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DESCRIPCION
Dispositivo, kit y procedimiento para la captura y deteccion de antigenos de anquilostoma
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a dispositivos, kits y procedimientos para la deteccion de anquilostoma en animales.
Mas particularmente, la invencion se refiere a dispositivos basados en anticuerpos, kits y procedimientos para capturar y
detectar antigenos de anquilostoma en las heces de un animal con el fin de diagnosticar que tal animal tiene o no tiene
una infeccién por anquilostoma. Incluso mas particularmente, la invencidén se refiere a dispositivos basados en
anticuerpos, kits y procedimientos para diagnosticar una infeccion por anquilostoma en un animal antes o después de
que los huevos de anquilostoma aparezcan por primera vez en las heces del animal. Todavia mas particularmente, la
invencion se refiere a dispositivos basados en anticuerpos, kits y procedimientos para confirmar la presencia o ausencia
de una infecciéon por anquilostoma en un animal independientemente de si ese animal esta infectado o no por uno o mas
de ascaride, tricocéfalo, céstodo y gusano del corazén.

2. Descripcion de la técnica anterior

Los anquilostomas son parasitos intestinales hematéfagos que pueden hacer que su portador sufra enfermedad grave,
tal como anemia, debilitamiento y desarrollo retardado. Por ejemplo, el anquilostoma Ancylostoma caninum produce
enfermedad significativa en tanto perros como seres humanos (Prociv y col., Acta Trop. septiembre de 1996; 62(1): 23-
44). El diagnéstico de una infecciéon por anquilostoma normalmente se realiza siguiendo el procedimiento de flotacion
fecal, que implica obtener una muestra fecal del animal que se diagnostica e inspeccionarla visualmente por microscopio
para huevos de anquilostoma. Sin embargo, este procedimiento de diagndstico microscopico requiere tiempo y requiere
equipo especializado. Ademas, la exactitud del diagndstico usando este procedimiento es altamente dependiente de la
habilidad y experiencia del profesional clinico que realiza la inspeccion. (Por ejemplo, un ojo inexperto frecuentemente
confundira huevos de otros nematodos parasitarios con los de anquilostoma y viceversa.) Esta posibilidad de diagndstico
erréneo es desafortunada debido a que a un animal erréneamente diagnosticado puede darsele un tratamiento que es
ineficaz contra anquilostoma y por tanto no se aliviaria el sufrimiento del animal o no se detendria el debilitamiento
progresivo de su salud.

Otra limitacion significativa del diagnéstico por deteccién microscépica de huevos es que debido a que los huevos de
anquilostoma generalmente no son detectables en heces del portador hasta mucho después de manifestarse la
infeccion, ello no permite una deteccion temprana de la infeccién por anquilostoma. Por ejemplo, los huevos de
anquilostoma generalmente no aparecen en las heces caninas hasta aproximadamente 17 dias después de la ingestion
por via oral del parasito por el can. Esto es un problema debido a que sintomas tales como pérdida grave de peso y
diarrea hemorragica frecuentemente hacen sufrir al portador antes de que los huevos de anquilostoma aparezcan por
primera vez en las heces. Por tanto la deteccién temprana es altamente deseable.

Por estos motivos, sigue habiendo grandes posibilidades de desarrollo de un dispositivo, kit y procedimiento que pueda
usarse para diagnosticar correctamente a un animal como que tiene o no tiene una infeccién por anquilostoma,
especificamente, a diferencia de una infeccion por nematodos, generalmente. También sigue habiendo grandes
posibilidades de un dispositivo y procedimiento tales que puedan usarse para hacer este diagndstico pronto después de
infectarse el animal. Ademas, es deseable tener un dispositivo y procedimiento tales adecuados para detectar
anquilostoma en una muestra de animal que sea facilmente obtenible. Una muestra particularmente conveniente es
heces debido a que a diferencia de la sangre, por ejemplo, las heces son rapidamente excretadas por los animales. La
capacidad para usar una muestra de animal que se obtiene facilmente obviaria la necesidad de transportar el animal, que
en algunos casos puede estar demasiado enfermo para viajar, a un profesional veterinario para la recogida de la
muestra, tal como puede necesitarse cuando debe recogerse, por ejemplo, sangre.

