar la calidad y la concentracion del ARN, mientras que el resto de ARN se
almaceno a -80°C para mas abajo el uso (QPCR o secuenciacion). La eficacia de extraccion
y la cantidad de extraccién de ARN se evalué comparando la expresion del gen diana de
control Q-beta (gen de la proteina de recubrimiento Q-beta) en el ARN extraido por analisis
de RT-PCR con los de los genes diana de interés. Se uso6 una curva estandar de al menos 2,
3, 0 4 concentraciones conocidas en una dilucién de 10 veces de un gen diana de control para
determinar el nimero de copias. El numero de copias detectado y la cantidad de particula Q-
beta afiadida se compararon para determinar la calidad del proceso de aislamiento y/o
extraccion.
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Muestras fecales y cecales

Dado que las muestras de plasma y cecal contienen grandes materiales gruesos, se aplican
etapas de preprocesamiento adicionales antes de realizar el aislamiento de microvesiculas y
la extraccion de ARN utilizando el kit Exo50 y los métodos asociados como se describio
anteriormente para muestras de plasma. Por ejemplo, se dejé descongelar lentamente 200
mg de muestra fecal; luego se afnadid 1 ml de PBS frio o NaOH estéril al 0,9% para
homogeneizar la muestra fecal/cecal seguido de agitacion en vortex durante
aproximadamente 1 minuto. La suspensién resultante se diluye 1: 1 con PBS y luego se
centrifuga a 20,000 g durante 30 minutos a 4°C para eliminar particulas grandes no deseadas.
El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de éster de celulosa mezclado de 0,8 um (por
ejemplo, un filtro Millipore) y el filtrado se almacend a 4°C hasta su uso posterior 0 se procesé
como se ha descrito para la muestra de plasma anterior.

Tabla 2. Lista de los cebadores y la sonda utilizada para gPCR para cuantificar los niveles de
expresion de los objetivos. Los miRNA se adquirieron de Life Technologies y los cebadores y
sondas disefiados en casa fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies, USA)

Objetivo Ensayo ID / Cebadores y sondas (donde corresponda)
miR-155 TM:000479 (Life Technologies #4427975)

miR-16 TM:000391 (Life Technologies #4427975)

miR-24 TM:000402 (Life Technologies #4427975)

miR-206 TM:000510 (Life Technologies #4427975)

virX (IDT) Adelante: 5'- TCGTATTCACTGTAGGAGAACAAG -3'

Inversa: 5'- TGAGCTTTTCTTGCTTTTCTGC -3'

Sonda: 5'- /56-FAM/ ACGATCCAG IZEN/
TTAGATGCCCAGCTTG/3IABKFQ/ -3'

NetB (IDT) Adelante: 5'- TGGTGCTGGAATAAATGCTTCA -3'
Inversa: 5'- ACCGTCCTTAGTCTCAACAA -3'

Sonda: 5'- 156-FAM/ TGATGCAAA IZEN/
TTTAGCATCATGGGA/3IABKFQ/ -3'

SAM (IDT) SybrGreen | Adelante: 5'- AAATAAGGAGTTGATAAACATGAAA -3'
assay
Inversa: 5'- TGTTACTGGTGAACAACAAAAAT -3'

colA (IDT) Adelante: 5'- TGAAAGAACACCAGAGGAAAGT -3'
Inversa: 5'- CCTGCAAAGAACTCTGCTGT -3

Sonda: 5'- /56-FAM/ TGATGCAAA /ZEN/ GTGGGGGCAAGGA
/3IABKFQ/ -3'
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CPEQ0956 (IDT) | Adelante: 5'- AATAGGATTTATAGCTGGAT -3'

SybrGreen assay
Inversa: 5'- AGTTAGTTTTCCAAGGATAG -3'

scRNA (IDT) SybrGreen | Adelante: 5'- TATGTAAGTGGTGTTGAGAG -3'

assay
Inversa: 5'- ATGAAAATGACTGCTTATC -3

QRT-PCR de RNA derivado fecal / cecal

La transcripcion inversa del ARN fecal y cecal se realizé con el Kit de Sintesis de cDNA
SuperScript VILO siguiendo las instrucciones del fabricante y las siguientes modificaciones:
La reaccion de RT consistié en 11yl (Mezcla de Reacciéon VILO 5x), 5.5ul (Mezcla de Enzimas
SS 10x), 5.5ul (H20 libre de nucleasa) y 33ul (ARN). Mientras que el perfil de ciclo de RT
consistia en 4 ciclos de incubacién secuenciales/mantenimiento a 25° durante 10 min, 42°
durante 60 minutos, 85° durante 5 minutos y una etapa de retencion final a 4°C.

