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DESCRIPCION

Procedimiento mejorado de detecciéon de bacterias acidorresistentes del género Helicobacter en las
heces.

La invencion se refiere a un procedimiento de deteccién de una infeccién de un mamifero con una
bacteria acidorresistente del género Helicobacter, en el que (a) se incuba una muestra de excrementos
del mamifero empleando (aa) un receptor en condiciones que permitan la formacién de un complejo de
un antigeno de la bacteria acidorresistente con el receptor; o (ab) se incuban dos receptores distintos en
condiciones que permitan la formacién de un complejo de un antigeno de la bacteria acidorresistente con
los dos receptores y en el que el receptor segin (aa) o los receptores segin (ab) se une(n) especificamente
a un antigeno que, por lo menos en una parte del mamifero después de haber pasado el tracto intestinal,
presenta una estructura que corresponde a la estructura nativa o a la estructura frente a la cual un
mamifero produce o genera anticuerpos después de una infeccidon o inmunizacién con la bacteria acidorre-
sistente o con un extracto o con un lisado de la misma o con un fragmento de la misma o con un péptido
sintético; y (b) se detecta la formacién de un complejo de antigeno-receptor segin (a). La bacteria es con
preferencia el Helicobacter pylori o el Helicobacter hepaticus. Es también preferido que el receptor/los
receptores se unan a un epitope/epitopes (epitopos, determinantes antigénicos) de una catalasa, metalo-
proteinasa o ureasa. La invencion se refiere ademds a composiciones de diagndstico y a dispositivos de
ensayo que contengan los componentes recién mencionados asi como a los envases que contienen dichas
composiciones.

La deteccion de la infecciéon de un organismo de mamifero con un patégeno o parasito microbiano
puede realizarse actualmente por diversos métodos invasivos, semiinvasivos o no invasivos. Todos los
métodos invasivos presuponen efectuar una endoscopia o una biopsia. Utilizando estas técnicas se lesiona
la integridad corporal del afectado, p.ej. con la toma de muestra en caso de una biopsia. La toma de
muestras en una biopsia es laboriosa, provoca gastos elevados y por lo general significa una gran mo-
lestia para el paciente. La infeccién con determinados microorganismos, por ejemplo con H. pylori, no
necesariamente esta repartida por toda la mucosa géstrica, por consiguiente, la toma de muestras de una
biopsia, si se realiza en una zona no infectada, puede conducir a un resultado negativo falso. Otro incon-
veniente de los métodos invasivos consiste en la interferencia de tratamientos anteriores con inhibidores
de bombas de protones, bismuto o antibidticos en los resultados analiticos.

Las técnicas de diagndstico semiinvasivas o no invasivas detectan alteraciones en parametros que
puede determinarse sin necesidad de una intervencién en el organismo. Para ello se toman muestras y se
efectiian andlisis con preferencia de liquidos corporales y deposiciones, por ejemplo suero, aire expirado,
orina, saliva, sudor o excrementos. En los métodos directos se detecta la presencia del patégeno o del
parésito, de sus componentes o de sus productos de descomposicién mediante microscopia electrénica,
caracterizacion 6ptica, determinacién de los productos de descomposicién radiactiva o por reacciones
enzimaticas especificas. Sin embargo, estas técnicas suelen implicar una gran inversiéon en equipamiento
(p-€j. el ensayo respiratorio). En cambio, los ensayos indirectos recurren a la deteccidon de reacciones
del organismo hospedante frente al patégeno o al pardsito, p.ej. la presencia de anticuerpos contra los
antigenos del patégeno en el suero o en la saliva del hospedante.

La intervencién en el organismo por técnicas invasivas en la mayoria de casos resulta molesto para el
organismo y a menudo conlleva una gran inversién en aparatos y también un riesgo sanitario, en cambio
las técnicas no invasivas constituyen la mejor opcién por ser métodos que analizan de modo relativamente
facil las muestras de los liquidos corporales y las deposiciones mencionados anteriormente. Ademas, dado
que no todos los hospedantes reaccionan de igual manera frente a un patégeno o parasito determinado y
la reaccién del hospedante puede iniciarse con retardo y persistir incluso cuando el patégeno o el parasito
va ha sido eliminado del organismo, deberd darse siempre prioridad a los métodos directos. Por consi-
guiente, de forma ideal se realiza el diagndstico mediante la deteccidn directa, no invasiva, del patégeno o
del pardsito en los liquidos corporales o en las deposiciones. A diferencia de los métodos indirectos, esto
permite determinar el estado actual de la infeccién.

Ademsds, un proceso de diagndstico deberia optimizarse en diversos aspectos: los parametros que
aqui convendria considerar son un alto grado de reproducibilidad, la sensibilidad y la especificidad, la
disponibilidad garantizada de los materiales a emplear en una calidad constante, unos costes bajos de
fabricacién y de ejecucién asi como la aplicacion sencilla, independiente de aparatos costosos.

Por las razones aducidas, los procedimientos basados en una gran selectividad y afinidad de fijacién
de determinados grupos de sustancias (p.ej. anticuerpos, receptores, lectinas, aptdmeros) de estructuras
moleculares, que pueden elegirse de modo que sean muy especificos de la sustancia a determinar en cada
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caso, estan adquiriendo una importancia cada vez mayor en el diagndstico médico. La posibilidad de
inmovilizar estas sustancias sobre superficies s6lidas asi como la fijacién de niclidos radiactivos de enzi-
mas que desencadenan reacciones de color con sustratos idéneos o la fijacién de particulas coloreadas de
afinidad de fijacién muy especifica (p.ej. en el ensayo ELISA = enzyme linked immunosorbent assay) ha
desembocado en el desarrollo de procedimientos de deteccién de sustancias propias o ajenas al organismo
con unos costes mas reducidos, una ejecucién més sencilla y una menor dedicacién de tiempo.

En las fases iniciales del desarrollo de estos procesos de deteccion se emplearon exclusivamente anti-
cuerpos policlonales. Sin embargo, estos anticuerpos tienen algunos inconvenientes que el experto conoce
perfectamente, sobre todo por ejemplo una disponibilidad limitada y a menudo las reactividades cruza-
das. La puesta a punto de procedimientos de obtencién de anticuerpos monoclonales (Kohler & Milstein
(1975)), los avances en el aislamiento de receptores y su expresién dirigida a sistemas de hospedantes
celulares, el desarrollo de lectinas de gran afinidad para determinados hidratos de carbono asi como
el descubrimiento de que las moléculas de dcidos nucleicos monohebras (aptdmeros) pueden fijarse es-
pecificamente sobre estructuras moleculares, han permitido soslayar en gran parte estos inconvenientes.
Actualmente pueden optimizarse con métodos relativamente sencillos la especificidad y la sensibilidad de
los procedimientos de deteccién.

Por su gran especificidad, dichos procedimientos son idéneos para la deteccién de sustancias indivi-
duales definidas, por ejemplo haptenos, péptidos o proteinas, en el supuesto de que el elemento estructural
detectado sea constante dentro de la poblacién de muestras a analizar y sea especifico de la sustancia
a detectar. Son idéneos ademés para la determinacién en liquidos corporales, constituyendo una buena
opcién para la deteccion directa de patdgenos en esta matriz o conjunto de muestra. En este sentido
se han descrito en el estado de la técnica procesos de diagndstico a partir de los excrementos, p.ej. de
la Entamoeba histolytica (Haque (1993), J. Infect. Dis. 167, 247-9), Escherichia coli enterohemorrégica
(EHEC; Park (1996), J. Clin. Microbiol. 34, 988-990), Vibrio cholerae (Hasan (1994) FEMS Microbiol.
Lett. 120, 143-148), particulas similares al Torovirus (Koopmans (1993), J. Clin. Microbiol. 31, 2738-
2744) o Taenia saginata (Machnicka (1996), Appl. Parasitol. 37, 106-110).

Los patégenos recién mencionados tienen en comun la capacidad de vivir y propagarse en el intestino
de su hospedante, en todos los casos en el hombre. Poseen, por tanto, mecanismos que les permiten
sobrevivir y multiplicarse en presencia de los sistemas de descomposicion y de digestién activos del intes-
tino. Es, pues, probable que en la deposicién de los excrementos se ceda una gran cantidad de patégenos
o pardsitos intactos o casi intactos. Con reactivos de deteccion, por ejemplo anticuerpos, que reconozcan
los parasitos o patégenos intactos, por lo general se podran detectar facilmente estos 1ltimos en las heces
o en las muestras de heces acondicionadas.

Sin embargo, existe un gran numero de patogenos y pardsitos que, por un lado por las relaciones
existentes entre los tejidos afectados por ellos (p.ej. pulmén, estémago, pancreas, duodeno, higado) y el
tracto gastro-intestinal, pueden aparecer en los excrementos pero, por otro lado, son incapaces de vivir
y/o de multiplicarse en el intestino propiamente dicho. Entre estos patégenos y pardsitos se encuentran
por ejemplo el Helicobacter pylori (H. pylori) y el Helicobacter hepatis, el Mycobacterium tuberculosis
y otras micobacterias, la Chlamydia pneumoniae, la Legionella pneumophila, el Pneumocystis carinii y
otros. Algunos de tales patégenos y parasitos pueden detectarse p.ej. en el esputo, pero por ejemplo la
deteccion del Mycobacterium tuberculosis en el esputo solo es posible durante un corto periodo de tiempo,
a saber después de que se haya abierto una de las cavernas que contienen el patégeno. La deteccién re-
sulta dificil ademas porque no siempre es posible obtener una muestra de esputo del paciente. Esto afecta
p-€j. a bebés, pacientes enajenados o animales. Otros patégenos, por ejemplo la Legionella pneumophila,
pueden detectarse especificamente gracias a los antigenos que llegan a la orina a través de los rinones.
Sin embargo, esto se logra solamente en aquellos casos en los que la cantidad existente en la orina sea
suficiente para la deteccién. La deteccidn en los excrementos serfa una alternativa muy conveniente. Sin
embargo, en estos organismos el paso por el intestino conlleva un fuerte ataque, debido a los mecanis-
mos de digestion y de descomposicion de la flora intestinal. Las estructuras moleculares especificas del
patégeno en cuestién pueden resultar destruidas o muy disminuidas en su concentracion.

La degradacion del patogeno en el intestino constituye también un problema para la deteccién se-
gura de otras bacterias acidorresistentes en las muestras de excrementos. El niimero de gérmenes en el
estomago de una persona infectada es pequefio si se compara con otras bacterias residentes en el intestino.
Ademis, al salir del estémago los gérmenes y los fragmentos de germen tienen que recorrer un camino
muy largo a través de un intestino en el que abundan las proteasas. Estas circunstancias se traducen en
que sean muy pequenas las cantidades de proteinas intactas que pueden recuperarse de las heces, ademads
no se puede asegurar con certeza que sean siempre los mismos fragmentos de determinadas proteinas
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los que pasan por el tracto intestinal sin sufrir dano. Esto condiciona ademdas que la combinacién de
dos epitopes con un antigeno que se requiere para el ensayo ELISA siempre exista necesariamente, como
ocurre con la proteina nativa, y los epitopes contiguas tienen una gran probabilidad de dar un resultado
positivo en una deteccion en la que se requieran dos epitopes para la misma molécula. Lo ideal seria que
para la deteccién solamente se necesitara un epitope para la misma molécula. El reparto individualmente
distinto en los antigenos detectados en los excrementos de un infectado apunta ademés a caracteristicas
individuales de procesado de los antigenos durante su paso por el intestino. Un primer intento de delimi-
tar este problema se publicé con el contenido del documento EP-A-0 806 667. En esta solicitud se puso
de manifiesto que podian inducirse anticuerpos monoclonales con el lisado de una determinada cepa de
H. pylori que reconocen un abanico mas amplio de cepas procedentes de distintas regiones geograficas.
De todos modos, de esta solicitud no se desprende qué antigenos se han reconocido por el suero. En
cuanto al hecho de que, a pesar de todos los esfuerzos de normalizacién, los inmunosueros pueden osci-
lar, el procedimiento desarrollado en la solicitud recién mencionada tendra que considerarse como menos
6ptimo para una aplicacién amplia. A ello hay que afiadir que para proporcionar sueros policlonales se
tienen que inmunizar cada vez mas animales nuevos. Los procesos en cuestion exigen mucha dedicacién
de tiempo y de dinero.

En el documento WO 98/24885 se describe la obtencién de anticuerpos monoclonales contra un
antigeno de Helicobacter pylori con un peso molecular relativamente bajo, a saber 16 + 2 kDa, y el uso
de estos anticuerpos para detectar H. pylori. Segin WO 98/24885, la deteccién del H. pylori es muy
dificil en los excrementos y también en la cavidad bucal. Por ello se considera necesario el desarrollo de
procedimientos alternativos de deteccién de esta bacteria.

En el documento WO 00/26671, que se considera como el estado de la técnica en el sentido del Art.
54(3) de EPC, se describe la deteccién de organismos acidorresistentes, con preferencia del H. pylori,
en los excrementos. Segin el WO 00/26671, para lograr un diagndstico valido es necesario incubar una
muestra de excrementos de un mamifero que tengan por lo menos dos anticuerpos monoclonales distintos,
dirigidos contra diversos antigenos.

Lo ideal seria que fuera posible detectar la infeccién de un organismo patdégeno/parasito acidorresis-
tente, como los mencionados anteriormente, con un dnico reactivo o con un nimero limitado de reactivos
especificos de dicho organismo patégeno/parasito. Tal opcién reduciria notablemente sobre todo los cos-
tes del correspondiente proceso de deteccidon. Es, pues, un objetivo de la presente invencién el desarrollar
un proceso idéneo de deteccion y los reactivos correspondientes.

Este objetivo se consigue con las formas de ejecucion definidas en las reivindicaciones.

La invencién se refiere por tanto a un procedimiento de deteccién de una infeccién de un mamifero con
una bacteria acidorresistente del género Helicobacter, en el que (a) se incuba una muestra de excrementos
del mamifero empleando (aa) un receptor en condiciones que permitan la formacién de un complejo de
un antigeno de la bacteria acidorresistente con el receptor; o (ab) se incuban dos receptores distintos en
condiciones que permitan la formacién de un complejo de un antigeno de la bacteria acidorresistente con
los dos receptores y en el que el receptor segin (aa) o los receptores segin (ab) se une(n) especificamente
a un antigeno que, por lo menos en una parte del mamifero después de haber pasado el tracto intestinal,
presenta una estructura que corresponde a la estructura nativa o a la estructura frente a la cual un
mamifero produce o genera anticuerpos después de una infecciéon o inmunizacién con la bacteria acidorre-
sistente o con un extracto o con un lisado de la misma o con un fragmento de la misma o con un péptido
sintético; y (b) se detecta la formacién de un complejo de antigeno-receptor segin (a).

El término “microorganismo acidorresistente” en el sentido de la invencién abarca cualquier mi-
croorganismo que por sus caracteristicas/mecanismos de adaptacién al hospedante resiste las acciones
fisicas y quimicas del tracto digestivo de modo que sea detectable mediante un analisis con preferencia in-
munolégico o con la intervencion de aptameros. Son ejemplos de dichos microorganismos acidorresistentes
el Helicobacter pylori, Helicobacter hepaticum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium pseudotuber-
culosis y Mycobacterium cansassii.

El término “muestra de heces de un mamifero” significa en el sentido de esta invencién cualquier
muestra de excrementos que pueda utilizarse para el proceso de deteccién de la invencién. Entre ellas
estan sobre todo las muestras de excrementos que se han acondicionado con arreglo a métodos conocidos
de ensayo diagndstico. El acondicionamiento o pr%)aracién se efectiia por ejemplo con arreglo al inmuno-
ensayo enzimético de Entamoeba RIDASCREEN® (empresa R-Biopharm, Darmstadt, Alemania).
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“Condiciones que permitan la formacién de un complejo” son aquellas que el experto puede elegir sin
mas; ver también Harlow y Lane, ver lugar citado, y son por ejemplo las condiciones fisioldgicas.

La expresién “después de pasar por el tracto intestinal posee una estructura que corresponde a la
estructura nativa” en el sentido de la presente invencidn significa que, después de pasar por el intestino,
el epitope de un antigeno es reconocido por un receptor, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, un de-
rivado o fragmento del mismo o el aptdmero, obtenido frente al mismo antigeno o el mismo epitope o
que se fija sobre el mismo, que no haya pasado por el tracto intestinal. En otras palabras, el epitope o
el antigeno, unidos especificamente sobre el receptor antes citado, consigue pasar el tracto intestinal sin
dano o fundamentalmente sin dano en su estructura y no se degrada. Como fuente de la estructura nativa
del epitope o del antigeno puede utilizarse p.ej. un extracto de bacterias disgregado en una prensa fran-
cesa (french press) que se haya purificado posteriormente por los métodos habituales (ver p.ej. Sambrook
y col., “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 22 edicién, 1989, editorial CSH Press, Cold Spring
Harbor, EE.UU.) o un lisado bacteriano que se haya purificado posteriormente por el método estdndar
(p-ej. Sambrook y col., ver lugar citado).

La expresion “después de pasar el tracto intestinal presenta una estructura que corresponde a la
estructura contra la que un mamifero produce o genera anticuerpos después de la infeccién o la inmuni-
zacién con el microorganismo acidorresistente o un extracto o un lisado del mismo o con una proteina
del mismo o con un fragmento del mismo o con un péptido sintético” significa segun la invencién que el
epitope reconocido por el receptor es un epitope presentado por el sistema inmune de un mamifero, con
preferencia de un hombre. Los mecanismos de presentaciéon de antigeno y los mecanismos que conducen
al procesado de antigenos y la multiplicidad de anticuerpos que generan ya son conocidos por el estado
de la técnica y se describen por ejemplo en Janeway y Travers, Immunologie Spektrum, 22 edicién, 1997,
editorial Akademischer Verlag GmbH, Heidelberg, Alemania. Estos epitopes (epitopos, determinantes
antigénicos) pueden ser distintos de los epitopes nativos. El contacto del mamifero con los microorga-
nismos o con las proteinas o con los fragmentos o con los péptidos sintéticos puede realizarse mediante
infeccién natural (excepto en el caso de los péptidos sintéticos) o por inmunizacién. Para la inmunizacién
puede recurrirse a extractos, lisados, péptidos sintéticos, etc. del microorganismo o de la proteina. En el
estado de la técnica se conocen ya los esquemas idéneos de inmunizacién y se describen por ejemplo en
Harlow y Lane, ver lugar citado. Los anticuerpos idéneos pueden obtenerse por ejemplo por inmunizacién
y/o rastreo (screening) de suceddneos, tales como péptidos sintéticos, proteinas de origen recombinante,
extractos, lisados o proteinas digeridas parcialmente.