Dado que el dispositivo, kit y procedimiento necesarios deben poder detectar la presencia o confirmar la ausencia de
anquilostoma en un animal si estdn o no organismos de anquilostoma, incluyendo huevos de anquilostoma, en la
muestra de prueba tomada del animal, el dispositivo y procedimiento deben tener como objetivo el nivel molecular. En
particular, el dispositivo, kit y procedimiento pueden ser un dispositivo y procedimiento basados en anticuerpos que son
capaces de detectar la presencia o ausencia de antigenos especificos de anquilostoma. Aunque generalmente existen
estrategias basadas en anticuerpos para detectar antigenos de nematodos, ninguna ha permitido especificamente la
deteccién temprana de, o confirmacién de la ausencia de, anquilostoma en una muestra fecal de un animal que también
puede infectarse por uno o mas de ascaride, tricocéfalo, céstodo y gusano del corazén.

A partir del documento US 2004/214244 se conoce un procedimiento general para la deteccién de una infeccion por
gusano parasitario. No se describe antigeno especifico para anquilostoma. Lo mismo es cierto para el documento WO
03/032917 y para Jones y col., Drug Discovery Today: Disease Mechanismus, Elsevier, vol. 1, n.% 2, 1 de noviembre de
2004, paginas 217-222, que no desvelan un antigeno de diagndstico especifico, sino que se refieren solo a vacunacion.
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Por tanto lo que se necesita es un dispositivo, kit y procedimiento para probar una muestra fecal de un animal para
determinar si el animal esta infectado por anquilostoma. El dispositivo, kit y procedimiento necesarios deben
adicionalmente poder detectar especificamente la presencia o ausencia de anquilostoma en un animal tanto si estan
presentes como si no huevos de anquilostoma en las heces del animal. Incluso ademas, el dispositivo, kit y
procedimiento necesarios deben poder detectar especificamente anquilostoma en una muestra fecal que también puede
incluir uno o mas de ascaride, tricocéfalo, céstodo y gusano del corazén.

Sumario de la invencion

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de propiedades inesperadas de un anticuerpo policlonal.
Especificamente, se determin6é que un anticuerpo policlonal producido contra proteina 5 secretada de Ancylostoma de
Ancylostoma caninum de anquilostomas (ASP5) puede usarse para capturar y detectar la presencia de coproantigenos
de anquilostoma en un animal canino tan pronto como entre nueve dias y 13 dias después de que el can se haya
infectado por anquilostoma. Antes de la presente invencidon no se sabia si cualquier proteina de nematodos parasitarios
aparecia o no en las heces de un portador canino antes de la aparicion de los huevos de nematodos. La capacidad de la
presente invencién para detectar la proteina ASP5 tan rapidamente después de que la infeccién se introduzca al portador
es interesante debido a que significa que los coproantigenos de anquilostoma reconocidos por el anticuerpo policlonal
aparecen en las heces del portador antes de que cualquier anquilostoma completo, incluyendo huevos de anquilostoma,
aparezca en las heces. El procedimiento de deteccion se define como se ha descrito en las reivindicaciones de
procedimiento adjuntas.