Q RT-PCR para plasma y miARN derivado fecal/cecal:

La transcripcion inversa del miARN se realizé por triplicado para cada muestra usando
transcripcion inversa de ARN usando TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit con la
siguiente receta de mezcla maestra de RT vy el perfil de ciclismo: la reaccién de RT consistia
en 6 ul (pool de cebadores RT), 0.3 ul (ANTPs de 100 mM), 1.5 ul (10x tampdn RT), 0.2 ul de
inhibidor de RNasa, 3,0 yl de MultiScribe RT y 4 ul (4 yl de ARN para muestras fecales y
cecales, y 2 yl de ARN + 2 ul de tampdn TE para muestras de plasma). Mientras que el perfil
de ciclo de RT consistia en 4 ciclos de incubacién secuenciales/explotaciones a 16° durante
30 minutos, 42° durante 30 minutos, 85° durante 5 minutos y una etapa de retencion final a
4°. El pool de cebadores de RT se obtuvo mediante 10 microlitros de cada cebador de RT y
se diluyd a 1 ml con tampon TE, haciendo la concentracion final de cada cebador de RT 0,05X.
Se afadieron cinco veces (5 x) del ensayo de miARN personalizado (miR-16, miR-21, miR-
24, miR-155 y miR-206) al conjunto de cebadores de RT respectivo.

QPCR de ARN fecal/cecal

QPCR se realiz6 para la prueba de los ensayos basados en genes de ARN utilizando Qiagen
Rotor -Gene Q, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La temperatura de recocido de
los ensayos virX, colA y netB fue de 57°C, mientras que la temperatura de recocido para el
analisis del ARNr 16s de Clostridium perfringens fue 60°C. Las reacciones de mezcla maestra
para los ensayos consistieron en 5.5ul (agua libre de nucleasa), 10 yl (TagMan Fast Universal
PCR Master Mix sin AmpErase UNG), 0.5 ul de cebador directo (20 uM), 1.5 ul de cebador
inverso (20 uM), 0.25 ul de sonda (20 uM), 0.25 pl de UNG (Uracil-N-glicosilasa) y 2 ul de
ADNCc. Para la amplificacién de 16s ARN, 1 ul de cada uno de adelante y de atras se utilizo.

Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit se realizé para ARN poco codificante VR-ARN, e45nt y
scRNA. Las reacciones de mezcla maestra para los ensayos consistieron en 5.75ul (agua libre
de nucleasa), 10 yl de Rotor Gene SYBR 2x Master Mix), 0.5 pl de cebador directo (20 uM),
1.5 ul de cebador inverso (20 uM), 0.25 pl de sonda (20 pM), 0.25 pl de UNG (Uracil-N-
glicosilasa) y 2 yl de cDNA. La amplificacion se realizo con la siguiente condicion: Primera
etapa de mantenimiento a 50° C durante 2 min, seguida por otra retencién a 95°C durante 10
y luego 40 ciclos consistentes en 95°C durante 2 segundos, 60° durante 15 s 72°C durante 20
S.

Analisis estadistico
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Todos los calculos estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico R. Como
resultado de la estequiometria del ensayo y la eficiencia general de los protocolos analiticos,
se imputo la sustitucion de los valores faltantes (sin sefial) antes de la normalizacion con 40,
que es el valor CT mas alto posible en un gPCR con 40 ciclos de amplificacion. Se calcularon
las estadisticas moderadas para la comparacion de pares de los grupos de tratamiento con la
funcion ImFit en el paquete limma (limma: modelos lineales para datos de microarrays, Smyth
GK In: Bioinforméatica y Soluciones de Biologia Computacional utilizando R y Bioconductor,
Springer, Nueva York, paginas 397-420, paquete R, version 2.16.5) y los valores de p
resultantes se ajustaron de acuerdo con el método de Benjamini y Hochberg, (1995) para
obtener los valores g (tasa de descubrimiento falso)

Andlisis multivariante (ANOVA)