Los “péptidos sintéticos” abarcan aquellos péptidos que presentan por lo menos un epitope del antigeno
nativo o del antigeno que ha pasado por el intestino. Los péptidos pueden tener la misma estructura
primaria que el antigeno o fragmentos del mismo. Pero pueden tener también otras estructuras primarias
(secuencia primaria de aminodcidos, p.ej. intercambios conservadores).

La expresién “fija especificamente” significa en esta invencién que el receptor no muestra ninguna o
en lo esencial ninguna reactividad con otros epitopes de las muestras de mamiferos no infectados. Nor-
malmente, el receptor solamente se fija sobre un epitope de un antigeno que aparece en la muestra de
excrementos.

Por ejemplo, en esta forma de ejecucion de la invencién, una muestra de excrementos acondicionada
puede estar fijada sobre una fase sélida y el agente infectante puede detectarse con el receptor existente
en forma marcada. En el supuesto de que, después de haber pasado por el tracto intestinal, el antigeno
existente esté presente en forma (todavia) (homo)di- o multimera, el mismo receptor puede utilizarse no
solo como capturador sino también como detector.

Para el procedimiento de la invencién es importante ademas que, para poder tener éxito en la de-
teccién, solo un epitope de una proteina antigénica tiene que ser detectable de forma consistente después
del paso por el intestino. Este epitope puede hallarse incluso varias veces en un homo-dimero o en homo-
multimero. La probabilidad de que este epitope pueda encontrarse en forma detectable es mucho mayor
que cuando el ensayo de deteccion tiene que montarse sobre mas de un epitope detectable.

Finalmente, el procedimiento de la invencién, que solamente requiere un receptor, conlleva ventajas
de costes y de normalizacion.

Basandose en el hecho sorprendente segin la invencién de que determinados antigenos de los mi-
croorganismos mencionados después del paso por el intestino presentan una estructura de epitope en lo
esencial detectable de modo consistente, tiene que considerarse ademas como esencial para la invencién



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 194 782 T3

una segunda forma de ejecucién. Esta forma de ejecucién se basa en que diversos receptores se unen sobre
diversos epitopes del mismo antigeno. El término “en lo esencial” significa que el epitope o los epitopes
y por lo tanto la infeccién correspondiente con el microorganismo puede o pueden detectarse en més del
70 % de los afectados, con preferencia por lo menos en el 75 % de ellos, con mayor preferencia en més del
85 %, con preferencia especial en més del 90 %, con preferencia todavia mayor en mds del 95 % y con una
preferencia muy especial en més del 98 % de los afectados. De forma ideal, las infecciones se detectan en
el 100 % de los afectados.

Ahora se ha encontrado de modo sorprendente que con un unico receptor, que fija especificamente un
epitope de un antigeno de una bacteria acidorresistente del género Helicobacter, o con dos receptores, que
fijan especificamente dos epitopes del mismo antigeno, se puede efectuar un diagnéstico relativamente
seguro de la infeccién con estas bacterias o patégenos. La invencion incluye ademés formas de ejecucion
en las que se pueden reconocer otros epitopes, que presentan las propiedades mencionadas, de otros re-
ceptores p.ej. de anticuerpos monoclonales o de fragmentos o de derivados de los mismos o de aptameros.
Las ultimas formas de ejecucién son idéneas para aumentar todavia més la seguridad en el dictado del
diagnostico. Estos receptores adicionales pueden ser con ventaja anticuerpos, fragmentos o derivados,
que reconocen especificamente la ureasa, con preferencia la (-ureasa, la proteina de 26 kDa o la Hsp 60,
todas ellas con preferencia del H. pylori. La deteccién de una o de varias de estas proteinas o fragmentos
de proteina puede efectuarse en el mismo ensayo y en un ensayo independiente con otra porcién de la
misma muestra.

Los resultados de la presente invencién son sorprendentes sobre todo porque el estado de la técnica
los habia desaconsejado. Por ejemplo, en el caso del H. pylori se habia encontrado que los principales
antigenos no tenian la sensibilidad ni la especificidad deseada para el ensayo ELISA; ver Newell y col.,
Serodiag. Immunother. Infect. Dis. 3 (1989), 1-6. Por otro lado, en el documento EP-A-0 806 667
se afirma que no es posible la deteccién segura de infecciones de H. pylori con receptores tales como
anticuerpos monoclonales debido a la variabilidad genética de las cepas de H. pylori.

Frente al estado de la técnica mencionado, el procedimiento de la invencién es especialmente venta-
joso por cuanto permite un diagndstico relativamente seguro trabajando solamente con un receptor. Para
la deteccién se utilizan con preferencia, por ejemplo para el ensayo ELISA, pares de receptores, tales
como anticuerpos, fragmentos, derivados de los mismos o aptameros, en ella los dos receptores del par
fijan el mismo o distintos epitopes sobre el mismo antigeno. Por ejemplo, la catalasa de H. pylori forma
estructuras multimeras a partir de varias subunidades iguales. En el ensayo ELISA o en otros ensayos
pueden utilizarse por tanto los mismos receptores en calidad de receptores capturadores y también de
receptores detectores. Otra ventaja del procedimiento de la invencién consiste en su configuracién como
procedimiento directo y no invasivo, lo cual para el paciente aumenta las facilidades ya mencionadas en
la introduccién asi como la fiabilidad en la determinacién del estadio de la enfermedad.

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, la bacteria es una bacteria de la especie Helico-
bacter pylori o Helicobacter hepaticum.

En otra forma preferida de ejecucién, el receptor o los receptores es o son anticuerpo(s), fragmento(s)
o derivado(s) de ellos o aptdmero(s).

Los “fragmentos” o “derivados” de anticuerpos monoclonales en el sentido de esta invencién poseen la
misma especificidad de fijacién que los anticuerpos monoclonales. Tales fragmentos y derivados pueden
obtenerse mediante los procedimientos habituales; ver p.ej. Harlow y Lane: “Antibodies, A Laboratory
Manual”, editorial CSH Press, Cold Spring Harbor, EE.UU., 1988. Son ejemplos de fragmentos los frag-
mentos Fab, F(ab’)2 o Fv. Son ejemplos de derivados los fragmentos scFv. Los derivados pueden ser
también sustancias obtenidas quimicamente que presenten las mismas propiedades de fijacién o mejores
que los anticuerpos. Tales sustancias pueden obtenerse por ejemplo por peptidomimética o por diversas
rondas de “Phage Display” y posterior selecciéon de las que tengan mejores propiedades de enlace. Por
aptdmeros se entienden segun la invencién los dcidos nucleicos, por ejemplo el DNA, el ssDNA (ss =
monohebra), RNA modificados o ssDNA modificados que fijan un gran nimero de secuencias diana con
gran especificidad y afinidad. El término “aptdamero” es conocido por el estado de la técnica y se ha
descrito por ejemplo en Osborne y col., Curr. Opin. Chem. Biol. 1 (1997), 5-9, o en Stull y Szoka,
Pharm. Res. 12 (1995), 465-483.

El término “complejo antigeno-anticuerpo” en el sentido de esta invencién abarca no solo los comple-
jos que el antigeno pueda formar con el anticuerpo nativo, sino también aquellos que pueda formar con
fragmentos o con derivados de dicho anticuerpo.
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La invencién comprende las formas de ejecucién en las que se utilizan solamente anticuerpos monoclo-
nales o fragmentos o derivados de los mismos o solamente aptameros, asi como las formas de ejecucién en
las que, en un ensayo, se emplean diversos tipos de reactivos de detecciéon. Es posible, por ejemplo, utili-
zar un primer anticuerpo monoclonal con un segundo derivado de anticuerpo o un primer aptdmero con
un segundo fragmento de anticuerpo, para no citar mas que dos ejemplos. En este sentido, los términos
“primero” y “segundo” se refieren al primer reactivo de deteccién y al segundo. Con ello se indica que
siempre se utilizan dos anticuerpos, derivados o fragmentos de anticuerpos o siempre dos aptdmeros.

El uso de anticuerpos monoclonales, fragmentos o derivados de los mismos o de aptameros asegura
un estadndar facil de mantener en cuanto a la fiabilidad del proceso de diagndstico, lo cual constituye
una gran ventaja frente a los procedimientos de diagnéstico conocidos hasta el presente e implantados
con esta finalidad. Se puede prescindir ademas de la inmunizacion reiterada, requerida por ejemplo en el
procedimiento del documento EP-A-0 806 667, asi como de los ensayos posteriores realizados con animales
experimentales.

En otra forma preferida de ejecucidn, el antigeno es el antigeno de una catalasa, con preferencia la
del H. pylori. La catalasa tiene la ventaja particular de que puede detectarse en todas las bacterias
acidorresistentes conocidas hasta ahora. Segun la invencién pudo lograrse una ventaja adicional, ya que
la catalasa es muy resistente a la digestion en el tracto intestinal, lo cual simplifica la detecciéon de can-
tidades significativas. Finalmente, la catalasa o sus fragmentos estan presentes incluso después de pasar
por el tracto intestinal a menudo en una estructura todavia de orden superior, p.ej. en forma tetramérica,
lo cual facilita la deteccién cuando se trabaja con solo un tipo de receptor.

Ahora se ha encontrado de modo sorprendente que en una poblacién de mamiferos, en especial de
pacientes humanos, cuyas heces se han analizado para detectar infecciones con bacterias acidorresistentes,
en lo esencial todos los miembros de esta poblacién presentan de modo consistente en sus excrementos
epitopes de catalasa repetitivos, de modo que con gran probabilidad con un solo receptor adecuado, con
preferencia con anticuerpos monoclonales, fragmentos o derivados de los mismos o con aptameros, se
puede formular un diagnéstico relativamente seguro. En especial, por el hecho de que la catalasa posee
una estructura antigénica tetrameérica, este diagndstico puede formularse con ventaja por ejemplo en un
ensayo ELISA o en sistemas fijos de estructura similar.

Es preferido en especial que la catalasa sea la catalasa del H. pylori.

En otra forma preferida de ejecucién, el antigeno es una metaloproteinasa, con preferencia especial
una metaloproteinasa de H. pylorsi.

En otra forma preferida de ejecucidn, el antigeno es una ureasa, con preferencia de H. pylori.

En otra forma preferida de ejecucién se utiliza ademds para la deteccién una mezcla de receptores,
en cuyo caso la mezcla de receptores actiia como capturador del antigeno, cuando el receptor se utiliza
como detector del antigeno y la mezcla actiia como detector de antigeno, cuando el receptor se emplea
como capturador del antigeno.

Esta forma de ejecucién de la invencién permite un diagnodstico particularmente seguro, en especial
cuando el antigeno no estd presente en una conformacién dimero o multimera después de haber pasado
por el tracto intestinal. Esta forma de ejecucién permite que uno de los dos tipos de receptor empleados
en la mayoria de procedimientos normalizados de detecciéon inmunoldgica sea un anticuerpo monoclonal,
mientras que el segundo tipo de receptor es por ejemplo un suero policlonal.

En una forma de ejecuciéon especialmente preferida, la mezcla de receptores es un antisuero policlonal.

En una forma de ejecucién especialmente preferida adicional, el antisuero policlonal se obtiene frente
a un lisado de la bacteria, con preferencia del H. pylori.

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, el lisado es un lisado enriquecido en antigeno.

En otra forma especialmente preferida de ejecucidn, el lisado es un lisado con menor contenido en
antigeno inmunodominante.

Las dos formas de ejecucién recién nombradas comprenden ademés que el lisado sea un lisado enri-
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quecido en antigeno, con preferencia enriquecido en catalasa y tenga un contenido menor en antigeno
inmunodominante, con preferencia en ureasa que es el antigeno principal. La combinacién mencionada
permite en especial un buen rendimiento de inmunizacién y para el procedimiento de la invencién un
rendimiento de inmunizacién especialmente idéoneo. Una forma de ejecucién de los procedimientos de
enriquecimiento y de disminucion se describe con mayor detalle en los ejemplos.

Segun otra forma de ejecucién especialmente preferida, el antisuero policlonal se obtiene frente a un
antigeno purificado o un antigeno de procedencia (semi)sintética, que es con preferencia un antigeno de
catalasa, de ureasa o de metaloproteinasa, con preferencia de H. pylori.

Los receptores, con preferencia los anticuerpos monoclonales, los fragmentos o los derivados de los
mismos o los aptameros pueden detectar y fijar especificamente segin la invencién epitopes lineales o de
conformacién. En otra forma preferida de ejecucion, por lo menos uno de los receptores fija un epitope
de conformacion.

En una forma de ejecucién especialmente preferida, todos los receptores fijan epitopes de confor-
macion.

En una forma especialmente preferida de ejecucién, la cadena pesada de un anticuerpo (HP 25.2m
2H10) que fija un epitope de catalasa presenta por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia
la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: NYWIH
CDR2: YINPATGSTSYNQDFQD
CDR3: EGYDGFDS

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, la secuencia de DNA que codifica la cadena pe-
sada del anticuerpo (HP 25.2m 2H10) que fija un epitope de catalasa contiene por lo menos una de las
CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: AACTACTGGA TTCAC

CDR2: TACATTAATC CTGCCACTGG TTCCACTTCT TACAATCAGG
ACTTTCAGGA C

CDRa3: GAGGGGTACG ACGGGTTTGA CTCC

En otra forma preferida de ejecucién, la cadena ligera de un anticuerpo (HP 25.2m 2H10) que fija
un epitope de catalasa posee por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI: SASSSVNYMY
CRD2: DTSKLAS
CDR3: QQWSSNPYT

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, la secuencia de DNA que codifica la cadena ligera
del anticuerpo (HP 25.2m 2H10) que fija un epitope de catalasa contiene por lo menos una de las CDR,
siguientes, con preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: AGTGCCAGCT CAAGTGTAAA TTACATGTAC
CDR2: GACACATCCA AATTGGCTTC T
CDR3: CAGCAGTGGA GTAGTAATCC GTACACG

En una forma especialmente preferida de ejecucidn, la cadena pesada de un anticuerpo (HP25.6m/1B5)
que fija un epitope de catalasa presenta por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3
y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: DTYVH
CDR2: KIDPANGKTKYDPIFQA
CDR3: PIYYASSWFAY

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, la secuencia de DNA que codifica la cadena pe-
sada del anticuerpo (HP25.6m/1B5) que fija un epitope de catalasa contiene por lo menos una de las
CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:
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CDR1: GACACCTATGTGCAC

CDR2: AAGATTGATCCTGCGAATGGTAAAACTAAATATGACCCGATATTC
CAGGCC

CDR3: CCCATTTATTACGCTAGTTCCTGGTTTGCTTAC

En otra forma preferida de ejecucién, la cadena ligera de un anticuerpo (HP25.6m/1B5) que fija un
epitope de catalasa posee por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con prefe-
rencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI: KASQDVGTSVA
CRD2: WTSTRHT
CRD3: QQYSSSPT

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, la secuencia de DNA que codifica la cadena ligera
del anticuerpo (HP25.6m/1B5) que fija un epitope de catalasa contiene por lo menos una de las CDR
siguientes, con preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: AAGGCCAGTCAGGATGTGGGTACTTCTGTTGCC
CDR2: TGGACATCCACCCGGCACACT
CDR3: CAGCAATATAGCAGCTCTCCCACG

En otra forma preferida de ejecucidn, el anticuerpo especifico de f-ureasa es el anticuerpo producido
de uno de los hibridomas HP8m /4H5-D4-C9 o HP9.1m /3C2-F8-E2 depositados con fecha 23 de junio 1998
en la Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen, DSMZ) con arreglo a las disposiciones del Tratado de Budapest con los nimeros
de depésito DSM ACC2360 y DSM AC2362. El anticuerpo HP8m/1H5-G2-B4 especifico de §-ureasa que
se describen en las figuras se produce a través de un clon “hija” del hibridoma HP8m/4H5-D4-C9 deposi-
tado. Los dos anticuerpos producidos mediante el clon “madre” e “hija” se codifican mediante secuencias
de DNA idénticas y presentan propiedades idénticas.

En otra forma especialmente preferida de ejecucion del procedimiento de la invencién, la cadena pe-
sada del anticuerpo que fija un epitope de la (G-ureasa contiene por lo menos una de las CDR siguientes,
con preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: GFTFSSHFMS
CDR2: SISSGGDSFYPDSLKG
CDR3: DYSWYALDY

o bien
CDRI1: GYAFSTSWMN
CDR2: RIYPGDGDTNYNGKFKG
CDR3: EDAYYSNPYSLDY

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, la secuencia de DNA que codifica la cadena pe-
sada del anticuerpo (HP25.6m/1B5) que fija un epitope de S-ureasa contiene por lo menos una de las
CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: GG CTACGCATTC AGTACCTCCT GGATGAAC

CDR2: CGGATTTATC CTGGAGATGG AGATACTAAC TACAATGGGA
AGTTCAAGGG C

CDR3: GAG GATGCCTATT ATAGTAACCC CTATAGTTTG GACTAC

o bien

CDR1: GG ATTCACTTTC AGTAGCCATT TCATGTCT

CDR2: TCCATTAGTA GTGGTGGTGA CAGTTTCTAT CCAGACAGTC
TGAAGGGC

CDR3: GACTAC TCTTGGTATG CTTTGGACTA C

En otra forma especialmente preferida de ejecucion del procedimiento de la invencién, la cadena ligera
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del anticuerpo que fija un epitope de la S-ureasa contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con
preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: RASQSIGTRIH
CDR2: YGSESIS
CDR3: QQSNTWPLT

o bien
CDR1: HASQNINVWLS
CDR2: KASNLHT
CDR3: QQGRSYPLT

En otra forma de ejecucién especialmente preferida, la secuencia de DNA que codifica la cadena ligera
del anticuerpo (HP25.6m/1B5) que fija un epitope de S-ureasa contiene por lo menos una de las CDR
siguientes, con preferencia la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: A GGGCCAGTCA GAGCATTGGC ACAAGAATAC AC
CDR2: TAT GGTTCTGAGT CTATCTCT
CDR3: CAACAA AGTAATACCT GGCCGCTCAC G

o bien
CDRI1: C ATGCCAGTCA GAACATTAAT GTTTGGTTAA GC
CDR2: AAG GCTTCCAACT TGCACACA
CDR3: CAACAG GGTCGAAGTT ATCCTCTCAC G

Es especialmente preferido ademéas que las cadenas ligeras y pesadas, que poseen las CDR recién
indicados, estén presentes juntas en un anticuerpo, fragmento o derivado de anticuerpo, que fija es-
pecificamente la catalasa o la S-ureasa o un fragmento de las mismas, con preferencia de H. pylori. Sin
embargo, la invencién abarca ademéas formas de ejecuciéon, en las que estas cadenas pesadas o ligeras se
combinan con otras cadenas ligeras o pesadas, con lo cual las propiedades de fijacién en lo esencial pueden
mantenerse o mejorarse. Los procedimientos en cuestion ya son conocidos por el estado de la técnica. Los
anticuerpos especialmente preferidos, en las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas, poseen
las secuencias de aminoacidos representadas en las figuras 1 y 2, en las figuras 3 y 4, en las figuras 5 y 6
o en las figuras 7 y 8 o bien las secuencias de DNA representadas en ellas codifican dichas regiones. Las
CDR pueden integrarse por procedimientos ya conocidos del estado de la técnica en diversas “regiones
estructurales” (= FR, framework regions).