Ademas, se determind que el mismo anticuerpo policlonal puede usarse para capturar y detectar la presencia o ausencia
de coproantigenos de anquilostoma en animales que también estan infestados por uno o mas de ascaride, tricocéfalo,
céstodo y gusano del corazén. Esta especificidad por anquilostoma es sorprendente debido a que los anquilostomas,
ascarides, tricocéfalos y gusanos del corazén son todos nematodos relacionados y cabria esperar que un anticuerpo
policlonal producido contra una proteina particular de uno cualquiera de estos gusanos reaccionara de forma cruzada
con uno o mas de los otros gusanos. La invencion incluye condiciones de ensayo segun las que este anticuerpo
policlonal puede usarse para capturar y detectar especificamente la presencia o ausencia de coproantigenos de
anquilostoma en animales, incluyendo en animales también infestados por uno o mas de ascaride, tricocéfalo, céstodo y
gusano del corazon.

La invencion, en un aspecto, es un dispositivo para detectar la presencia o ausencia de coproantigeno de anquilostoma,
como se describe en las reivindicaciones de dispositivo adjuntas. La invencién proporciona ademas un dispositivo tal
para detectar la presencia o ausencia de coproantigeno de anquilostoma en un mamifero que esta infectado por uno o
mas de ascaride, tricocéfalo, céstodo y gusano del corazoén. El dispositivo de la invencion incluye un soporte sélido, en el
que uno o mas anticuerpos policlonales especificos para la proteina de anquilostoma ASP5 se inmovilizan sobre el
soporte sélido.

En ciertos aspectos de la invencion, el dispositivo de la invencion incluye un dispositivo de inmunoensayo de flujo lateral.
En otros aspectos de la invencion, el dispositivo de la invencién incluye un dispositivo de inmunoabsorcion enzimatica
(ELISA).

La invencion incluye un procedimiento para detectar la presencia o ausencia de coproantigeno de anquilostoma segun
se define en las reivindicaciones. El procedimiento incluye aplicar una muestra fecal a los anticuerpos especificos para la
proteina de anquilostoma ASP5 y capturar y detectar la presencia o ausencia de ASP5 en esa muestra fecal. La etapa
de deteccion puede incluir la deteccion de la presencia o ausencia de un complejo de antigeno/anticuerpo. El
procedimiento puede implicar adicionalmente proporcionar un segundo anticuerpo que se une al antigeno del complejo
de antigeno/anticuerpo.

La invencion incluye adicionalmente kits de ensayo para detectar coproantigeno de anquilostoma segun se define en las
reivindicaciones. Por tanto un kit incluye uno o mas dispositivos de la presente invencién. El kit incluye anticuerpos anti-
anquilostoma y por ejemplo medios para determinar la unidon de los anticuerpos a antigenos de anquilostoma en la
muestra. En un ejemplo particular, un kit tal incluye el dispositivo que tiene un anticuerpo anti-anquilostoma inmovilizado,
uno o mas reactivos de captura de antigenos (por ejemplo, un reactivo de captura de antigeno marcado no inmovilizado
y un reactivo de captura de antigeno inmovilizado) y reactivo de lavado, asi como reactivo detector y reactivos de control
positivo y negativo, si se desea o es apropiado. Otros componentes tales como tampones, controles y similares, pueden
incluirse en tales kits de prueba. Un kit puede incluir adicionalmente instrucciones para llevar a cabo uno o mas
procedimientos de la presente invencion, incluyendo instrucciones para usar cualquier dispositivo de la presente
invencion que se incluye con el kit.

Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1A muestra un dispositivo de placa de muiltiples pocillos de la presente invencion.

La FIG. 1B muestra una imagen de cerca de un unico pocillo de la placa de la FIG. 1A con una representacion de
ejemplo de anticuerpos inmovilizados a ella.
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La FIG. 2 muestra una grafica de valores de densidad optica (DO) obtenidos de muestras fecales de canes sin infectar y
de canes infectados por anquilostoma siguiendo un procedimiento de la presente invencién en un primer experimento.

La FIG 3 muestra una primera grafica de valores de DO obtenidos de muestras fecales de canes infectados por
anquilostoma siguiendo un procedimiento de la presente invencion en un segundo experimento.

La FIG 4 muestra una segunda grafica de valores de DO obtenidos de muestras fecales de canes sin infectar siguiendo
un procedimiento de la presente invencion en el segundo experimento.