La dependencia entre el tiempo, el tratamiento y el tipo de muestra se examind
cualitativamente. Una evaluacidn cuantitativa formal de las asociaciones posibles se realiz
mediante ANOVA bidireccional y pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis. Ambos métodos
se han aplicado independientemente a miARN y ARN bacteriano datos. EIl ANOVA de dos
vias se utilizd para probar dos efectos principales y una interaccion. El primer efecto principal
fue el tiempo tras el tratamiento (en horas), el segundo efecto principal fue el tipo de
tratamiento (control, farsa, dosis alta, dosis baja). La prueba de Kruskal-Wallis se aplico por
separado a tiempo y tratamiento, para probar una asociacion de estos factores con la
expresion génica. No se evalud la interaccidén multi-variable mediante este método. Se
analizaron tres tipos de muestras (cecales, excretas y plasma) para 4 miRNAs (miR-16, miR-
24, miR-155 y miR-206) y un total de 216 datos duplicados. También se analizaron seis
blancos bacterianos en dos tipos de muestra (cecal y excreta) y un total de 108 datos
duplicados. Los medios de los datos duplicados (valor medio de Ct de cada muestra) se
utilizaron para analisis estadisticos adicionales. El analisis se realiz6 tanto en datos brutos
como en datos normalizados. EI MiR-191 se us6 como normalizador para el analisis de
microARN, mientras que los valores de Ct del ARNr 16S de C. perfringens se usaron como
normalizadores para las bacterianas dianas. El modelo lineal anova (Anova (Im (expresion ~
tiempo + tratamiento + tiempo * tratamiento)) genero valores de p para tres factores (efecto-
tiempo, efecto-tratamiento, interaccién) para los datos normalizados y crudos, mientras que
los valores de 2 p (efecto de tiempo y efecto de tratamiento) se generaron a partir de los
analisis con la prueba de Kruskal-Wallis para los datos normalizados y en bruto.

Resultados:

Tabla 3. Numero de aves muertas por grupo después del desafio de C. perfringens. Un pajaro
estaba muerto en cada uno de los grupos: grupo de gavaje de dosis baja, grupo de simulacién
y grupo de control negativo. 4 aves estaban muertas en el grupo de aves desafiadas con altas
dosis de Clostridium perfringens.

No hay

Aves -
sefales de

perdidas tras

Pajaros

sacrificados AFCR -

Tamano
inicial

Porcentaje

Grupo

del
grupo

por dias de
sangrado 14
y 15

la inoculacion
de C.
perfringens

Después
del
desafio

con patologia
macroscopica
tipica

pérdida de
rendimiento

enfermedad

Alta dosis de
alimentacion
forzada

180

54

1.60

50.70

49.30%
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Baja dosis

de. .| 180 54 1 1.60 4212 57.88%

alimentacion

forzada

Falso 180 54 1 1.57 6.06° 93.94%

Control 180 54 1 1.56 3.13 96.87%

negativo

Valor de p 0.200 0.746 <0.001
* AFCR (relacion de conversion de pienso ajustada) determinada como la cantidad de
alimento consumido dividido por el peso corporal de las aves, corregido para mortalidades y
aves eliminadas debido al desvio de peso del peso de las aves antes del desafio

5 Tabla 4: Marcadores con presencia significativamente mayor en vesiculas de membrana de

excrementos cecales

Marcador Raw FDR Norm FDR
Regién Sam 1,21E-09 9,24E-02
Regién Swim de dedo de | 9,52E-09 9,78E-02
Cinc

scRNA 3,21E-05 7,93E-03
Mir206 8,55E-05 9,13E-04
virX 2,95E-04 5,93E-03
netB 1,04E-03 1,30E-03
VR.RNA 2,89E-03 3,21E-05
colA 6,11E-03 3,73E-04

Tabla 5: Marcadores con presencia significativamente mayor en vesiculas de membrana de

excrementos fecales

Marcador Raw FDR Norm FDR
Region Sam 2,63E-11 8,18E-03
scRNA 8,94E-05 8,64E-04
netB 2,45E-04 2,75E-03
virX 3,24E-03 9,78E-02
colA 5,01E-03 8,68E-04
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Regién Swim de dedo de | 5,81E-02 2,26E-03
Cinc

VR.RNA 1,36E-01 1,03E-04

Tabla 6: Marcadores con presencia significativamente mayor en vesiculas de membrana de
muestras de sangre

Marcador Norm FDR
Mir16 6,98E-03
Mir155 1,56E-02
Mir24 9,40E-02
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