En una forma preferida de ejecucion, antes de la incubacién con los anticuerpos, se efectiian con
la muestra de heces las etapas siguientes: la muestra de excrementos se resuspende en un tampén de
resuspensién en una proporcién de 1:3 a 1:25, con preferencia en torno a 1:10 y con preferencia especial
de 1:5 y después se mezclan en una mezcladora Vortex. Un tampdn de resuspensién puede contener
por ejemplo 150 mM de PBS, un 0,1% de SDS. En una forma preferida de ejecucién, el tampén de
resuspensién consta de 150 mM de PBS, un 0,5 % de suero animal y un 0,1 % de detergente. El suero de
animales puede obtenerse de ternera, de ratdn, de rata o de cerdo y el detergente puede elegirse entre los
detergentes i6nicos (con preferencia especial el Tween 20), no iénicos (con preferencia especial el SDS) o
zwitteriénicos (con preferencia especial el CHAPS).

En otra forma de ejecucidn, el proceso de la invencién puede aplicarse también a la deteccién del H.
pylorien la saliva o en la placa dental. La placa dental se extrae por los métodos ya conocidos del estado
de la técnica y puede utilizarse, al igual que la saliva, en una concentraciéon o en una modificacién idénea
del tampén de resuspension para la deteccién segun la invencion.

En otra forma de ejecucidn, la deteccion de la formacién de complejo antigeno-receptor o del complejo
mixto de antigeno-receptor en la etapa (b) mediante un proceso inmunoldgico.

En otra forma preferida de ejecucion, la deteccién de la formacién de un complejo antigeno-receptor
o del complejo mixto de antigeno-receptor en la etapa (b) mediante ensayos ELISA, RIA, Western Blot
o mediante un procedimiento inmunocromatografico. Tales procedimientos son ya conocidos en el estado
de la técnica; ver p.ej. Harlow y Lane, lugar citado.
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En otra forma especialmente preferida del procedimiento de la invencién se utiliza para el método
inmunoldgico, en especial para el ensayo RIA o ELISA; el mismo receptor para fijar sobre la fase sélida y
para detectar el epitope. El receptor capturador puede fijarse sobre la fase sélida, por ejemplo sobre una
placa de microvaloracién, en forma sin modificar, mientras que el receptor empleado para la deteccion
estd provisto eventualmente de un marcador. Por otro lado, este receptor puede estar también sin marcar
y por tanto el epitope bacteriano puede detectarse mediante un tercer receptor marcado, en cuyo caso
este receptor es con preferencia un anticuerpo, un fragmento o un derivado del mismo o un aptdmero,
que puede ser un anticuerpo especifico de especie o especifico de grupo Ig o un aptdmero adecuado. Los
marcadores de anticuerpos, por ejemplo los marcadores radiactivos o fluorescentes ya son conocidos por
el estado de la técnica; ver p.ej. Harlow y Lane, lugar citado. Lo mismo se diga de los aptameros. La
forma de ejecucion descrita anteriormente es especialmente favorable para la deteccién de catalasa que
estd presente en forma de tetramero eventualmente incluso después de haber pasado por el intestino. Ob-
viamente pueden utilizarse también en esta forma de ejecucidon combinaciones de anticuerpos, fragmentos,
derivados y aptameros, p.ej. combinaciones de anticuerpos, etc. que se fijan sobre diversos epitopes de
un mismo antigeno.

Se entiende por un ensayo ELISA de tres etapas un procedimiento consta de una etapa de recubri-
miento de la placa ELISA con el anticuerpo capturador, la etapa de adicién de la muestra y la etapa de
adicién del conjugado (por ejemplo de anticuerpo detector marcado) asi como de las etapas intercaladas
de lavado. El ensayo ELISA de una sola etapa se diferencia del ensayo ELISA de tres etapas porque
la adicién de la muestra y la adicién del conjugado se realiza en una sola etapa sobre la placa ELISA
recubierta previamente con el anticuerpo capturador.

En otra forma de ejecucion especialmente preferida del procedimiento de la invencién, el anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo de ratén.

Por lo demaés, los receptores se hallan fijados en una forma preferida de ejecucién sobre un soporte. La
fijacién de los receptores, con preferencia de los anticuerpos, fragmentos o derivados de los mismos o de
los aptameros, sobre un soporte es especialmente ventajosa para la ejecuciéon de un chequeo rutinario. La
combinacién anticuerpo-soporte o aptamero-soporte puede envasarse bien en forma de utillaje de ensayo
o en forma de kit.

En una forma especialmente preferida de ejecucién, el material soporte es un material soporte poroso.
En otra forma especialmente preferida de ejecucion, el material soporte es una tirilla de ensayo.

En una forma preferida de ejecucidon, el material soporte consta ademéas de celulosa o de un derivado
de celulosa.

El mamifero, cuyos excrementos, etc. pueden analizarse con el procedimiento de la invencién, puede
ser un animal, por ejemplo un animal doméstico, tal como un gato o un perro, un animal de interés
ganadero, p.ej. un cerdo o cualquier otro tipo de animal, por ejemplo un ratén, un tigre, un jerbo o un
hurén.

En una forma preferida de ejecucién, el mamifero es un hombre.

En otra forma preferida de ejecucion, el procedimiento de la invencién es un procedimiento auto-
matizado. Un procedimiento automatizado puede ejecutarse por ejemplo con un robot, en cuyo caso el
robot ejecuta una parte o la totalidad de las operaciones del procedimiento. Los robots adecuados ya son
conocidos por el estado de la técnica.

La invencion se refiere ademas a un anticuerpo monoclonal que fija un epitope de catalasa, a un
fragmento o a un derivado del mismo que posea una regién V que presenta una combinacion de las CDR
representadas anteriormente o se genere o produzca a partir de uno de los hibridomas representados
anteriormente.

Es preferido un anticuerpo monoclonal, un fragmento o un derivado del mismo que posea por lo menos
una de las regiones V representadas en las figuras 1 y 2, 3 y 4. Este anticuerpo presenta con preferencia
dos de las regiones V representadas en las figuras 1 y 2, 3 y 4. Es también preferido que estas regiones
V sean codificadas por la secuencias de DNA representadas en las figuras 1 y 2, 3 y 4.

En una forma de ejecucidn especialmente preferida de la invencién, el anticuerpo monoclonal, el
fragmento o derivado del mismo es un anticuerpo de ratén o un fragmento o un derivado del mismo o
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un anticuerpo quimeérico, con preferencia un anticuerpo humanizado o un fragmento o un derivado del
mismo. El derivado puede ser también una proteina de fusién. Es también preferido que el anticuerpo
esté marcado, por ejemplo con un coloide, con un marcador radiactivo, fluorescente, fosforescente o qui-
mioluminiscente.

La obtencion de anticuerpos quiméricos humanizados y humanos o de otros derivados es perfectamente
conocido por el estado de la técnica (ver p.ej. Vaughan y col., 1998; Orlandi y col., 1989; Harlow y Lane,
lugar citado).

La presente invencion se refiere ademas al uso de una composicién de diagndstico que contiene un
receptor, que fija especificamente un antigeno de una catalasa de Helicobacter o una metaloproteinasa de
Helicobacter, con preferencia un anticuerpo monoclonal, fragmentos o derivados del mismo, ya definidos
con anterioridad, fijados eventualmente sobre un material soporte.

La presente invencién se refiere ademas a un dispositivo de ensayo para la deteccién por lo menos de
uno de los epitopes definidos anteriormente, que consta de (a) un receptor, que fija especificamente un
antigeno de una catalasa de Helicobacter o una metaloproteinasa de Helicobacter, que es con preferencia
un anticuerpo monoclonal, fragmentos o derivados del mismo, ya definidos anteriormente, fijados sobre
un material soporte; y (b) un dispositivo para la purificacién y andlisis de las muestras de excrementos.

La invencién tiene ademds como objeto un dispositivo de ensayo que contiene (a) un receptor <ver p.
23>, con preferencia un anticuerpo monoclonal, fragmentos o derivados del mismo, ya definidos anterior-
mente, el receptor estd conjugado con oro coloidal, particulas de latex o bien otras particulas colorantes,
cuyo tamafio se sitia por ejemplo entre 5 nm y 100 nm, con preferencia entre 20 nm y 60 nm (con
preferencia especial, una particula de oro tiene un tamano de 40 nm a 60 nm y una particula de latex de
200 nm a 500 nm); y (b) un dispositivo para procesar o purificar y analizar las muestras de heces.

La presente invencién se refiere ademds a un kit que contiene (a) un receptor <ver p. 23>, que es
con preferencia un anticuerpo monoclonal, fragmentos o derivados del mismo, ya definidos anteriormente,
fijados eventualmente sobre un material soporte; eventualmente ademds (b) un dispositivo para procesar
y analizar las muestras de excrementos.

Como alternativa a los dispositivos para procesar y analizar las muestras de excrementos, las compo-
siciones, dispositivos de ensayo y kits podrén tener también dispositivos para procesar (si fuera necesario)
y analizar gases gastricos, condensados respiratorios, saliva, etc.

La invencién se refiere finalmente a un envase que contiene la composiciéon de diagnostico de la inven-
cién, el dispositivo de ensayo de la invencién o un kit de la invencién.

Los componentes de la composicién de diagnéstico de la invencidn, del dispositivo de ensayo de la
invencidén y/o del kit de la invencién pueden estar envasados en recipientes (envases), por ejemplo frascos
o tubos, eventualmente junto con tampones y / o soluciones. En determinadas circunstancias, uno o varios
de los componentes pueden estar envasados en un mismo recipiente o envase.

En las figuras se presenta lo siguiente.

La figura 1 presenta la secuencia de DNA clonado que codifica la regién V de la cadena pesada de un
anticuerpo monoclonal (HP 25.2m 2H10) especifico de la catalasa. La secuencia de aminodcidos codifi-
cada se representa en el cddigo monosilabico. Las regiones CDR 1-3 determinadas segiin Kabat y col. se
han destacado con un subrayado.

La figura 2 presenta la secuencia de DNA clonado que codifica la regién V de la cadena ligera de un
anticuerpo monoclonal (HP 25.2m 2H10) especifico de la catalasa. La secuencia de aminodcidos codifi-
cada se representa en el codigo monosilabico. Las regiones CDR 1-3 determinadas segiin Kabat y col. se
han destacado con un subrayado.

La figura 3 presenta la secuencia de DNA clonado que codifica la regién V de la cadena pesada de un
anticuerpo monoclonal (HP 25.6m/1B5) especifico de la catalasa. La secuencia de aminodacidos codificada
se representa también. Las regiones CDR 1-3 determinadas segin Kabat y col. se han destacado con un
subrayado.

La figura 4 presenta la secuencia de DNA clonado que codifica la regiéon V de la cadena ligera de un

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 194 782 T3

anticuerpo monoclonal (HP 25.6m/1B5) especifico de la catalasa. La secuencia de aminodacidos codificada
se representa también. Las regiones CDR 1-3 determinadas segin Kabat y col. se han destacado con un
subrayado.

La figura 5 presenta la secuencia de DNA que codifica una cadena ligera de un primer anticuerpo
monoclonal (DMS ACC2360) especifico de ureasa. También se representa la secuencia de aminodcidos
codificada. Las regiones CDR 1-3 determinadas segiin Kabat y col. se han destacado con un enmarcado.

La figura 6 presenta la secuencia de DNA que codifica una cadena ligera de un primer anticuerpo
monoclonal (DMS ACC2360) especifico de ureasa. También se representa la secuencia de aminodcidos
codificada. Las regiones CDR 1-3 determinadas segiin Kabat y col. se han destacado con un enmarcado.

La figura 7 presenta la secuencia de DNA que codifica una cadena ligera de un segundo anticuerpo
monoclonal (DMS ACC2362) especifico de ureasa. También se representa la secuencia de aminodcidos
codificada. Las regiones CDR 1-3 determinadas segiin Kabat y col. se han destacado con un enmarcado.

La figura 8 presenta la secuencia de DNA que codifica una cadena ligera de un segundo anticuerpo
monoclonal (DMS ACC2362) especifico de ureasa. También se representa la secuencia de aminodcidos
codificada. Las regiones CDR 1-3 determinadas segiin Kabat y col. se han destacado con un enmarcado.

La figura 9 muestra el curso del tratamiento de erradicaciéon en un paciente positivo de H. pylori
después de la administraciéon de omeprazol, metrodinazol y claritromicina.

Los ejemplos ilustran la invencién.
Ejemplo 1
Aislamiento de antigenos de H. pylori
1.1 Cultivo de H. pylori

Se extendié H. pylori (cepa NCTC 11637) en cépsulas petri sobre capas de agar Wilkins afiadiendo
un 10 % de sangre de caballo asi como anfotericina B, vancomicina y cefsoludina (Sigma Chemicals) y se
incubé a 37°C durante 1-2 dias en atmdsfera microaeréfila (Anaerocult GasPak, Merck). Se suspendid el
contenido de 2 capsulas en 350 ml de medio BHIB anadiendo antibidtico, igual que antes, en un frasco
de 1 litro (Schott), se hizo borbotear en el medio durante 4-8 min una mezcla de gases que contiene un
10% de CO4, un 5% de Oy y un 85% de Ny y se cerré el frasco. Se agita el cultivo a 37°C durante 2 dias
en un agitador circular. A continuacién se trasvasé el contenido del frasco en condiciones estériles a un
frasco de 10 litros y se llend con 4,7 litros de medio BHIB. Seguidamente se centrifugé el volumen total
durante 15 min con una velocidad de 5000 rpm, se decanté el liquido sobrenadante y se pesé el perdigdn
de bacterias. Para el almacenaje se resuspendié el perdigdén en una solucién salina fisiolégica anadiendo
un 15% de glicerina en una proporcién 2:1 (p/v) y se congeld a -80°C. Para comprobar la identidad de
las bacterias cultivadas se efectué una inspeccién microscopica de las bacterias asi como ensayos de la
actividad de ureasa, oxidasa y catalasa.

Ejemplo 2
Obtencion de antigenos de H. pylori
Obtencion del lisado de H. pylori

Al perdigén de bacterias H. pylori (ejemplo 1) se le anade PBS, pH 7,5, en proporcién 1:10 y se re-
suspendié en hielo. Se sometieron las bacterias a ultrasonidos con una pequena sonda (Sonifier, Branson)
con una intensidad del 25 - 30 %, 10 veces durante 60 s intercalando en cada caso una pausa de 60 s.
Se centrifugaron las células bacterianas abiertas 2 veces durante 20 min a 4°C y 10.000 rpm (Sorvall,
SS34). Se utiliz6 el liquido sobrenadante como preparacién de antigenos para la produccién de antisueros
policlonales.

Obtencion de catalasa de H. pylori

A un perdigén bacteriano congelado se le anadié en proporcién 1:2 (p/v) el tampén de disgregacién
(20 mM de Tris HCI, pH 7,0, 1 mM de EDTA, 1 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF), un
0,05% de azida sédica y un 10% (v/v) de isobutanol) y se agit6 a temperatura ambiente (RT) en una
mezcladora de sobre la cabeza hasta la descongelacion total y después se agité durante 15 min maés. Se
centrifugd a 20.000 rpm a 4°C durante 20 min, se decanté el liquido sobrenadante y se filtré a través de
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un filtro de 0,45 pm.

Se diluyé el liquido sobrenadante transparente en proporcién 1:3 con tampén A (20 mM de Tris HC,
pH 7,0, 1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF y un 0,05% de azida sédica) y se trasladé a una columna
SourceQ equilibrada con tampén A (16/10) (Pharmacia). El liquido que atraviesa la columna SourceQ
contenia la enzima catalasa y estaba libre de los antigenos principales de H. pylori, como son ureasa,
HSP60 y alquilhidroperdéxido-reductasa.

Para aislar la catalasa se sometié el liquido que atraves6 la columna SourceQ a una cromatografia
a través de tamices moleculares (Superdex 200) (16/60). Con ello se aislé la catalasa junto con otra
proteina de un peso molecular de 150 kDa (neutrophil activating protein, NAP), aproximadamente a
partes iguales.

Se obtuvo la catalasa en una pureza mayor cuando el liquido que atravesé la columna SourceQ se
diluy6 con una soluciéon 2 M de acetato sédico, pH 4,9, hasta una concentracién de 40 mM de acetato
sédico y se introdujo en una columna SourceS (8/28). Después de un lavado con tampén A para eliminar
las proteinas no ligadas se eluyé la catalasa con el tampén B (40 mM de acetato sédico, 1 M de NaCl,
pH 4,9) empleando un gradiente lineal de NaCl (tampén A mds una cantidad del 0% al 100 % de tampé6n
B). La catalasa eluye aproximadamente a 370 mM de NaCl.

Ejemplo 3
Caracterizacion de la catalasa

En las condiciones reductoras del SDS-PAGE, la proteina purificada presentaba un peso molecular de
unos 58 kDa y una pureza de > 90 %.

La identificar la proteina aislada se efectué una microsecuenciacion. Se disgregd la proteina en el gel
SDS-PAGE con proteasa LysC. La mezcla proteina extraida se separé por cromatografia RP-HPLC. El
analisis de la secuencia del péptido LysC arrojé la siguiente secuencia de aminoécidos:

ERLHDTIGESLAHVTHK

Esta secuencia es idéntica a la del péptido LysC correspondiente de la catalasa de H. pylori (Manos
J. y col. (1998) Helicobacter 3(1), 28-38; Genbank Accession n® AAC16068.1).