La FIG 5 muestra una tercera grafica de valores de DO obtenidos de muestras fecales de canes infectados por ascaride
siguiendo un procedimiento de la presente invencion en el segundo experimento.

La FIG 6 muestra una cuarta grafica de valores de DO obtenidos de muestras fecales de canes infectados por tricocéfalo
siguiendo un procedimiento de la presente invencion en el segundo experimento.

La FIG 7 muestra una grafica de valores de DO obtenidos de muestras fecales de canes sin infectar y de canes
infectados bien con anquilostoma, bien con ascaride, bien con tricocéfalo o bien con céstodo siguiendo un procedimiento
de la presente invencién en un tercer experimento.

La FIG 8 muestra una grafica de valores de DO obtenidos de muestras fecales de canes sin infectar y canes infectados
bien con anquilostoma o bien con gusano del corazén siguiendo un procedimiento de la presente invencion en un cuarto
experimento.

Descripcion detallada de la realizacion preferida

La presente invencion, en un aspecto, es un dispositivo para el diagndstico de infeccion por anquilostoma en un animal,
tal como un mamifero. Por tanto el dispositivo puede usarse para diagnosticar infeccion por anquilostoma en por ejemplo
un canino o felino. En un aspecto de la invencion, el dispositivo usa anti-Ac-ASP-5 pAB para detectar la presencia o
ausencia de anquilostoma en una muestra fecal del animal. El dispositivo confirma especificamente la presencia o
ausencia de anquilostoma incluso cuando la muestra incluye coproantigenos de uno o mas de ascaride, tricocéfalo,
céstodo y gusano del corazon. El dispositivo incluye un soporte soélido, en el que por ejemplo anti-Ac-ASP-5 pAB se
inmoviliza sobre el soporte sdlido.

Como se muestra en las FIG. 1A'y 1B, el dispositivo de la presente invencion es, por ejemplo, una placa 10 de multiples
pocillos que incluye una pluralidad de pocillos 12. Cada pocillo 12 proporciona un soporte 14 soélido para inmovilizar sobre
el mismo anti-Ac-ASP-5 pAB 16. La placa 10 puede ser una placa de 96 pocillos Immulon 1B, pero no se limita a esta.

Anti-Ac-ASP-5 pAB 16 se inmoviliza sobre el soporte 14 sélido del pocillo 12 de la placa 10 por adsorcion fisica. La
inmovilizaciéon de anti-Ac-ASP-5 pAB 16 sobre el soporte solido 14 se realiza de manera que anti-Ac-ASP-5 pAB 16 no
se lave por procedimientos de lavado que puedan realizarse y de manera que la unién especifica de coproantigenos a
anti-Ac-ASP-5 pAB 16 sea no impedida por el soporte 14 sélido o por otra superficie de dispositivo mientras que el
procedimiento de la presente invencion se esté realizando. El dispositivo 10 de la presente invencién es adecuado para
detectar antigeno de anquilostoma mediante el procedimiento de la presente invencion, que puede incluir realizar un
ensayo de ELISA.

El procedimiento de la invencién puede usarse para detectar uno o mas antigenos de anquilostoma en una muestra. La
muestra de prueba usada en el procedimiento de la invencidon es una muestra fecal. El procedimiento de la invencién
puede usarse para probar una muestra fecal de cualquier mamifero, tal como un canino o un felino.

El dispositivo 10 de la presente invencion, que incluye anti-Ac-ASP-5 pAB 16 inmovilizado sobre el soporte 14 sélido,
puede usarse conjuntamente con un procedimiento de la presente invencion para detectar anquilostoma en la muestra
fecal. Especificamente, una infeccion activa por anquilostomas de un animal puede diagnosticarse detectando uno o mas
coproantigenos de anquilostoma con anti-Ac-ASP-5 pAB 16 que se inmoviliza sobre el soporte 14 sélido del dispositivo
10. “Coproantigenos de anquilostoma” son cualesquiera componentes de anquilostoma presentes en una muestra fecal
(por ejemplo, la fraccién soluble de una muestra fecal) que puede unirse especifica y establemente a anti-Ac-ASP-5 pAB
16. Por tanto, los coproantigenos de anquilostoma pueden ser anquilostoma completo, fragmentos de anquilostoma,
productos secretados, excretados o0 mudados de anquilostoma o una combinacion de los mismos.

“Especifico por” o “se une establemente” significa que anti-Ac-ASP-5 pAB 16 reconoce y se une a coproantigenos de
anquilostoma con mayor afinidad que a otros coproantigenos (por ejemplo, coproantigenos de uno o mas de ascaride,
tricocéfalo, céstodo y gusano del corazén). La especificidad de unién puede probarse usando metodologia muy conocida
en la técnica, por ejemplo, ELISA, transferencia Western o un radioinmunoensayo (RIA).

En un aspecto del procedimiento de la presente invencion, el antigeno de anquilostoma se detecta por ELISA. Debe

entenderse que el ELISA en el procedimiento de la presente invencion puede realizarse segun cualquier variacion del
procedimiento de ELISA conocido en la técnica. En un aspecto del procedimiento de la presente invencién, una muestra
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fecal preparada como se describe del siguiente modo se afiade a uno de los pocillos 12 de la placa 10 que contiene
inmovilizados anti-Ac-ASP-5 pAB 16. Cualquier antigeno presente en la muestra fecal que sea especifico para anti-Ac-
ASP-5 pAB 16 se deja que se una especificamente al anti-Ac-ASP-5 pAB 16 inmovilizado. El anti-Ac-ASP-5 pAB libre se
marca, tal como con peroxidasa de rabano picante (HRP) usando el reticulador 4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo (SMCC), por ejemplo, para crear un conjugado que puede unirse especificamente al
antigeno que se une especificamente a anti-Ac-ASP-5 pAB 16 inmovilizado. Después de la adicién de un reactivo de
sustrato enzimatico-cromégeno, el anti-Ac-ASP-5 pAB marcado unido a anti-Ac-ASP-5 pAB 16 inmovilizado se detecta
mediante espectrofotometria. En esta disposicion, el valor de densidad éptica (DO) obtenido para cualquier pocillo 12
particular de la placa de 96 pocillos 10 es directamente proporcional a la cantidad de antigeno especificamente unido
presente en el pocillo. Sigue un ejemplo especifico del procedimiento de ELISA de la presente invencion.

El procedimiento de la presente invencion se describe mas especificamente con referencia a un ejemplo, que incluye
cuatro experimentos; sin embargo, no debe interpretarse que se limite a estos.

Ejemplo

Los siguientes materiales y procedimientos se usaron para generar datos descritos en los Experimentos 1-4 descritos a
continuacion.