Ejemplo 4
Obtencion de anticuerpos policlonales y monoclonales (pAk; mAk)
Obtencion de antisueros policlonales

Los antisueros policlonales contra el lisado de H. pylori, el lisado de H. pylori con menor concentracion
de antigenos principales, por ejemplo ureasa, HSP60 y alquilhidroperéxido-reductasa (ver ejemplo 2: ais-
lamiento y purificacién), el lisado de H. pylori con mayor concentraciéon de catalasa (por ejemplo por
adicién de catalasa al lisado) asf como los sueros policlonales contra catalasa purificada pueden obtenerse
por inmunizacién de un animal mamifero seleccionado (p.ej. ratén, conejo, cabra, etc.) con las corres-
pondientes preparaciones inmunogénicas que contienen el epitope de catalasa.

Los anticuerpos pueden purificarse por cromatografia de afinidad con la proteina A a partir de sueros
y emplearse como anticuerpos capturadores en el ensayo ELISA sandwich (ver ejemplo 9) para evaluar
la idoneidad de los anticuerpos monoclonales para la detecciéon de antigenos en los excrementos de los
pacientes.

Los antisueros policlonales de conejo se obtuvieron en la empresa pab Productions (Herbertshausen,
Alemania) a partir de lisado de H. pylori. A partir de estos antisueros se purificaron anticuerpos policlo-
nales mediante cromatografia de afinidad con la proteina A y se emplearon como anticuerpos capturadores
en el ensayo ELISA sandwich (ver ejemplo 9) para evaluar la idoneidad de los anticuerpos monoclonales
para la deteccién de antigenos en las heces de los pacientes.

Obtencion de anticuerpos monoclonales

La obtencién de anticuerpos monoclonales se realiza por métodos que el experto en la materia ya
conoce (Harlow y Lane, 1988; Peters & Baumgarten, 1990).
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Inmunizacion

Las preparaciones de antigeno, obtenidas a partir de lisado de H. pylori (ver ejemplo 2), se emplearon
para inmunizar ratones (BALB/c x C57/Black, generacién F1, edad 8-12 semanas). Como inmunizacién
bésica se emulsionaron 50 ug de antigeno 1:1 con adyuvante completo de Freund (Difco) y se inyectaron
por via intraperitoneal (200 pl/ratén). En las renovaciones realizadas a intervalos de 4 meses, los ratones
recibieron en cada caso 25 ul de antigeno con adyuvante incompleto de Freund. Con la sangre obtenida
de la regién retroorbital se preparé el antisuero en forma de control positivo en un ensayo ELISA (ver
rastreo de fusién, = fusions-screening).

Fusion

Dos dias después de la ultima inmunizacién se extrajeron los bazos de los ratones y se fusionaron
las células de mieloma P3x63Ag8.653 (ATCC CRL-1580; Kearney y col., 1979) en proporcién 5:1 con
polietilenglicol 4000. Se suspendieron las células fusionadas en medio HAT (medio de clonacién (= me-
dio RPMI 1640, 20 % de FCS, 200 U/ml rhIL-6) con suplemento de hipoxantina-aminopterina-timidina
(concentrado 100 x, empresa Sigma) y se extendieron sobre placas con una densidad celular de 2-6x10%
células/hoyo en placas de microvaloracién de 96 hoyos. El cultivo de los hibridomas se efectia a 37°C,
5% de COy y un 95 % de humedad relativa del aire.

Rastreo de fusion (fusions-screening) con ensayo ELISA directo

El rastreo (screening) de los liquidos sobrenadantes de los cultivos que contienen anticuerpos proce-
dentes de hoyos de cultivo (aprox. 10 dias después de la fusién) se efectud en el ensayo ELISA directo en
placas de microvaloracién de 96 hoyos (MaxiSorb, Nunc):

Las placas ELISA se recubrieron con 2 p/ml de antigeno de inmunizacién en tampén carbonato, pH
9,6 (100 pl/hoyo, durante una noche, 5°C). La solucién de recubrimiento se eliminé por succién y se
bloquearon los sitio de fijacién todavia libres con leche desnatada en polvo al 2% en PBS (p/v) (200
ul/hoyo, 1 h, temperatura ambiente). Después de dos lavados de la placa con PBS, pH 7,3, y con Tween
20 al 0,025% (v/v) se pipetearon los liquidos sobrenadantes del cultivo de los clones primarios sin diluir
a los hoyos (100 pl/hoyo) y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1-2 horas. Como
control positivo se utilizé el antisuero, como control negativo el medio. Después de un nuevo lavado se
realizé la deteccién de los anticuerpos fijados con un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (de
conejo-anti-ratén Ig-POD (DAKO) en PBS con un 0,1 % de albimina de suero bovino, 20 min, tempera-
tura ambiente). En la etapa siguiente, la peroxidasa convierte el sustrato de tetrametilbencidina (TMB,
Sigma) incoloro en un complejo coloreado. Después de cuatro lavados y de vaciar la placa se afiadié una
solucion de sustrato (K-Blue, Neogen o tampdn de dcido citrico, pH 4,5 con TMB + Hy05) y la reaccién
se interrumpié al cabo de 10 min por adicién de acido sulfurico 1 N. Los liquidos sobrenadantes de cultivo
de clones, que producen anticuerpos especificos de antigenos, presentaban una coloraciéon marcada, frente
a los liquidos sobrenadantes del cultivo negativos que eran incoloros.

Establecimiento y cultivo de hibridomas

Los clones positivos se reclonaron dos veces por el principio de la dilucién limite, con el fin de obtener
monoclones (Coller & Coller, 1983). La primera reclonacién se efectué en el medio de clonacién con
suplemento de hipoxantina-timidina (concentrado 100x, Sigma), la segunda en el medio de clonacién. Se
comprobdé la especificidad antigénica de los reclones de nuevo con un ensayo ELISA directo. Se adaptd
el clon final en frascos planos con medio de produccién (medio RPMI 1640 con un 5% de FCS de con-
centracién reducida de IgG). Las células se crioconservaron y se produjo liquido sobrenadante de cultivo
para la purificacién de los anticuerpos.

Ejemplo 5
Caracterizacion de los anticuerpos de liquidos sobrenadantes de cultivo

De un repertorio de 30 clones especificos (contra el antigeno de inmunizacién que produce anticuerpos)
se eligieron 10 en base a su buena reactividad con las muestras de excrementos de pacientes infectados
con H. pylori en el ensayo ELISA sandwich (ver tabla 2).

Determinacion de isotipos

En los clones establecidos se efectué en el liquido sobrenadante una determinacién de isotipos del
anticuerpo monoclonales con la tirilla “Isotyping Kit IsoStrip” (Roche Diagnostics). De este modo se
determinaron 8 clones del tipo IgG1 y un clon IgG2a (ver tabla 3).
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Western Blot

En el ensayo Western Blot se comprobé la capacidad de los liquidos sobrenadantes de cultivo para
reconocer especificamente el antigeno de inmunizacién. Por gel se hirvieron 15 ug de antigeno purificado
en tampoén de muestra reductor (Laemmli, 1970) y se extendieron sobre un minigel de SDS-poliacrilamida
al 12% (8,6 cm x 7,7 cm x 0,1 cm, Biometra). Después de la separacién electroforética en 25-30 mA se
inmovilizaron las proteinas (antigenos) con el proceso “Semidry Blot” sobre una membrana de nitroce-
lulosa.

Se bloqueé la membrana con leche desnatada en polvo al 2% en PBS (30 min, temperatura ambiente)
y se lavé tres veces durante 5 min. con TBS/Tween 20 (al 0,2%). Para la siguiente etapa de incubacién
se tensé la membrana sobre una unidad Accutran Cross-Blot-Screening (Schleicher y Schiill), empleando
una placa tipo rejilla de 34 canales transversales. En cada uno de los carriles formados se depositaron
250 pl de TBS/Tween 20 y se aniadi6 en cada caso 250 pl de los liquidos sobrenadantes del cultivo de
hibridomas a ensayar. La incubacion se realizé a temperatura ambiente durante 2 h, con agitacién.

Después de tres lavados con TBS/Tween 20 se incubé la membrana durante 1 h con el anticuerpo
secundario conjugado de POD (de conejo-anti-ratén Ig-POD, DAKO). Se lavé la membrana tres veces
y se visualizé el complejo inmune por adicién de la solucién de sustrato de 3,3-diaminobencidina (DAB,
Sigma). Las bandas de proteina que fijan a los anticuerpos se visualizaron seguidamente mediante un
sustrato de peroxidasa insoluble.

6 liquidos sobrenadantes de cultivo de hibridoma presentaban una banda correspondiente a la cata-
lasa (55 kDa), 3 fueron negativos en el ensayo Western Blot, pero tuvieron una reaccién positiva con el
antigeno nativo en el ensayo ELISA. Probablemente reconocen un epitope de conformacién. Los resulta-
dos se recogen en la tabla 3.

Ejemplo 6
Purificacion de mAk de liquidos sobrenadantes de cultivos de hibridomas

Se efectiia la purificacién de mAk de sobrenadantes de cultivo de hibridomas exentos de suero me-
diante cromatografia de afinidad con proteina G modificada (Pharmacia Biotech, 1994).

Los liquidos sobrenadantes de cultivo filtrados (0,45 pm) se pasaron directamente a través de una
matriz de proteina G. La deteccién de la proteina en el liquido pasado o en el liquido eluido se realizé
por medicién de la densidad éptica a 280 nm. Después de una operacién de lavado con 150 mM PBS,
pH 7,2, hasta alcanzar el valor de fondo de detector se llevé a cabo la elucién con 0,1 M glicina/HCI, pH
3,3. La regeneracién de la matriz de proteina G se realizé con 0,1 M glicina/HCI, pH 2,7.

Ejemplo 7
Obtencion de conjugados
Unidn de mAK sobre perozidasa (POD) para uso en ELISA

La unién de los mAK sobre la peroxidasa (POD) se lleva a cabo externamente. Los conjugados de
poli-POD se adquieren de la empresa MicroCoat (Bernried, Alemania), los conjugados de HPR (horse-
raddish peroxidase)-dextrano se adquieren de la empresa DAKO (Copenhague, Dinamarca).

Union de mAk sobre biotina para uso en el ELISA

Después de la purificacion, los anticuerpos monoclonales se biotinilaron para poder utilizarse en el
ELISA como anticuerpos de deteccién. La unién de anticuerpos monoclonales sobre la biotina y POD se
realizé por métodos ya conocidos (Harlow & Lane, 1988).

Los anticuerpos monoclonales se conjugaron en una concentracién de aprox. 1-2 mg/ml. Antes de
la unién, los anticuerpos se retamponaron por didlisis en tampén acetato sédico 0,1 M, pH 8,3 o bien
en tampon hidrogenocarbonato sédico 0,1 M, pH 8,3. Por cada 1 mg de anticuerpo se pipetearon 50 ug
de N-hidroxisuccinimidobiotina (NHS-d-Biotin, Sigma) en DMSO y se mezclaron. Se incubd la mezcla a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después se eliminé la NHS-d-biotina sin unir de los anticuerpos
biotinilados mediante una didlisis extensiva con PBS 0,15 M, NaN3 del 0,05%, pH 7,5.

Unidn de mAk sobre oro coloidal para uso en un ensayo inmunoldgico rdpido

Para el uso en un ensayo inmunolégico rapido se conjugé el anticuerpo monoclonal (mAk) con oro
coloidal. Tal conjugacién se efectué por métodos estandar ya conocidos (Frens, 1973; Geoghegan y Acker-
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man, 1977; Slot y col., 1985). Para la obtencién de oro coloidal se calentaron a ebullicién 200 ml de una
solucién de cloruro de oro al 0,01 % (HAuCly) y se redujeron también en ebullicién con 2 ml de citrato
s6dico (NagCgH507) del 1 %.

Para unir los mAk sobre oro coloidal se mezclé la cantidad de IgG necesaria para la estabilizacién
con la solucién de oro y se incubé a temperatura ambiente durante 15 min. La concentraciéon éptima de
IgG y el valor idéneo del pH para tal unién se determinaron de forma individual para cada mAk. Para
estabilizar el conjugado de oro-IgG se anadieron polimeros o proteinas, por ejemplo albimina de suero
bovino (BSA) en una concentracién del 1%, a la mezcla de unién. El oro coloidal no unido a la IgG y la
IgG libre se eliminaron seguidamente por centrifugacién del conjugado de oro-IgG existente en la mezcla
de unién. Para el almacenaje, que se efectiia con preferencia a 4°C, se anadié al tampoén de solucién del
conjugado de oro-IgG la NaN3 al 0,05 %.

Ejemplo 8
Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales purificados

Caracterizacion de las interacciones anticuerpo-antigeno mediante espectroscopia de resonancia de
plasmones superficiales (espectroscopia SPR)

Con la espectroscopia SPR pueden determinarse las constantes de afinidad de los anticuerpos mo-
noclonales. Con ello pueden hallarse los anticuerpos idéneos para el desarrollo del ELISA y del ensayo
rapido.

Ejecucion de la espectroscopia de resonancia de plasmones superficiales con el BIAcore de Pharmacia

Todas las operaciones se efectuaron con una unidad procesadora BIAcore CA 186 de Pharmacia con
arreglo a las instrucciones del fabricante (BIAcore Methods Manual).

Para ello se inmovilizé la catalasa mediante uniéon a una amina en la matriz de dextrano del chip
sensor BIAcore CM5. Para activar la matriz de dextrano se pasaron por el chip sensor 45 ul de una
mezcla 1:1 de una solucién 0,05 M de N-hidroxisuccinimida (NHS) y una solucién 0,2 M de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) con un caudal de 5 pl/min. A continuacién se fij6 la catalasa
(35 pl; 50 pug/ml en acetato sédico 10 mM, pH 5,0) sobre la matriz de dextrano. Los ésteres de NHS
restantes se desactivaron con etanolamina 1 M (35 ul). La catalasa no unida con enlace covalente sobre
la matriz de dextrano se eliminé por regeneracién del chip sensor con HCI (10 mM; 15 pul).

Por adicién de anticuerpos monoclonales especificos de la catalasa, estos se hicieron reaccionar con la
catalasa inmovilizada y se determiné el aumento de masa con un detector. Se utilizaron soluciones con
distintas concentraciones de anticuerpo, en un intervalo comprendido entre 20 y 670 nM. Estas soluciones
se inyectaron en cada caso con un caudal de 25 pl/min sobre la catalasa inmovilizada sobre el chip sensor
CM5.

Resultados

A partir de la evolucién temporal de la senal de resonancia pueden calcularse los valores de las
constantes de velocidad de adsorcién (k) y de desorcién (kosf) del anticuerpo (software BIAevaluation,
versién 3.0). Se comprobaron las afinidades de 6 anticuerpos monoclonales con la catalasa.

TABLA 1
Resultados de la determinacién de afinidad catalasa-mAk
mAk Kon [M' 571 Koes [57'] Ko [M]
HP25.2m/2H10 1,44E+05 3, 90E~-05 2,71E-10
HP25.6m/1G4 1,41E+05 2,52E-05 1,79E-10
HP25.6m/1B5 5,67E+04 3,86E-05 6,81E-10
HP25.6m/4E3 4,92E+04 5,96E-05 1,21E-09
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HP25.6m/1A5 3,91E+04 4,771E-05 1,22E-09

HP25.6m/1H4 7,12E+04 4,12E-05 5,79E-10

KD = koff H kon

Eleccion de pares de anticuerpos para el uso en el ensayo ELISA de heces humanas

De aquellos anticuerpos, que presentan el limite de detecciéon més bajo cuando se determinan a partir
del liquido sobrenadante del cultivo, se determinaron los solapamientos de epitopes mediante resonancia
de plasmones superficiales y se midieron sus constantes de afinidad. De las combinaciones, que parecian
mds prometedoras en estas mediciones (sin solapamiento de epitopes, altas constantes de velocidad de ad-
sorcién, bajas constantes de velocidad de desorcién), se determinaron los limites de deteccién de antigeno
para el ensayo ELISA sandwich aplicado a las heces.

Ejemplo 9

Rastreo (screening) de liguidos sobrenadantes de cultivo de mAk en muestras de pacientes (sistema mixto
policlonal/monoclonal)

De aquellos anticuerpos monoclonales, que en el rastreo de fusién mediante ensayo ELISA directo
(ejemplo 4) mostraron un reconocimiento especifico de antigeno, se estudié en forma de liquidos sobrena-
dantes de cultivo su reconocimiento de pacientes y su limite de deteccién de antigeno en el ensayo ELISA
sandwich.

Como muestras internas de desarrollo se disponia de muestras de excrementos, cuyo estado de infeccion
(grupo de 0 a 4) se determiné mediante andlisis histolégico y/o ensayo respiratorio del tipo urea-C'3. En
el ensayo de referencia, los pacientes del grupo 0 presentan un resultado negativo en H. pylori, mientras
que los pacientes del grupo 4 mostraron un resultado positivo de H. pylori.

El recubrimiento de las placas ELISA (placas de microvaloracién MaxiSorb; Nunc) se efectué durante
una noche a 5°C con 100 ul de una solucién de un anticuerpo policlonal de conejo-anti-H. pylori (pAk;
aprox. 20 pg de IgG/ml de tampén carbonato 0,1 M, pH 9,5). Para bloquear los sitios de unién que
todavia quedan libres se pipetearon a cada hoyo 200 ul de PBS 150 mM, pH 7,2 con un 0,2 % de gelatina
de pescado (p/v) y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min. Después se lavé la placa ELISA 2
veces con 250 u de PBS al que se afiadié Tween 20 al 0,025 % (tampén de lavado 1). Las heces humanas
se suspendieron en proporcién 1:1 (p/v) con PBS 150 mM al que se afiadié leche desnatada en polvo al
2% y EDTA 1 mM.