Infeccion y tratamiento antihelmintico de animales caninos. Para los Experimentos 1 y 2, la infeccion por nematodos
parasitarios se efectué administrando por via oral aproximadamente 150-300 huevos larvados bien de anquilostoma,
bien de ascaride, o bien de tricocéfalo a un can beagle sano, lo que se produjo en una dieta controlada durante los
Experimentos 1 y 2. Ademas, para el Experimento 2 solo, los canes se trataron el dia 91 después de la infeccion con
Interceptor®, que es un agente antihelmintico comercialmente disponible de Novartis Animal Health Inc. de Basilea,
Suiza, segun el protocolo del fabricante. Se conoce bien por aquellos de habilidad normal en la técnica que Interceptor®
es eficaz para la eliminacion de nematodos parasitarios de animales caninos. Para los Experimentos 3 y 4, los animales
caninos no se infectaron artificialmente como se describe para los Experimentos 1y 2, sino que en su lugar fueron ellos
los que desarrollaron infeccién a anquilostoma, ascaride, tricocéfalo, céstodo o gusano del corazon de forma natural.
(Muestras fecales obtenidas de animales caninos que tienen una infeccion por gusano derivada naturalmente se
denominan en lo sucesivo como que son muestras fecales de “campo”). A diferencia de los animales caninos beagle de
los Experimentos 1y 2, todos los cuales se produjeron segun las mismas condiciones controladas, los animales caninos
de los Experimentos 3 y 4 fueron de razas variadas y no se produjeron segun las mismas condiciones controladas (por
ejemplo, sus dietas variaron). Ademas, dado que estos animales desarrollaron infeccién naturalmente, se desconoce qué
dia después de la infeccidon se tomaron aquellas muestras fecales de campo obtenidas de estos animales. En todos los
casos salvo para el gusano del corazoén, la infeccion se confirmé por observacion microscopica de huevos de gusano en
muestras fecales obtenidas de los animales caninos. Cuando se usd deteccidon microscopica de huevos como
procedimiento de diagndstico de la infeccion, los canes que producen muestras fecales que estuvieron libres de huevos
de gusano se consideraron que estaban sin infectar. La infeccion por gusano del corazén se confirmé usando el kit de
prueba de antigeno de gusano del corazén SNAP®, que esta comercialmente disponible de IDEXX Laboratories, Inc. de
Westbrook, ME, segun el protocolo recomendado por el fabricante.

Anticuerpo anti-Ac-ASP-5. La proteina ASP-5 de Ancylostoma caninum (n.° de acceso: AY217006; Zhan y col. (Int. J.
Parisitol. (2003), vol. 33, pag. 897) se expresdé como una proteina de longitud completa sin la secuencia sefal del
extremo N y se purificd segun procedimientos convencionales conocidos en la técnica. La proteina ASP-5 purificada se
us6 para inmunizar conejos, segun procedimientos convencionales conocidos en la técnica, para producir antisuero de
conejo anti-Ac-ASP-5. El anticuerpo IgG se aisld del antisuero de conejo anti-Ac-ASP-5, usando purificacion en proteina
G segun procedimientos bien conocidos en la técnica, para producir anti-Ac-ASP-5 pAB.

Ensayos de ELISA. Anti-Ac-ASP-5 pAB de conejo purificado en proteina G (5 pg/ml; 100 pl/pocillo) se inmovilizé por
adsorcion fisica sobre placas de 96 pocillos Immulon 1B durante la noche a 4 °C. Después las placas se blogquearon con
BSA al 1 % en Tris 0,1 M a pH 7,0 a 4 °C durante la noche, seguido de secado a temperatura ambiente.
Aproximadamente 100 ul de extracto fecal se afiadieron a cada pocillo y se dej6 que se incubaran a temperatura
ambiente durante una hora. El extracto fecal se prepar6 suspendiendo 1 g de material fecal solido en 4 ml de disolucion
de diluyente (“disolucion de diluyente” es base Tris 0,05 M; EDTA 1 mM; Kathon al 0,45 %; 16 mg/ml de sulfato de
gentamicina; Tween-20 al 0,05 %; suero bovino fetal al 40 %; suero de conejo al 10 %; y suero de raton al 5 %). La
suspension se centrifugd a 4000 rpm durante 20 minutos para producir un primer sobrenadante. El primer sobrenadante
se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos para producir un segundo sobrenadante, que se denomina en el presente
documento como “extracto fecal”. Los pocillos se lavaron cinco veces con una disolucion de PBS-Tween-20 segun
procedimientos convencionales conocidos para los expertos habituales en la técnica. En un procedimiento separado, el
anti-Ac-ASP-5 pAB de conejo purificado en la proteina G se marcé con HRP usando (SMCC) para crear un conjugado. 1-
10 pg/ml de este conjugado se afiadieron a cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Tras un periodo de incubacion de 30'
a temperatura ambiente, el conjugado sin unir se lavd de los pocillos usando disolucion de PBS-Tween-20 segun
procedimientos convencionales conocidos para aquellos expertos habituales en la técnica. Después se afiadieron a cada
pocilo 50 pl de sustrato de peroxidasa TMBLUE® (SeraCare Life Sciences, West Bridgewater, MA) segun
procedimientos convencionales conocidos para aquellos expertos habituales en la técnica y las placas se incubaron
durante 10' a temperatura ambiente. Después de detenerse cada reaccién enzimatica con dodecilsulfato de sodio al 0,1
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% (SDS) siguiendo el periodo de incubacién de 10", el valor de DO de cada pocillo de la placa de 96 pocillos se midié a
A650 por técnicas espectrofotométricas convencionales usando un lector de placas de ELISA.