Para determinar el limite de deteccién de antigeno, a una suspensién de heces negativa en H. pylori
se le afiadieron 50 ng/ml de catalasa (ver ejemplo 3) y en 1:2 operaciones se diluyé con una suspensién
de heces negativa en H. pylori. En cada hoyo se incubaron 100 pl de la suspensién de heces (determi-
nacién por duplicado en muestras de pacientes). Se vacié la placa ELISA, se enjuagé con tampén de
lavado 2 (PBS con un 0,2% de Tween 20) y se lav6 4 veces con tampén de lavado 2. A continuacién se
anadieron 100 pl de liquido sobrenadante de cultivo de hibridomas (diluido 1:5 en PBS) y se incubé a
temperatura ambiente durante 60 min. La determinacién de los anticuerpos fijados se realizé por adicién
de un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (de conejo-anti-ratén IgG-POD, DAKO). En la
etapa siguiente, la peroxidasa hace virar el POD-sustrato de tetrametilbencidina (TMB, Sigma) incoloro
anadido a un producto de color azul. Pasados de 5 a 10 minutos, con preferencia después de 10 minutos
se interrumpié la reaccién enzimdtica por adicién de acido sulfirico 1 N (100 pl/hoyo). La intensidad de
la reaccién de color se midi6 con un lector ELISA (MWG Spektral). La medicién se efectiia a 450 nm
frente a la longitud de onda de referencia de 620 nm, con preferencia 630 nm. Antes de la adicién del
anticuerpo de deteccién o de la solucién de sustrato se lavé la placa ELISA en cada caso 3 veces o 4 veces
con tampdn de lavado 1.

Como limite de deteccion se establece un valor de extincion que es mayor o igual al doble del valor en
blanco (muestra de heces negativa en H. pylori sin adicién de antigeno).

El anticuerpo monoclonal HP25.2m/2H10 en un ensayo ELISA sandwich empleando un anticuerpo
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capturador monoclonal, dirigido contra el lisado de H. pylori, mostré una sensibilidad del 68 % (de 25
muestras positivas se detectaron correctamente 17) y una especificidad del 82 % (de 17 muestras negativas
en HP se detectaron 3 muestras positivas falsas). De la tabla 3 se desprende el comportamiento de
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reconocimiento de pacientes de otros anticuerpos monoclonales (liquidos sobrenadantes de cultivo).

TABLA 2

HP25 . 72m/Z2HI0tsensibilidad ~ y especiticidad en ELISA ~ sandwich (anticuerpo
Icapturador pAK contra-H.-pylori} - . -
St ey Bt et
de heces HP25.2m/2H10 (sobrena-
dante) OD450-630

CX0010 POSITIVO 0,25 positivo
CX1014 POSITIVO 0,75 positive
CX1029 POSITIVO 0,18 positive
CX1038 POSITIVO 0,09 negativo
CX10582 POSITIVO I 0,11 positive
CX2008 POSITIVO 0,63 positiv®
CX2009 POSITIVO 0,32 positive
CX2016 POSITIVO 0,07 negative
CX2019 POSITIVO 0,59 positive
CX2029 POSITIVO 0,52 positive
CX0213 POSITIVO 0,04 negativo
CX284-1 POSITIVO 0,14 positive
€X3098 POSITIVD 0,13 positive
CX3148 POSITIVO 0,05 negativo
CX3148 POSITIV] 0.08 negativo
CX3234 POSITIVO 0,18 positive
GX4003 POSITIVO 0,17 positive
CX4008 POSITIVO 0,25 positivo
CXT001 PASITIVD 0,23 positive
CXT002 POSITIVD 0,53 positivo
CXT003 POSITIVO 0,12 positivoe
CXT004 POSITIVO 0,03 negative
CXT005 POSITIVO 0,03 negativo
CXT008 POSITIVO 0,31 positivo
CXT007 POSITIVO 0,08 negativo
CX1008 NEGATIVO 0,29 positive
CX1031 NEGATIVO 0,08 negativd
CX1049 NEGATIVO 0,7 positive
CX1051 NEGATIVO 0,09 negative
CXo0142 NEGATIVO 0,03 negativo
CXe185 - NEGATIVO 0,03 negativo
CX0189 NEGATIVO 0,08 negative
CX0193 NEGATIVO 0,03 negative
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TABLA 2 (continuacién)

[HPZ5, 2n/ZHI0 sensibilidad v e:ipeCL 1CT en Sandwic anticuérpo
Muestra | Estado de infecgigrr]l iﬁadggtu;a‘a;’;gff;?ﬂ' gOiteOge eva_‘l.u?céor;:
de heces | 361 paciente HP25.2m/20110 (scbrena 40076300
dante) OD450-630

CX2010 NEGATIVO ) 0,08 negative o

CX2018 NEGATIVO 0,09 negative

CX0220 NEGATIVO 0,03 regative

X023 NEGAT:VO 0,03 negativo

CX0258 NEGAT VO 0,02 negative

CX3008 NEGATIVO 0,09 positive

CX3011 NEGATIVO 0,08 negative

CX5533 NEGATVO | 0,07 negative

CX8085 NEGATIVO f 0,09 negativo

Abreviaturas:pdK=snticuerpo policlonal; HP= H. pylori

TABLA 3

Caracterizacion de anticuerpos monoclonales contra catalasa
Fusidén/clon | Isotipo W (Ag) :‘:\)IG (ng/ gzzsigﬁegiaggﬁiz reconoci-

Muestras pos. Muestras neg.
HP25.2m/2H1 0 | 1gG2a, k + 1,5 17 dezs 14 ge: 17
HP25.6m/1 G4 1gGt, x + 15 4des 2de 2
HP25.6m/1B5 1gG1, x + 3-6 3des5 ) 2de 2
HP25 6miH4 | IgG1, k + 3-6 2des | 2de2
HP25.6m/M4E3 19G1, x + 8 2des 2de 2
HP25.6m/1A5 1gG1, k + 6 2de 5 2de 2
HP25.6m/BE4 | [0G1, k . 1,5 1des 2 de 2
HP25.6m/4A1 2 | IgG1, k - 15 1de5 © 2den
HP25.6m/5F4 1gG1, ¥ - 1.8 1 deb 2dz 2
Abreviaturas:Ag=antigeno; WB=Westernblot; NWG=limite de deteccidn

Resultados

La tabla 3 recoge los resultados de la determinaciéon de isotipo, de los andlisis Westernblot, de la
determinacién del limite de detecciéon y del reconocimiento de paciente para anticuerpos monoclonales
(mAK) contra la catalasa. De los dados se desprende que un buen reconocimiento de la catalasa nativa
con mAK no guarda relacién con un buen reconocimiento del paciente.

En el ensayo ELISA sandwich mixto, policlonal/monoclonal, el mAK HP25.2m/2H10 presenté una
sensibilidad del 68 % y una especificidad del 82%. Cabe esperar una mejora de la sensibilidad y de la
especificidad con el uso de mAk purificado (en lugar de sobrenadante de cultivo) en un sistema ELISA
exclusivamente monoclonal. Para ello pueden utilizarse ya sea un anticuerpo monoclonal, dirigido contra
el mismo epitope del antigeno (ver ejemplo 10), ya sea dos anticuerpos monoclonales distintos, dirigidos
contra distintos epitopes del mismo antigeno (ver ejemplo 12), en calidad de anticuerpos capturadores y
detectores.

Ejemplo 10
Deteccidn de H. pylori en heces humanas mediante el ensayo ELISA (sistema exclusivamente monoclonal)

Para el ensayo se disponia de muestras de excrementos de pacientes de diez clinicas distintas o de
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consultas médicas gastroenterologicas, cuyo estado de infeccién con H. pylori se habia determinado por
ensayo respiratorio de urea-C'3 y/o anélisis histolégicos de biopsias géstricas. Las muestras de excremen-
tos a analizar se codificaron de modo que el personal del laboratorio no conocia de antemano el estado

de infeccion.
Ensayo ELISA sandwich de heces con H. pylori (ELISA de tres etapas)

El recubrimiento de las placas ELISA (MaxiSorb; Nunc) se efectué a 37°C durante 1 h con 100 ul de
una solucién de mAK (20,0 ug de HP25.2m /2H10 / ml de tampén carbonato 0,1 M, pH 9,5). Para bloqueo
de los sitios de fijacién todavia libres se pipetearon a cada hoyo 200 ul de PBS 150 mM con un 0,2 % de
gelatina de pescado (p/v) y se incubé a temperatura ambiente durante 30 min. A continuacién se realizé
un doble lavado con 250 ul del tampén de lavado 1 (PBS con un 0,025 % de Tween). Se suspendieron
los excrementos humanos en proporcién 1:10 (p/v) con 150 mM de PBS afiadiendo leche desnatada en
polvo al 2% y EDTA 1 mM. Para determinar el limite de deteccién del antigeno se afiadi6 catalasa de
H. pylori en concentraciones conocidas a la suspension de excrementos de un paciente negativo en H.
pylori. Se centrifugaron las suspensiones de muestras de heces a 7000 rpm durante 5 min. Se incubd
en cada hoyo 100 ul del sobrenadante durante 1 h. Se vacié la placa, se enjuagd y se lavd 4 veces con
solucién de lavado 2 (250 ul de PBS al que se anadié un 0,2% de Tween). A continuacién se afiadieron
100 pl de una solucién de mAK unido a biotina (1 ug/ml de HP25.2m/2H10-Bio en PBS; 0,1 % de BSA)
y se incubaron a temperatura ambiente durante 60 min. La deteccién de los antigenos unidos se realizé
por adicién de un conjugado de estreptavidina con POD (Dianova). La POD hace virar en una primera
etapa el sustrato incoloro TMB (Sigma) a un producto azul. Pasados de 5 a 10 minutos, con preferencia
10 minutos, se interrumpié la reaccién enzimatica por adicién de dcido sulfirico 1N (100 pl/hoyo). La
intensidad de la reaccién de color se midié en un lector ELISA (MWG Spektral). La medicién se realiza
a 455 nm frente a la longitud de onda de referencia de 620 nm, o de 630 nm.

TABLA 4

Deteccion de catalasa de H. pylori en heces mediante ensayo ELISA empleando el anticuerpo
monoclonal HP25.2m/2H10 como anticuerpo capturador y detector

Pacientq Estado ELISA heces 1035 negativo 0,033
clinico | HP 1040 . inegative 0,037
OD450-630) 1046 negative 10,046
1001 negativo {0,069 2002 negative {0,056
1002 negative {0,104 2006 negative (0,032
1007 negative 0,053 2007 negative 0,027
1008 negative 0,042 2010 negative 0,039
1010 negative  |0,043 2012 negative 0,041
1012 negative 0,055 2013 negativd  |0,049
1017 negativo  [0,052 2014 negative {0,046
1021 negative  [0,045 2015 negatives [0,048
1022 negative 0,068 2017 negative {0,050
1024 negative 0,036 - 2018 negative {0,061
1025~ "~ |negative  [0,046 2023 negative |0,056-
1027 negative (0,057 2024 negativo 10,051
1030 negative (0,061 2028 negative (0,102
1031 negative |0,037 2033 negative (0,050
1032 |negative |0,056 2034 |negative 0,077
1034 negative 10,048 2043 negative 0,045 _J
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3123 negative {0,055 5042 negative 0,026
3213 negative |0,119 5046 negative |0,021
3214 negativo [0,062 50562 negative 0,020
3224 negative |0,048 5056 negative 10,523
3225 negative 10,065 5057 negative 10,023
3236 |negative |0,043 5060 |negative 0,055
4004 negativo 10,089 5063 negative 10,022
5004 negative 10,079 5064 negative 0,017
5007 negative 0,055 5065 negative |0,035
5008 negative {0,156 5066 negative (0,024
5009 negative [0,076 5067 negative 0,088
5010 negative 0,073 5068 negative 0,021
5012 negative |0,051 6002 negative 10,078
5013 negativo  |0,057 8005 negative 10,019
5017 negative 0,064 6008 negative 0,013
5018 negative 10,033 6019 negative {0,034
5019 negative |0,017 7005 negative [0,025
5020 negative 0,017 7006 negative (4,556
5021 negativo |0,019 7009 negative 10,030
5022 negative |0,020 7013 negative ]0,024
5024 negativo (0,015 8004 negative 10,023
5025 negative (0,017 8047 _|negative  |0,021
5027 negative 10,022 213 positive  [0,879
5028 negative 0,021 294 positive 4,097
5030 negative |0,019 444-1 positive 10,201
5031 negative [0,014 1003 positive  |0,475
5033 |negative 0,018 1013 |positive 4,087
5034 negative 10,013 1014 positive {0,105
5035 negative 0,018 1015 positive  |2,469
5036 negative [0,031 1028 positive {0,096
5040 negative (0,024 1029 posilive  |4,466
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1037 positive 2,485 4006 positive {4,694
2001 positive 0,083 4018 positivo 4,142
2003 positive 0,817 4019 positive  |2,366
2005 positive 1,508 4020 positivo 1,468
2008 positive 14,247 5001 positive (4,490
2009 positive 1,597 5002 positive {3,917
2016 positive 2,651 5003 positive  [4,321

2022 positive 0,135 5006 positive 4,826
2029 positive 3,953 77 positive 0,067
2032 positivo 3,400 5011 positive 0,071

2035 positive 3,384 53 positive 4,773
2039 positive 0,083 70 positive 1,084
2040 positive 4,602 5016 posilive 0,101

2041 positive 0,200 68 posilive 4,611

2042 posilive 4,592 67 positive 0,589
3146 positive 1,742 5029 positive 0,675
6014 positive 2,572 64 positive 1,785
3149 positive 0,989 58 positive  |0,304
3153 positive 4,580 5039 positive {3,391

3570 positive 4,567 CXT 13 |jpositive 3,785
3577 positive (4,566 6013 positive {1,872
3215 positive 4,540 CXT 12 |positive 0,157
3219 positive ‘ 4,486 5048 positive 1,695
3220 positive 4,518 5050 positive 0,480
3231 positive {4,706 CXT 10 |positive 10,247
3234 positive 4,567 5053 positive 14,232
3235 positive (4,616 5055 positive 14,364
3241 positive {3,671 CXT9 positive 2,455
3243 |positve  |4,582 5058 |positve  |3,886
4003 positive  [4,700 5059 positive (4,450
4005 positive 0,401 CXT8 positive {4,374
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5061 positive 14,032
CXT7 positive 0,647
5069 positive  [1,079
CXT 5 positive 0,602
5072 positive 4,151
5075 positive 4,307
5076 positive 4516
CXT 4 positive  |0,268
5078 positive 1,022
6001 positive 4,441
6004 positive 4,296
CXT 3 positive 2,126
6018 positive 4,656
6020 positive  |0,427
7001 positive 2,717
CXT 2 positive 4,479
7002 positive 4,143
7003 positive 0,149
7004 positive 14,543
CXT 1 positive 0,953
8026 posltive 0,025
8033 positive 10,784

ELISA del H. pylori (n = 182)

CXT 6 positive

4,592

Estado infeccion H. pylori

corte OD450_6205 0,09
sensibilidad: 94,7 %
especificidad: 93,2 %

positivo negativo
Ensayo ELISA sandwich positivo 89 6
de heces con H. pylori negativo 5 82
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Resultado

En la tabla 4 se recogen los resultados del estudio de muestras de heces negativas en H. pylori y
positivas en H. pylori mediante un ensayo ELISA sandwich. Para ello se emplean anticuerpos mono-
clonales, con preferencia anticuerpos monoclonales HP25.2m/2H10 tanto como anticuerpos capturadores
como detectores (marcados con PDO) para detectar el antigeno de H. pylori, la catalasa, en muestras
de heces. La catalasa es un antigeno extraordinariamente estable que pasa préacticamente inalterado
por el tracto digestivo y, por tanto, puede detectarse en la muestra de excrementos. El analisis de 182
muestras de heces en un sistema ELISA exclusivamente monoclonal, basado en un solo un mAk especifico
de la catalasa, presenta una sensibilidad del 94,7 % y una especificidad del 93,2%. Esta sensibilidad y
especificidad conducen a valores predictivos positivos y negativos tan elevados, que puede constatarse
una infeccién con H. pylori realizando un solo andlisis de heces, sencillo, econémico y no invasivo, con
una seguridad suficiente para decidir el tratamiento de erradicaciéon. Se puede lograr un aumento de la
sensibilidad y especificidad posiblemente combinando dos sistemas de deteccién para diversos antigenos
(p-ej. catalasa/ureasa).

Con el desarrollo de un ensayo ELISA de una sola etapa se logré una mayor comodidad para el usuario
frente al ensayo ELISA de tres etapas, descrito a continuacién (ejemplos 11 y 12).

Ejemplo 11
Determinacion de pares de anticuerpos idoneos para el ELISA de tres etapas
El ensayo se ejecut6 con arreglo al ejemplo 10.

Para determinar los pares de anticuerpos idéneos se disponia de anticuerpos monoclonales contra la
catalasa (ver tabla 3), purificados y parcialmente biotinilados (ver ejemplo 7). Los anticuerpos se valoran
primeramente entre si para determinar la concentracién éptima del anticuerpo capturador y detector. A
continuacién se analizan las muestras de heces con los sistemas ELISA optimizados de este modo y se
determinan los limites de deteccién de catalasa en heces humanas negativas en H. pylori (heces en blanco)
(tabla 5).

En la tabla 5 se recogen las combinaciones idéneas de mAK para el reconocimiento del paciente y
para los limites de deteccién del antigeno.

TABLA 5

esultados de la busqueda de pares de anticuerpos monoclonales contra
]ia catalasa ?F‘TTQA dqut res (—‘-fggas)
Anticuerpos capturadores :
ATCICUEIpoS deteCtores | osommeH10 | 25.6mv 1B5 | 26.6mV 1G4 | 25.6m/ 1A5 | 26.6m/ 1H4
hictinilados
25.2m/2H10 N: 0,03 0,1 0,03 0,1 0,03
G4:7-8 7 8 7 8
G0: 2 2 2 2 2
25 6m/1B5 N: 0,1 0,1 0,1 0,03 0,3
G4: 8 7 5 7 8
GO: 2 1 2 2 2
26.6m/1G4 N: 0,3 0,1 0,1 0,01 0,1
G4: 6-8 7 8 8 8
G0: 1-2 2 4 2 2
26.6m/1A5 N: 0,3 0.1 03 0,1 0.3
G4: 6-7 7 5 78
GO 2 2 2 2 2
25.6m/1H4 N: 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1
G4: 8 4778
G0: 3 222
Reconocimiento del paciente(deteccion de 8 muestras G4 positivas criticas
v 4 muestras GO clinicamente negativas) N= limites de deteccidén (ng/ml)
de la catalasa en las heces en blanco positivas criticas = muestras

de deteccion especialmente problematica.
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Determinacidon de pares de anticuerpos idoneos para el ELISA de una sola etapa

Para determinar los pares de anticuerpos idéneos se disponia de anticuerpos monoclonales contra la
catalasa (ver tabla 3) en estado purificado y en parte marcados con peroxidasa (ver ejemplo 7).

Se ensayaron diversas combinaciones de anticuerpos capturadores y detectores (ver tabla 6) en el
ELISA de una sola etapa con muestras de 27 pacientes positivos en H. pyloriy 17 negativos en H. pylori.

Ensayo ELISA sandwich de una sola etapa

El recubrimiento de la placa ELISA (MaxiSorb Lockwell; Nunc) se realizé durante una noche a 2-8°C
con 100 pl de una solucién de mAK (2,0 pg de anticuerpos capturadores/ml de tampén carbonato 0,1
M, pH 9,5). Las placas ELISA recubiertas de este modo se lavaron 2 veces con PBS y para bloquear
los sitios de unién todavia libres se introdujeron en cada hoyo 200 pl de tampén de bloqueo (BSA del
0,3 %; sorbita al 20 % en PBS) y se incubé a 2-8°C durante una noche. Se secaron estas placas ELISA
con vacio, se secaron en estufa de aire forzado a 28°C durante una noche y después se almacenaron con
una bolsa de desecante a 2-8°C.

Se suspendieron los excrementos de los pacientes en proporcién 1:5 (0,1 g de muestra de heces + 500
pl de tampén de muestra) en tampén de muestra (PBS 150 mM + 0,5 % de suero animal + EDTA 1 mM
+ 0,1% de detergente) durante 30 s (Vortex) y después se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min. Se
aplicaron a cada hoyo de la placa 50 ul del sobrenadante.

A continuacién se anadieron directamente a la suspensién de heces 50 ul del anticuerpo marcado con
POD y diluido con tampén de muestra (0,5 nM de AK-dextrano-POD o bien 0,2 ug/ml de HP25.2m /2H10-
POD-P). La placa se incubé a temperatura ambiente durante 1 hora en el agitador.

Después de cinco lavados con tampén de lavado (PBS 75 mM, 0,25 % de Tween) se anadié el sustrato de
peroxidasa TMB (tetrametilbencidina), el sustrato monocomponente (Neogen), (100 ul/hoyo). Pasados
10 minutos se interrumpié la reaccién enzimatica por adicién de dcido clorhidrico 1 N (100 pl/hoyo). La
posterior medicién de la intensidad de calor se realizé a 450 nm frente a la longitud de onda de referencia
de 630 nm.

(Ver Tabla 6 en la pigina siguiente)
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TABLA 6

Resultados de la bisqueda de pares de anticuerpos monoclonales contra
Tacatalgsa (ELISK monoetapa ) ) ;
: Anticuerpo capturador
Anticuer| 252m/ | 256m/ | 25.6nv | 25.6m/ | 25.6m/ | 25.6m/ | 25.6m/ | 25.6m/ 25.6m/
po detec | 2H10 1B5 1A5 4A12 1G4 1H4 3D6 2E12 5F4
tor mar-
cado con [POD
25.2m/ - 24 24 22 23 24 19 24 22
2H10
14 " 13 14 12 14 12 15
25.6m/ G4: 23 - 23 20 23 23 18 23 22
1B5
GO: 12 13 14 12 12 12 10 12
25 6m/ G4: 21 24 24 - 24 - 20 25 24
1H4
GO: 9 i3 14 11 15 12 20
25.6m/ G4: 20 20 20 - 20 25 19 20 20
4A12
Anticuer- 25.2m/ | 25.6m/ 25.6m/ | 25.6m/ 25.6m/ 26.6m/ 25.6m/ 25.6m/ 25.6m/
po detec- 2H10 1B5 1A5 4A12 1G4 1H4 306 2E12 5E4
tor mar-
cado con
POD G0: 13 12 17 13 3 13 13 15
25.6m/ G417 24 24 21 23 23 - 22 22
3D5
G0: 15 9 12 13 8 13 9 14
- Reconocimiento de paciente (deteccion de 27 muestras G4 positivas criticas *
y 17 muestras GO clinicamente negativas; corte OD45()_6’m: 0,15

La combinacién de anticuerpos HP25.6m/1B5 (anticuerpo capturador) y HP25.2m/2H10-POD (anti-
cuerpo detector) resultd ser la mas ventajosa para la deteccién de antigenos de H. pylori (catalasa) en las
heces humanas debido al buen reconocimiento del paciente (deteccién correcta de 24 de las 27 muestras
positivas en H. pylori y 14 de las 17 muestras negativas en H. pylori).

Ejemplo 12
Deteccion de H. pylori en heces humanas mediante ELISA de una sola etapa

Para el ensayo se disponia de muestras de heces de pacientes procedentes de diez clinicas distintas o
de consultorios médicos gastroenteroldgicos, cuyo estado de infeccion, positivo o negativo en H. pylori, se
habfa determinado por ensayo respiratorio de urea-C'? y/o an4lisis histolgicos de biopsias géstricas.

Ensayo ELISA sandwich (de una sola etapa) de heces con H.pylori

El recubrimiento de la placa ELISA (MaxiSorb Lockwell; Nunc) se realizé durante una noche a 2-8°C
con 100 pl de una solucién de mAK (2,0 ug de HP25.6m/1B5 / ml de tampé6n carbonato 0,1 M, pH 9,5).
Las placas ELISA recubiertas de este modo se lavaron 2 veces con PBS y para bloquear los sitios de unién
todavia libres se introdujeron en cada hoyo 200 pl de tampén de bloqueo (BSA del 0,3 %; sorbita al 20 %
en PBS) y se incubd a 2-8°C durante una noche. Se secaron estas placas ELISA con vacio, se secaron en
estufa de aire forzado a 28°C durante una noche y después se almacenaron con una bolsa de desecante a
2-8°C.

Se suspendieron los excrementos de los pacientes en proporcién 1:5 (0,1 g de muestra de heces +

500 pl de tampén de muestra) en tampén de muestra (PBS 150 mM + 0,5% de suero animal + EDTA
1 mM + 0,1% de detergente) durante 30 s (Vortex) y después se centrifugaron a 3000 rpm durante 5
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min. Se aplicaron a cada hoyo de la placa 50 ul del sobrenadante (determinacién por duplicado o por
triplicado). A continuacién se anadieron directamente a la suspensién de heces 50 pl del anticuerpo
HP25.2m/2H10-dextrano-POD, marcado con POD y diluido con tampén de muestras. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora en el agitador.

Despusés de cinco lavados con tampén de lavado (PBS 75 mM, 0,25 % de Tween) se aniadié el sustrato de
peroxidasa TMB (tetrametilbencidina), el sustrato monocomponente (Neogen), (100 ul/hoyo). Pasados
10 minutos se interrumpié la reaccién enzimética por adicién de dcido clorhidrico 1 N (100 pl/hoyo). La

posterior medicién de la intensidad de calor se realizé a 450 nm frente a la longitud de onda de referencia
de 630 nm.

TABLA 7

Cotejo de los resultados experimentales del ensayo ELISA monoetapa y del patron oro en el andlisis de
un total de 199 muestras de heces

Resul-|Resultado o 2014 | negatiw n.d. 0.016
Ne de | tado |ELISA 2016 | nd. | negatve | 0.027
mues- | de en-jmonoetapa
tra sayo 2017 | negativel negative | 0.034
P B 2018 | negative] negative | 0.030
1001 n.d. negative | 0.083 2023 n.d. negative | 0.031
1002 n.d. negativé | 0.022 2024 | negativey n.d. 0.023
1007 n.d. negative | 0.015 2028 n.d. negative | 0.049
1008 | n.d. | negative | 0.032 2033 | negative] negative | 0.040
1010 n.d. negative | 0.016 2034 | negativwe| negative | 0.083
1012 | nd. | negative | 0.026 2043 | n.d. negative | 0.083
1017 | nd. negative | 0.026 3123 | negative n.d. 0.013
1021 n.d. negative | 0.014 3213 nd. negative | 0.035
1022 n.d. negative | 0.018 3224 | negative n.d. 0.014
1024 n.d. negative | 0.018 3225 n.d. negative | 0.025
1025 nd. negative | 0.022 4004 n.d. negative | 0.044
1027 n.d. negative | 0.044 §004 n.d. negative | 0.045
1030 nd. negative | 0.021 5007 n.d. negative | 0.014
1031 n.d. negative | 0.014 5008 n.d. negative [ 0.015
1032 | nd. | negative | 0.014 5000 | nd. negative | 0.028
1034 n.d. negative | 0.023 5010 n.d. negative | 0.058
1035 n.d. negalive | 0.068 5012 n.d. negative | 0.030
1040 | nd. | negativo | 0.058 5013 | nd. | negative | 0.031
1046 n.d. negative | 0.028 5017 n.d. neg_ativo _0._(_)27
2002 | nd. | negative | 0.019 5018 | nd. | negative | 0.033
3006 | nd. | negaive | 0.017 5079 | nd. | negatve | 0.010
2007 | negative)  n.d. 0.019 5020 | nd. | negative | 0.192
2010 | nd. | negative | 0.070 5021 | nd. | negative | 0.023
2012 | negative] n.d. 0.040 5022 n.d. negative | 0.017
2013 negatIVe' n.d. 0.040
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5024 | nd negative | 0.011 6039 | nd. negative | 0.015
5025 n.d. negative | 0.015 7005 n.d. negative | 0.031
5027 nd negative | 0.026 L7009 n.d. negative | 0.039
5028 n.d. negative | 0.020 7013 n.d. negativo | 0.028
5030 nd, negative { 0.033 8004 n.d. negative | 0.015
5031 n.d. negative | 0.013 8047 n.d. negative | 0.042
5033 n.d. negative | 0.014 9004 n.d. negative | 0.012
5035 n.d. negative | 0.028 9005 n.gd. negative | 0,105
5036 n.d. negative | 0.022 9010 n.d. negative | 0.054
5040 n.d. negative | 0.024 9011 n.d. negative | 0.647
5042 n.d. negative { 0.053 9012 n.d. negative | 0.026
5046 n.d. negative { 0.018 2013 n.d. negative | 0.022
5052 n.d. negative | 0.015 8015 n.d. negative { 0.032
5056 n.d. negative | 1.819 8018 nd. negative | 0.040
5057 n.d. negative { 0.015 9022 n.d. negative | 0.029
5060 n.d. negative | 0.027 213 n.d. positive | 0.752
5063 nd. negative | 0.010 444 n.d. positive | 0,241
5064 n.d. negative | 0.010 1003 n.d. positive | 0.446
5066 n.d. negative | 0.020 1013 n.d. positive 3.809
5067 n.d. negative | 0.041 1014 n.d. positive | 0.316
5068 n.d. negative | 0.017 1015 n.d. positive 2.693
6002 n.d. negative { 0.024 1028 n.d. positive | 0,959
6005 n.d. negative | 0.023 1029 n.d. positivo | 4.336
6008 n.d. negative | 0.054 1037 n.d. positive | 2.152
6009 n.d. negative | 0.085 2005 | positive n.d. 1.289
6017 n.d. negative | 0.024 2008 n.d. positive | 3.814
5024 n.d. negativo | 0.050 2009 | positive| - n.d. - 1.050-
6026 n.d. ‘negative | 0.017 2016 n.d. positive | 1.564
6029 n.d. negative | 0.014 2029 | positive| positive | 4.347
6033 n.d. negative | 0.013 2032 | positive| positive | 2.661
6038 n.d. negative | 0.019 2035 n.d. positive | 3.632
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2039 | positive| positive | 0,694 5078 n.d. positive | 1.319
2040 n.d. positive | 3.189 5090 n.d. positive | 4.268
2041 | positiw| positive | 1.195 5092 n.d. positive | 1.975
2042 | positive| positive | 4.350 5100 n.d. positive | 2.406
3146 | positive n.d. 4.189 5150 n.d. positive | 0.132
3219 | positie| positive | 4.267 6001 n.d. positive | 4.325
3220 | positive| positive | 4.138 6004 n.d. positive | 4.035
3231 | positive| positive | 4.332 6013 n.d. positive | 2.684
3234 | positive| positive 3.989 6014 n.d, positive | 4.209
3241 | positive] positive 1.580 6015 n.d. positive | 4.164
3570 | positive n.d. 4.147 6018 n.d. positive | 4.551
4003 n.d. positive 4.140 6020 n.g. positive 0.376
4005 | positive| positive | 0.298 6022 n.d. positive | 1.915
4006 n.d. positive | 4.228 6027 n.d. positive | 4.244
4018 n.d. positive | 3.319 6040 n.d. positive | 3.105
4019 n.d. positive 2.892 6050 n.d. positive 3.806
4020 n.d. positive 1.167 6052 n.d. positive | 4,221
5001 n.d. positive | 4.438 6064 n.d. positive | 4.225
5008 n.d. positive 4.343 6065 n.d. positive 4.210
5029 n.d. positive 1.354 7001 n.d. positive | 2.584
5039 n.d. positive | 4.401 7002 n.d. positive | 4.245
5048 -| n.d. positive [ 2.805 7003 nd. positive | 2.236
5050 n.d. positive | 0.744 7020 n.d. positive | 0.038
5083 n.d. positive | 3.896 8026 n.d. positive | 0.013
5055 n.d. positive | 3.825 8033 n.d. positive | 1.269
5058 n.d. positive | 4.153 9001 n.d. positive | 3.765
5061 n.d. positive | 4.060 8002 n.d. positivo | 4,049
5069 n.d. positive | 1.411 9003 n.d. positive | 3.674
5072 n.d. positive | 4.322 2006 n.d. positive | 0,992
5075 n.d. positive | 4.285 9007 n.d. positive | 0.052
5076 n.d. positive | 4.402 2008 n.d. positive | 4.165
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n.d. = no determinado

corte: (OD 450-630 nm)

(n = 199)

Método

2008 n.d. positive | 0.033 T09 | positive] n.d. 1.480
9014 n.d. positive | 4.042 T10 | positive n.d. 0.768
9017 n.d. positive | 4.276 T13 n.d. positive | 2.211
9018 n.d. positive 0,44 T 53 | positive n.d. 4,500
9022 n.d. positive | 1.961 T 58 | positive n.d. 1.540
TOo1 positivo n.d. 2.083 T 64 | positive n.d. 1.879
T02 | positive] n.d. 1.722 T 67 | positive n.d. 1.608
T 03 | positive| positive | 3.871 T68 | positive n.d. 4.377
T 04. | positive| positive | 4.463 T 70 | positive n.d. 0.675
T 05 | positive] positive 2.368 T 77 | positive n.d. 0.038
f 07 | positive] positive | 0.785 T 88 | positive n.d. 1.377

: positivo > 0,18; negativo < 0,13

estandar oro

sensibilidad: 94 %
especificidad: 97 %

positivo negativo
Ensayo monoetapa positivo 94 3
negativo 6 96

31




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 194 782 T3

Resultado

En la tabla 7 se presentan los resultados de los analisis de muestras de heces negativas y positivas
en H. pylori mediante un ensayo ELISA sandwich de una sola etapa. Para la deteccién del antigeno
catalasa de H. pylori en la muestra de heces se utilizaron los anticuerpos monoclonales (HP25.6m/1B5;
HP25.2m/2H10). El an4lisis de 199 muestras de heces con un sistema ELISA exclusivamente monoclo-

nal, basado en el mAK especifico de la catalasa recién mencionada, tiene una sensibilidad del 94 % y una
especificidad del 97 %.

Ejemplo 13
Deteccion de H. pylori en heces humanas mediante un ensayo ELISA monoetapa optimizado

Para este ensayo se disponia de 357 muestras de heces de pacientes procedentes de diez clinicas o
consultorios médicos gastroenteroldgicos distintos, cuyo estado de infeccion de H. pylori se habia de-
terminado por estudios histolégicos de biopsias gastricas. La ejecucién del ensayo se realizdé de forma
opaca (las muestras se codificaron para que el personal del laboratorio no pudiera saber de antemano el
estado de infeccién de las muestras) en un laboratorio GLP (= que cumple las normas Good Laboratory
Practices) externo.

Ensayo ELISA sandwich monoetapa optimizado

El recubrimiento de la placa ELISA (MaxiSorb Lockwell; Nunc) se realizé durante una noche a 2-8°C
con 100 pl de una solucién de mAK (2,0 ug de HP25.6m/1B5 / ml de tampdn carbonato 0,1 M, pH 9,5).
Las placas ELISA recubiertas de este modo se lavaron 2 veces con PBS y para bloquear los sitios de unién
todavia libres se introdujeron en cada hoyo 200 pl de tampén de bloqueo (BSA del 0,3 %; sorbita al 5 %
en PBS) y se incubd a 2-8°C durante una noche. Se secaron estas placas ELISA con vacio, se secaron en
estufa de aire forzado a 28°C durante una noche y después se almacenaron con una bolsa de desecante a
2-8°C.

Se suspendieron los excrementos de los pacientes en proporcién 1:5 (0,1 g de muestra de heces +
500 pl de tampén de muestra) en tampén de muestra (PBS 150 mM + 0,5% de suero animal + EDTA
1 mM + 0,1% de detergente) durante 30 s (Vortex) y después se centrifugaron a 3000 rpm durante
5 min. Se aplicaron a cada hoyo de la placa 50 ul del sobrenadante. A continuacién se afiadieron
directamente a la suspension de heces 50 ul del anticuerpo marcado con POD y diluido con tampén de
muestras (200 fentomol / ml de HP25.2m/2H10-dextrano-marcado con POD). Las placas se incubaron
a temperatura ambiente durante 1 hora en el agitador. Después de cinco lavados con tampoén de lavado
(PBS 75 mM, 0,25% de Tween) se anadié el sustrato de peroxidasa TMB (tetrametilbencidina), el
sustrato monocomponente (Seramun), (100 pl/hoyo). Pasados 10 minutos se interrumpié la reaccién
enzimética por adicién de dcido sulfurico 1 M (100 ul/hoyo). La posterior medicién de la intensidad de
calor se realizé a 450 nm frente a la longitud de onda de referencia de 630 nm.

(Ver Tabla 8 en las paginas siguientes)
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TABLA 8
ELISA sandwich (monoetapa optimizado) de heces con H. pylori

Deteccion de catalasa de H. pylori en heces con ELISA monoetapa optimizado, empleando anticuerpos

10

15

20

25

5 monoclonales HP25.6m/1B5; HP25.2m/2H10
Paciente|Resultado | ELISA CX 9174 negative (0,029
NS histologl- | heces CX12079| negativo 0,016
CX 12092| negative (0,031
CX 7042 | negative 10,022 CX 2066 negative 0,043
CX 12070| negative (0,018 CX 5115 negative (0,022
CX 9138 negative {0,013 CX 7035 negative |0,076
CX 12080| negative 0,015 CX 9024 '| negative (0,018
CX 12076 negative {0,071 CX 9136 negativo (0,014
CX 7028 negative 10,019 CX 12065 negative 0,017
CX 9046 negative 0,013 CX 12084 negative [0,014
CX 12077| negative 0,025 CX 2044 negative |0,028
*  [CX9109 | negativo [0,012 CX 7032 | negativo 0,048
CX 9120 negative |0,018 CX 8011 negative 0,014
35 CX 9144 negative 10,014 CX 8050 negative |0,015
CX 12032| negative (0,017 CX 9056 negative (0,014
CX 2067 negative 10,037 CX 8067 negative [0,016
40 CX 8010 | negative [0,017 CX 9041 negative (0,036
CX 12027| negativo {0,043 CX 9157 negative (0,021
i CX 12085 negative [0,012 CX 12042| negative |0,014
CX 2105 negative 10,016 CX 9134 negative 10,016
CX 9029 negative 10,028 CX 9160 negative 10,015
50 CX 9101 negative {0,013 CX 9171 negative |0,042
CX 9119 negative (0,073 CX 9025 negative (0,017
o CX 9129 negative {0,022 CX 9150 negative 0,014

60
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CX 2050 negative l0,01 3
CX 2057 | negative [0,021
CX 9184 negative |0,018
CX 11021 negative 0,009
CX 7043 negative 0,024
CX 7036 negative (0,016
CX 7047 negative |0,015
CX 8064 negative 0,06

CX 8002 negative 10,015
CX 9115 negative {0,016
CX 9189 negative 0,063
CX 9195 negative {0,015
CX 12059 negative j0,028
CX 8015 negative 10,015
CX 9137 negativo 0,052
CcX 8187 negative 10,015
CX 8047 negative 10,017
CX 9166 negative 0,019
CX 12084! negative ]0,031
CX 2070 negative 0,018
CX 6081 negative 10,05

CX 9104 negative 0,013
CX 9167 negative {0,017
CX 9196 negative {0,027
CX 9066 negative (0,016
CX10010{ negative |0,012
CX 9061 negative {0,014
CX 9170 negative 10,013
CX 110121 negative {0,083

CX 2064 | negative [0,024
CX 5101 negative 10,025

34

CX 7021 negative 0,045
CX 9105 negative {0,013
CX 12016| negative |0,019
CX 6070 negative (0,013
CX 2101 negative 10,021
CX 8014 negative 0,016
CX 9169 negative |0,014
CX 12088| negative 10,017
CX 9121 negative 0,033
CX 9023 negative (0,055
CX 12071 negative 10,022
CX 10003| negative |0,028
CX 12047 negative |0,02

CX 9089 negative 0,017
CX 9107 | negativo |0,032
CX 2061 negative |0,03

CX 11013} negative 0,014
CX 9092 negative |0,017
CX 12021} negative 10,049
CX 12024 negative [0,023
CX 9125 negative |0,019
CX 2107 negative 0,025
CX 9039 negative 10,032
CX 12046| negative [0,013
ICX 11024 negative ]0,053
CX 12012 negativo 0,015
CX 120401 negative 10,028
CX 2087 negative {0,027
CX 9028 negative |0,018
CX 9176 negative [0,014
CX 10007 negative |0,018
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CX 12089{ negative (0,012
CX 7048 negative |0,041
CX 9114 negative 0,019
CX 12019] negative |0,028
CX 7033 negative |0,081
CX 8067 negative 10,016
Cx 9108 negative {0,165
CX 9197 negative |0,016
CX 5133 negative |0,219
CX 9094 negative 0,041
CX 10021 negative [0,019
CX 12090{ negative |0,012
CX 9116 negative 0,018
CX 10037| negativo [0,019
CX 12049 negativo (0,016
CX 12093] negative [0,026
CX 9097 negative 10,02

CX 9183 negative {0,025
CX11023| negative 10,068
CX 5114 negative |0,061
CX 9161 negative |0,017
CX 2068 negative (0,027
CX.8005 negative |0,025
CX 9179 negative 0,015
CX 12001} negative |0,028
CX 9062 negative |0,022
CX 9118 negative |0,013
CX 6071 negative [0,027
CX 9035 negative (0,016
CX 10006 negative 0,017
CX 8095 negative |0,018

ES 2 194 782 T3

CX 9199 negative 0,016
CX 10018] negative (0,019
CX 12008, negative |0,018
CX 9052 negative (0,015
CX 9181 negative [0,014
CX 12058 negative [0,065
CX 9030 negative 10,023
CX 9059 negative 0,015
CX 10005} negative 10,028
CX 10039( negative (0,018
CX 9190 negative 0,015
CX 8164 negative 0,016
CX 10044 negative |0,023
CX 9110 negative 0,027
CX 9127 negative 10,018
CX 12013 negative |0,022
CX 5105 negative (0,017
CX 9178 negative 10,037
CX 10024} negative [0,016
CX 2098 negative 10,038
CX 10008 negative (0,015
CX 10034| negative |0,016
CX 9162 negative |0,513
CX 12023| negative (0,023
CX 2091 negative 0,225
CX 12034 negative {0,022
CX 12039]| negative 0,019
CX 9085 negative {0,022
CX 10028| negative 0,03

CX11022| negative |0,031
CX 2073 negative 10,035
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[CX12017] negative 0,017
CX 9141 negative |0,024
CX10026| negative [0,014
CX 12003} negative [0,038
CX 7049 negative (0,028
CX 9026 negative {0,026
CX10011| negative |0,012
CX 8124 negative [0,02

CX12015| negative {0,029
CX10022| negative 10,021
CX10001{ negative [0,017
CX 7040 negative 0,014
CX 9048 negative (0,017
CX 6075 negative {0,024
CX 10016| negative (0,024
CX 8073 negative (0,015
CX 9081 negative 0,036
CX 120071 negative ;0,034
cX9122 negative 0,078
CX 9069 negativo {0,025
CX 9091 negative (0,029
CX 10012 negative (0,034
CX10027| negative 10,07

CX 10009{ negative |0,023
CX 10014} negative {0,021
CX 9040 negative (0,038
CX 9090 negative 10,027
CX12006{ negative |0,026
CX 9060 negative 10,013
CX10031| negative 10,023
CX 9075 negative (0,019
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CX 5131 negative |0,032
CX 9054 negative 10,016
CX 9070 negative |0,022
CX 12099| negative (0,014
CX 9050 negativo (0,038
CX 8086 negative {0,017
CX10013| negative (0,036
CX12062| negative 14

CX 6063 negative (3,537
CX 9133 positive 10,023
CX 9188 positive 10,017
CX 9192 positivo {0,014
CX 2048 positive 0,548
CX 2078 positive |0,296
CX 8009 positive 0,695
CX 9145 positive 1,778
CX 9076 positive (0,09
CXg072 positive (0,024
CX 5148 positive 10,213
CX 11004 positive [0,477
CX 2093 positive 0,271
CX 12060( positive |1,205
CX 7053 positive 12,436
CX 11006] _positive (0,13
CX 8001 positive 14

CX 2100 positive {1,539
CX 5113 positive [0,583
CX 7029 positive |0,155
CX 10020| positive [1,336
CX 2099 positive |3,403
CX12018| positive |0,927
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CX 7037 positive |4

CX 2083 positive |3,896

CX 4001 positive |0,678

CX 5125 positive |4

CX 8048 positive (0,588

CX 56112 positive 1,797

CX 9142 positive {3,122

CX 7044 | positive |2,155

CX 2109 posilive {3,786

CX 8012 positive |4

CX 4011 positive [3,376

CX 10049| positive [2,98

CX 5128 positivo 13,348

CX 10038 positive |3,652

CX 12067 positive (2,928

CX 4029 positive [3,087

CX 2104 positive |2,855

CX 11003{ positive 0,786

CX 9065 positive 11,324

CX 12048| positive (2,409

CX 12051 positive |4

CX 10015| positive |4

CX 7024 positive 4

CX 12091| positive |4

CX 5126 positive {3,834
[GX7057 | positive |4
|CX 5120 positive [1,935

CX 11002| positive 0,378

CX 11011} positive |4

CX 2102 positive [2,452
- |CX 2103 positive (3,091
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CX 11010} positive |1,905
CX 5108 positive (3,58
CX 9130 positive 12,499
CX 11008| positive (3,367
CX 9194 positive 4

CX 12028 positive (3,671
CX 4016 positive 2,545
CX 4013 positive |4

CX 9135 positive |4

CX 11001 positive |4

CX 2106 positive 2,71
CX 2034 positive (4

CX 9082 positive [1,769
CX 5123 positive {3,773
CX 6076 positive |4

CX 8155 positive |4

CX 7030 positive (3,661
CX 9128 positive |4

CX 12035 positive |4
CX10023| positive [3,426
CX 2060 positive |4

CX 12041 positive |4

CX 9045 positive {1,382
CX 9096 positive {1,653
CX 2056 positive |4

CX 12002 positive [2,441
CX 6061 positive 0,018
CX 11020 positive |4

CX 9147 positive |3,758
CX 9078 positive |3,686
CX 5147 positive |4
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CX 7023 positivo (4
CX 9131 positive |4
CX 9156 positive |4
CX 10019{ positive [3,438
CX 12026 positive |3,941
CX 9079 positive {3,628
CX 4023 positive |4
CX 9031 positive |3,273
CX 5116 positive |4
CX 9077 positive 3,929
CX 4012 positive |4
CX 5106 positive |3,648
CX 12095| positive |4
CX 10002} positive {3,698
CX 11005] positive |4
CX 9093 positive |4
CX 11014 positive |3,465
CX 9051 positive |4
CX 10028| positive [3,799
CX 4017 positive |4
CcX 9182 positive |4

38

CX 12074| positive (4
CX.9055 positive |4

CX 9036 positivo |4

CX 6078 positive |4

CX 2069 positive [3,778
CX 9043 positivo (3,727
CX 12050 positive |3,5616
CX 5119 positive 14

CX 9113 positive |4

CX 9068 positive {3,857
CX 2092 positive |4

CX 10050| positive |4

CX 9053 positive (3,874
CX 4015 positive {3,784
CX 12075| positive 3,717
CX 9027 positive 13,718
CX 9080 positive |4

CX 9098 positive {4
CX9112 positive 14

CX 9175 positive {4~

CX 9063 positive |4
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CX 9099 positive |4 CX 12020 positive (4
1CX 12022 positive |4 CX 9158 | positive |4
CX 2079 positive (3,884 CX 9198 positive (3,874
CX 9102 positive 3,524 CX 9165 positive |4
CX 2076 positive |3,593 CX 9034 positive {3,874
Cx 9177 | positive |4 CX 12065| positive |3,754
CX 9088 positive |2,14 CX 6074 positive |4
CX 6072 positive |4 CX 6082 positive |4
CX 7038 positive |4 CX 6069 positive |4
CX 9123 positive |4 CX 9193 positive (4
CX 9149 positive | 4 CX 9106 {  positive | 4
corte: ODyso_a60: 0,15
n = 357
Histologia
positivo negativo
ELISA heces HP positivo 141 6
negativo 7 203

sensibilidad: 95 %;intervalo de confianza (95 %): 90,5-98,1%
especificidad: 97 %; intervalo de confianza (95%): 93,9-98,0%
Resultado

En la tabla 8 se recogen los resultados de analisis de muestras de heces negativas y positivas en H.
pylori (primer diagndstico) mediante un ensayo ELISA sandwich. Para la deteccién del antigeno catalasa
de H. pylori en la muestra de heces se utilizaron los anticuerpos monoclonales (anticuerpo capturador:
HP25.6m/1B5; anticuerpo detector: HP25.2m/2H10-POD). El anélisis de las muestras de heces con un
sistema ELISA exclusivamente monoclonal, basado en el mAK especifico de la catalasa recién mencio-
nada, tiene una sensibilidad del 95 % y una especificidad del 97 %.

Ejemplo 14
Curso de erradicacion / control de erradicacion

El control de erradicacién solo es posible a través de la deteccién directa de antigenos de H. pyloriy
no de anticuerpos en el suero, ya que los anticuerpos de H. pylori siguen estando presentes en la sangre
incluso durante muchos meses después de la infeccién. Por lo tanto y a diferencia del ensayo serolégico

del H. pylori, el ensayo ELISA sandwich de las heces brinda la posibilidad de evaluar con éxito una
erradicacién.
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En la figura 9 se presenta el curso de un tratamiento de erradicacién de un paciente positivo en H.
pylori después de la ingestion de omeprazol, metronidazol y claritromicina. 6 dias después del tratamiento
no se detecta ya ningun antigeno de H. pylori en las heces.

En la tabla 9 se presentan los resultados del ensayo ELISA de heces de HP en un estudio de erra-
dicaciéon. Las muestras de heces se recogieron de 4 a 6 semanas después de finalizada la terapia de
erradicacién. Como ensayo de referencia se emple6 el ensayo respiratorio C'3. La ejecucién del ensayo se
realizé con arreglo al ejemplo 12 (ELISA monoetapa).

TABLA 9

Control de erradicacion - Deteccion de catalasa de H. pylori en heces mediante ensayo ELISA
monoetapa. Toma de muestras 4-6 semanas después de la terapia de erradicacion

‘Pacien-|Ensayo  |[ELISA 188~ [negative 0,017
te n© rgspiratg heces HH T P 5,020
rio P 450-630nm .

C13 ] 195 negative 0,015

199 negative 0,013

131 negative 0,024 205 negativo 0,035
132 negative 0,012 206 negative 0,020
138 negativo 0,024 213 negative 0,018
147 negativo 0,016 215 negative 0,014
148 nagative 0,014 216 negative 0,034
149 negative 0,018 217 negative 0,014
151 negativo 0,018 219 nagative 0,014
154 negative 0,012 223 negative 0,086
155 negative 0,011 224 negative 0,020
158 negative 0,013 227 negative 0,139
159 negalive 0,023 : 245 |negative  |0,094
161 negative 0,025 246 negativo 0,120
165 negative 0,013 250 negative 0,019
166 negative 0,014 251 negative 0,042
167 negativo 0,183 253 negative 0,034
168 negative 0,016 255 - negative 0,033
172 negative  [0,015 256 negative 0,041
177 negative 0,015 270 negativo 0,063
180 negativo 0,146 271 negative  [0,033
182 negative 0,026 275 negative 0,040
187 negativo 0,014 283 negative 0,036
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En comparacién con el ensayo de referencia, el estudio (97 pacientes) posee una sensibilidad del 94 %

y una especificidad del 95 % (corte: ODys0—g30: 0,15).

En el ejemplo 14 se pone de manifiesto que el ensayo ELISA de heces de HP es idéneo no solo para
la deteccién en un primer diagnéstico del H. pylori, sino también para el control de erradicaciéon y para

la. documentacion del curso o evolucion de la erradicacion.

Ejemplo 15

Clonacion y determinacion de secuencias de las regiones funcionales variables de inmunoglobulinas de
lineas celulares de hibridoma

La totalidad del RNA se aisl6 a partir de lineas celulares de hibridoma que generan anticuerpos con
arreglo a Chomczynski (Chomezynski, 1987). El cDNA correspondiente se sintetizé con arreglo a métodos
estdndar (Sambrook y col., 1989). Las regiones de DNA, que codifican la cadena ligera kappa y el seg-

41

284 negative 0,018 358 negativo 0,057
296 negativo 0,170 359 negative 0,023
303 negative 0,064 360 negativo 0,073
308 negative 0,029 366 negative 0,018
310 negative 0,025 367 negative 0,018
311 negativo 0,013 368 negative 0,029
312 negative 0,049 369 negativo 0,028
318 negative 0,021 152 positive 0,365
318 negative 0,037 156 positive 0,264
319 negative 0,044 160 positive 3,851
320 negative 0,057 162 positive 2,021
322 negative 0,018 169 positive 0,112
324 negative 0,017 179 positive 0,573
326 |negative  |0.154 181 posiive  |2,886
327 negative 0,016 186 positive 2,084
328 negative 0,015 196 positive 0,282
329 negative 0,266 220 [positive 0,905
330 negative 0,035 240 positive 2,837
331 negativo 0,013 252 positive 1,606
337 negative 0,015 278 positive 3,173
338 negative 0,051 300 positive 0,840
338 negative 0,021 325 positive 3,898
350 negativo 0,037 334 positive 2,946
353 negativo 0,019 361 positive 0,269
356 negativo 0,023 161/1799 [positive 0,263
357 negative 0,025
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mento Fd de cadena pesada (VH o bien CH1) de los anticuerpos en cuestién, se amplificaron con PCR.
Para ello se aplicé el conjunto de cebador (primer) oligonucleétido mencionado en la tabla 10. El cDNA
aislado de las distintas lineas celulares de hibridoma actué como matriz.

El conjunto de cebador (primer) utilizado conduce en cada caso a un sitio de restriccién 5-Xho Iy
3’-Spe I en los fragmentos Fd de cadena pesada asi como a un sitio de restriccién 5’-Sac I y 3’-Xba I en las
cadenas ligeras kappa. Para la amplificaciénn PCR de los fragmentos de DNA que codifican a los Fd de
cadena pesada se utilizaron 11 cebadores 5’-VH distintos (MVH 1-8 y MULH 1-3), combinados en cada
caso con el cebador 3-VH MIgG2a (HP25.2m/2H10) o bien con el cebador 3’-VH MIgG1 (HP25.6m/1B5).
Para la amplificacién de los fragmentos de DNA, que codifican las cadenas ligeras kappa, se combinaron
11 cebadores 5-VK (MUVK 1-7 y MULK 1-4) en cada caso con el cebador 3’-VK 3’'MUCK.

En todas las amplificaciones PCR. se aplicé el siguiente programa de temperaturas: desnaturalizacion
a 94°C durante 30 s, anexién del cebador a 52°C durante 60 s, polimerizacién a 72°C durante 90 s. Este
programa se mantuvo durante 40 ciclos, seguidos por una operacién final para completar los fragmentos
a 72°C durante 10 min.

Los resultados de las amplificaciones PCR se separaron por electroforesis a través de gel de agarosa y
se aislaron las bandas de DNA del peso molecular esperado.

Para el anticuerpo 25.2m/2H10, las bandas aisladas se sometieron seguidamente a una digestién de
restriccién empleando las enzimas Xho Iy Spe I (cadenas pesadas) o bien Sac I y Xba I (cadenas ligeras)
y los fragmentos resultantes se clonaron en el vector pldsmido Bluescript KS (Stratagene), después de
que este hubiera sido dividido con las enzimas de restriccién Xho Iy Spe I o bien Sac I y Xba I.

A continuacién se analizaron las secuencias de los preparados de plasmido de los fragmentos clona-
dos de cadenas pesadas y ligeras. Se eligieron secuencias que codifican regiones funcionales variables de
la cadena pesada y ligera de la inmunoglobulina (VH y VL, respectivamente). De este modo se pudo
identificar para esta linea celular de hibridoma exactamente una region funcionalizada VH y una regién
funcionalizada VL. Las secuencias funcionales VH y VL se reproducen en las figuras 1 y 2. Los cuatro
primeros aminodcidos de la regién VH se completaron por reclonacién. La clonacién y la secuenciacion
se realizaron con arreglo a métodos estdndar (Sambrook y col., 1989).

Para el anticuerpo HP25.6m/1B5, a continuacién se secuenciaron directamente las bandas aisladas y
se identificé una cadena funcional ligera y una cadena funcional pesada. El fragmento Fd de cadena pe-
sada y la cadena ligera se sometieron seguidamente a una digestién de restriccién empleando las enzimas
Xhol y Spel (cadena pesada) o bien Sacl y Xbal (cadena ligera) y los fragmentos resultantes se clonaron
en el vector pldsmido pBSIITHisEx (Connex), después de que este se hubiera dividido con las enzimas de
restriccion Xho Iy Spe I o bien Sac I y Xba I, y se volvié a secuenciar.

De este modo se logro identificar para esta linea celular de hibridoma exactamente una regién funcional
VH y una regién funcional VL. Las secuencias funcionales VH y VL se reproducen en las figuras 3 y 4.
En las secuencias VH y VL se representan los extremos N-terminales maduros, determinados mediante
la secuenciacién con un cebador lider (leader primer). La clonacién y la secuenciacién se efectuaron con
arreglo a métodos estdndar (Sambrook y col., 1989).
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TABLA 10

Lista de los cebadores (primer) empleados para la amplificacion PCR de las regiones funcionales
variables de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina (orientacidn 5°-8°)

MVH1
MVH2
MVH3
MVH4
MVH5
MVH6
MVH7
MVH8
MULK1
MULK2
MULK3
MULK4
MigG1
MigG2a
MUVK1
MUVK2
MUVKS3
MUVK4
MUVK5
MUVK86
MUVK?7
MULH1
MULH2
MULH3
3'MUCK

(GC)AG GTG CAG CTC GAG GAG TCA GGA CCT

GAG GTC CAG CTC GAG CAG TCT GGA CCT

CAG GTC CAA CTC GAG CAG CCT GGG GCT

GAG GTT CAG CTC GAG CAG TCT GGG GCA

GA(AG) GTG AAG CTC GAG GAG TCT GGA GGA

GAG GTG AAG CTT CTC GAG TCT GGA GGT

GAA GTG AAG CTC GAG GAG TCT GGG GGA

GAG GTT CAG CTC GAG CAG TCT GGA GCT

GGG GAG CTC CAC CAT GGA GAC AGA CAC ACT CCT GCT AT
GGG GAG CTC CAC CAT GGA TTT TCA AGT GCA GAT TTT CAG
GGG GAG CTC CAC CAT GGA GWC ACA KWC TCA GGT CTT TRT A
GGG GAG CTC CAC CAT GKC CCC WRC TCA GYT YCT KGT
TAT GCA ACT AGT ACA ACC ACA ATC CCT GGG

GAG AGA GGG GTT CTG ACT AGT GGG CAC TCT GGG CTC
CCA GTT CCG AGC TCG TTG TGA CTC AGG AAT CT

CCA GTT CCG AGC TCG TGT TGA CGC AGC CGC CC

CCA GTT CCG AGC TCG TGC TCA CCC AGT CTC CA

CCA GTT CCG AGC TCC AGA TGA CCC AGT CTC CA

CCA GAT GTG AGC TCG TGA TGA CCC AGA CTC CA

CCA GAT GTG AGC TCG TCA TGA CCC AGT CTC CA

CCA GTT CCG AGC TCG TGA TGA CAC AGTCTC CA

GGG CTC GAG CAC CAT GGR ATG SAG CTG KGT MAT SCT CTT
GGG CTC GAG CAC CAT GRACTT CGG GYTGAG CTK GGTTTT
GGG CTC GAG CACCAT GGC TGTCTT GGG GCTGCTCTTCT
GCG CCG TCT AGA ATT AAC ACT CATTCC TGT TGA A
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la deteccién de una infecciéon de una bacteria acidorresistente del género Heli-
cobacter en un mamifero, en el que

(a) se incuba una muestra de excrementos del mamifero empleando (aa) un receptor en condiciones que
permitan la formaciéon de un complejo de un antigeno de la bacteria acidorresistente con el receptor; o
(ab) se incuban dos receptores distintos en condiciones que permitan la formacién de un complejo de
un antigeno de la bacteria acidorresistente con los dos receptores y en el que el receptor segin (aa) o
los receptores segin (ab) se une(n) especificamente a un antigeno que, por lo menos en una parte del
mamifero después de haber pasado el tracto intestinal, presenta una estructura que corresponde a la
estructura nativa o a la estructura frente a la cual un mamifero produce o genera anticuerpos después
de una infeccién o inmunizacién con la bacteria acidorresistente o con un extracto o con un lisado de la
misma o con un fragmento de la misma o con un péptido sintético; y

(b) se detecta la formacién de un complejo de antigeno-receptor segin (a).

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la bacteria es de la especie Helicobacter pylori
o Helicobacter hepaticus.

3. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el antigeno es un antigeno de una
catalasa o de una metaloproteinasa.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el antigeno es un antigeno de H. pylori.

5. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 1 a 4, en el que el receptor/los receptores es/son
anticuerpo(s), fragmento(s) o derivados(s) de los mismos o aptamero(s).

6. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones de 1 a 5, en el que para la deteccidon se emplea
ademds una mezcla de receptores, en el que la mezcla de receptores acttia como capturadora del antigeno,
cuando el receptor se emplea como detector del antigeno y la mezcla actia como detector del antigeno,
cuando el receptor se emplea como capturador del antigeno.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 6, en el que la mezcla de receptores es un antisuero policlo-
nal.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 7, en el que el antisuero policlonal se obtiene contra un lisado
de la bacteria.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que el lisado es un lisado enriquecido con antigeno.

10. Procedimiento segun la reivindicacién 8 6 9, en el que el lisado es un lisado con menor concen-
tracién de antigenos inmunodominantes.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 7, en el que el antisuero policlonal se obtiene contra un
antigeno purificado o un antigeno de origen (semi)sintético.

12. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones de 1 a 11, en el que el receptor y/o la mezcla de
receptores fija(n) epitope(s) de conformacién.

13. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 5 a 12, en el que la cadena pesada del anti-
cuerpo fijado con un epitope de catalasa posee por lo menos una de las siguientes CDR y con preferencia
la CDR3:

CDRI1: NYWIH
CDR2: YINPATGSTSYNQDFQD
CDR3: EGYDGFDS

14. Procedimiento segin la reivindicaciéon 13, en el que la cadena pesada presenta las tres CDR
mencionadas.

15. Procedimiento segin la reivindicacién 13 6 14, en el que la secuencia de DNA que codifica la
cadena pesada del anticuerpo contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3
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y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: AACTACTGGA TTCAC

CDR2: TACATTAATC CTGCCACTGG TTCCACTTCT
TACAATCAGG ACTTTCAGGA C

CDR3: GAGGGGTACG ACGGGTTTGA CTCC

16. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 5 a 12, en el que la cadena ligera de un
anticuerpo que fija un epitope de catalasa posee por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia
la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI: SASSSVNYMY
CRD2: DTSKLAS
CRD3: QQWSSNPYT

17. Procedimiento segin la reivindicacién 16, en el que la secuencia de DNA que codifica la cadena
ligera del anticuerpo contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: AGTGCCAGCT CAAGTGTAAA TTACATGTAC
CDR2: GACACATCCA AATTGGCTTC T
CDR3: CAGCAGTGGA GTAGTAATCC GTACACG

18. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 5 a 12, en el que la cadena pesada de un anti-
cuerpo que fija un epitope de catalasa presenta por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia
la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: DTYVH
CDR2: KIDPANGKTKYDPIFQA
CDR3: PIYYASSWFAY

19. Procedimiento segin la reivindicacién 18, en el que la secuencia de DNA que codifica la cadena
pesada del anticuerpo contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: GACACCTATGTGCAC

CDR2: AAGATTGATCCTGCGAATGGTAAAACTAAATAT
GACCCGATATTCCAGGCC

CDR3: CCCATTTATTACGCTAGTTCCTGGTTTGCTTAC

20. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 5 a 12, en el que la cadena ligera de un
anticuerpo que fija un epitope de catalasa posee por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia
la CDR3 y con preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI: KASQDVGTSVA
CRD2: WTSTRHT
CDR3: QQYSSSPT

21. Procedimiento segun la reivindicacion 20, en el que la secuencia de DNA que codifica la cadena
ligera del anticuerpo contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: AAGGCCAGTCAGGATGTGGGTACTTCTGTTGCC
CDR2: TGGACATCCACCCGGCACACT
CDR3: CAGCAATATAGCAGCTCTCCCACG

22. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 5 a 21, en el que los anticuerpos en las regio-
nes variables de las cadenas ligeras y pesadas poseen las secuencias de aminoacidos representadas en las
figuras 1y 2,3y 4.

23. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 5 a 22, en el que las regiones codificadoras de
las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas tienen las secuencias de DNA representadas en las
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figuras 1y 2,3 y 4.

24. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 1 a 23, en el que antes de la incubacién con
los anticuerpos se efectiian con la muestra de heces las operaciones siguientes:

(a) la muestra de heces se resuspende en un tampén de resuspensién en una proporcién de 1:3 a 1:25,
con preferencia de 1:5 a 1:10 y con preferencia especial de 1:5 y

(b) se mezclan en una mezcladora Vortex.

25. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 1 a 24, en el que la deteccién de la formacion
de un complejo de antigeno-receptor o de un complejo mixto de antigeno-receptor-receptor se efectia en
la etapa (b) mediante un proceso inmunolégico.

26. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones de 1 a 25, en el que la deteccidn de la formacion
de un complejo de antigeno-receptor o de un complejo mixto de antigeno-receptor-receptor se efectiia en la

etapa (b) mediante un ensayo ELISA, RIA, Western Blot o mediante un proceso inmunocromatogréfico.

27. Procedimiento segin la reivindicacién 25 6 26, en el que se utiliza para el ensayo RIA o ELISA el
mismo receptor para la fijacion sobre la fase s6lida que para la deteccién del epitope.

28. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 1 a 27, en el que el receptor esta fijado sobre
un soporte.

29. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 1 a 28, en el que el receptor es un anticuerpo
monoclonal de ratén.

30. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones de 1 a 29, en el que el procedimiento es un ensayo
ELISA de una sola etapa.

31. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones de 1 a 29, en el que el procedimiento es un ensayo
ELISA de tres etapas.

32. Procedimiento segtun la reivindicacién 28, en el que el material del soporte es un material poroso.

33. Procedimiento segun la reivindicacidon 28 6 32, en el que el material soporte es una tirilla de
ensayo.

34. Procedimiento segun la reivindicacion 28, 32 6 33, en el que el material soporte es de celulosa o
de un derivado de celulosa.

35. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones de 1 a 34, en el que en lugar de una muestra de
heces se utiliza para la detecciéon placa dental o salida.

36. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones de 1 a 35, caracterizado porque es un procedi-
miento automatizado.

37. Procedimiento segin una de las reivindicaciones de 1 a 36, en el que el mamifero es un hombre.

38. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1, 2, de 4 a 12 y de 24 a 37, en el que el antigeno
es el antigeno de una ureasa.

39. Procedimiento segun la reivindicacién 38, en el que la cadena pesada del anticuerpo que fija un
epitope de la B-ureasa contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDR1: GFTFSSHFMS
CDR2: SISSGGDSFYPDSLKG
CDR3: DYSWYALDY

o bien
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CDR1: GYAFSTSWMN
CDR2: RIYPGDGDTNYNGKFKG
CDR3: EDAYYSNPYSLDY

40. Procedimiento segin la reivindicacién 39, en el que la secuencia de DNA que codifica la cadena
pesada del anticuerpo contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: GG CTACGCATTC AGTACCTCCT GGATGAAC

CDR2: CGGATTTATC CTGGAGATGG AGATACTAAC TACAATGGGA
AGTTCAAGGG C

CDR3: GAG GATGCCTATT ATAGTAACCC CTATAGTTTG GACTAC

o bien

CDRI1: GG ATTCACTTTC AGTAGCCATT TCATGTCT

CDR2: TCCATTAGTA GTGGTGGTGA CAGTTTCTAT CCAGACAGTC
TGAAGGGC

CDR3: GACTAC TCTTGGTATG CTTTGGACTA C

41. Procedimiento segun la reivindicacién 38, en el que la cadena ligera del anticuerpo, que fija un
epitope de la (G-ureasa, contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: RASQSIGTRIH
CDR2: YGSESIS
CDR3: QQSNTWPLT

o bien
CDR1: HASQNINVWLS
CDR2: KASNLHT
CDR3: QQGRSYPLT

42. Procedimiento segin la reivindicacién 41, en el que la secuencia de DNA que codifica la cadena
ligera del anticuerpo contiene por lo menos una de las CDR siguientes, con preferencia la CDR3 y con
preferencia especial las tres CDR siguientes:

CDRI1: A GGGCCAGTCA GAGCATTGGC ACAAGAATAC AC
CDR2: TAT GGTTCTGAGT CTATCTCT
CDR3: CAACAA AGTAATACCT GGCCGCTCAC G

o bien
CDRI1: C ATGCCAGTCA GAACATTAAT GTTTGGTTAA GC
CDR2: AAG GCTTCCAACT TGCACACA
CDR3: CAACAG GGTCGAAGTT ATCCTCTCAC G

43. Anticuerpo monoclonal, fragmento o derivado del mismo, que posee una regién V que contiene
una combinacién de las regiones CDR representadas en una de las reivindicaciones de 13 a 21.

44. Anticuerpo monoclonal, fragmento o derivado del mismo segin la reivindicacién 43, que contiene
por lo menos uno de las regiones V representadas en las figuras 1 y 2 o bien 3 y 4.

45. Anticuerpo monoclonal, fragmento o derivado del mismo segin la reivindicacién 43 6 44, que es
un anticuerpo de ratén o un fragmento o derivado del mismo o un anticuerpo quimérico, con preferencia
un anticuerpo humanizado o un fragmento o un derivado del mismo.

46. Uso de una composicién de diagndstico que contenga un receptor, definido en una de las reivin-
dicaciones de 3 a 37 y de 43 a 45, que fija especificamente un antigeno de una catalasa de Helicobacter
o una metaloproteinasa de Helicobacter y que esta fijado eventualmente sobre un material soporte, para
detectar la bacteria Helicobacter en las heces.
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47. Dispositivo de ensayo para detectar por lo menos uno de los epitopes definidos en las reivindica-
ciones anteriores, que consta de

(a) un receptor, definido en una de las reivindicaciones de 3 a 37 y de 43 a 45, que fija especificamente un
antigeno de una catalasa de Helicobacter o de una metaloproteinasa de Helicobacter, y esta fijado sobre
un material soporte; y

(b) un dispositivo para procesar y analizar las muestras de heces.

48. Dispositivo de ensayo para detectar por lo menos un epitope definido en una de las reivindicacio-
nes anteriores, que comprende

(a) un receptor, definido en una de las reivindicaciones de 3 a 37 y de 43 a 45, que que fija especificamente
un antigeno de una catalasa de Helicobacter o de una metaloproteinasa de Helicobacter, dicho receptor
estd conjugado con oro coloidal, particulas de latex o bien otras particulas colorantes, cuyo tamano se
sitia por ejemplo entre 5 nm y 100 nm, con preferencia entre 20 nm y 60 nm y con preferencia especial,
entre 40 nm y 60 nm (oro) y entre 200 nm a 500 nm (latex); y (b) un dispositivo para procesar y analizar
muestras de heces.

49. Kit que contiene

(a) un receptor, definido en una de las reivindicaciones de 3 a 37 y de 43 a 45, que fija especificamente un
antigeno de una catalasa de Helicobacter o de una metaloproteinasa de Helicobacter, y estd eventualmente
fijado sobre un material soporte; y eventualmente ademas

(b) un dispositivo para procesar y analizar las muestras de heces.

50. Envase que contiene el dispositivo de ensayo segun la reivindicacion 47 6 48 o el kit de la reivin-
dicacidén 49.

51. Uso de un receptor unico, que fija especificamente un antigeno de una bacteria acidorresistente
del género Helicobacter, o de dos receptores que fijan especificamente dos epitopes del mismo antigeno, en
el que el antigeno es una catalasa de Helicobacter o una metaloproteinasa de Helicobacter, para detectar
en las heces la infeccion de esta bacteria en un mamifero.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE)
y a la Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la
aplicacién del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a
Espafia y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirdn ningun efecto en Espainia en
la medida en que confieran protecciéon a productos quimicos y farmacéuticos como
tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada
reserva.
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Fig. 1
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ATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTT
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ACTAACTACTGGATTCACTGGGTGAAACAG
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AGGCCTGGACAGGGTCTGAAATGGATTGGA
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TACATTAATCCTGCCACTGGTTCCACTTCT
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TACAATCAGGACTTTCAGGACAGGGCCACT
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TTGACCGCAGACAAGTCCTCCACCACAGCC
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Fig. 2

E L Vv L T Q S P A I
GAGCTCGTGCTCACCCAGTCTCCAGCAATC
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ATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACC

M T C S A S S S V N
ATGACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAAT
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ACCTCCCCCAAAAGATGGATTTATGACACA
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TCCAAATTGOGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGC
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TTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTICTTAC
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TCTCTCACACTCAGCAGCATGGAGGCTGAA
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GATGCCGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGG
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Fig. 3
E VvV Q L Q Q § G A E
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CTTGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTCAAGTTG
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TCCTGCACATCTTCTGGCTTCAACATTAAA
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GACACCTATGTGCACTGGATGAAACAGAGG
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CCTGAACAGGGCCTGGAGTGGATTGGAAAG
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ATTGATCCTGCGAATGGTAAAACTAAATAT
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GACCCGATATTCCAGGCCAAGGCCACTATG
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ACAGCAGACGCATCCTCCAATACAGCCTAC
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ACTGCCGTCTATTACTGTGCTCTCCCCATT
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Fig. 4
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GAAGACTTGGCAGATTATTITCTGTCAGCAA
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