Experimento 1
Anti-Ac-ASP-5 pAB se une especificamente a coproantigenos caninos de anquilostoma.

Fue un objetivo del Experimento 1 determinar si anti-Ac-ASP-5 pAB se une especificamente o no a coproantigenos de
anquilostoma. Las determinaciones de DO individuales para 12 muestras fecales caninas obtenidas en el Experimento 1
se muestran en la FIG. 2. Estas muestras fecales se obtuvieron de cinco animales caninos que se sabia que estaban
libres de infecciéon por gusano parasitario (TIY5, RCZ5, LCZ5, SVY5 y SBY5) y de cinco animales caninos que se sabia
que estaban infectados con anquilostoma (SKZ5, RKY5, SXZ5, LEY5 y OGY5). Especificamente, las muestras fecales
se obtuvieron en el dia 31 después de la infeccién (“D31”) para cada uno de los cinco canes infectados por anquilostoma.
Las muestras fecales se obtuvieron de cada uno de los canes sin infectar un dia antes de la infeccién de los canes
infectados por anquilostoma (“D-1”) y las muestras fecales se obtuvieron adicionalmente de dos de los canes sin infectar,
SVY5 y SBY5, 31 dias (“D31”) después de la infeccién de los canes infectados por anquilostoma. La observacion
microscopica de las muestras fecales probadas en el Experimento 1 mostré que los huevos de anquilostoma estuvieron
sustancialmente presentes en los cinco canes infectados por anquilostoma, pero no estuvieron presentes en ninguna de
las muestras fecales tomadas de los canes sin infectar.

Los valores de DO medidos de cada una de las dos muestras fecales sin infectar en el dia 31 después de la infeccion
fueron 0,063. En cambio, la DO promedio medida de las cinco muestras fecales infectadas por anquilostoma en el dia 31
después de la infeccion fue 0,750 (los valores de DO de estas muestras oscilaron de 0,309 a 1,083), que fue
aproximadamente 12 veces superior al valor de DO de 0,063 medido para cada una de las muestras sin infectar. Estos
datos indican que anti-Ac-ASP-5 pAB se une especificamente a uno o mas coproantigenos en animales caninos
infectados por anquilostoma, pero no se une especificamente a ninglin coproantigeno en animales caninos sin infectar.
Por tanto, estos datos indican que anti-Ac-ASP-5 pAB puede usarse para detectar la presencia o ausencia de infeccion
por anquilostoma en un animal canino.

Experimento 2

Anti-Ac-ASP-5 pAB detecta coproantigenos de anquilostoma ya entre nueve dias y 13 dias después de la introduccion
de infeccién por anquilostoma al can; anti-Ac-ASP-5 pAB detecta coproantigenos de anquilostoma solo en aquellas
veces cuando el animal canino tiene una infeccion por anquilostoma activa; y anti-Ac-ASP-5 pAB no se une
especificamente a coproantigenos de ascaride o tricocéfalo.

Fue un objetivo del Experimento 2 determinar como de pronto después de la infeccion anti-Ac-ASP-5 pAB puede
detectar coproantigenos de anquilostoma en comparaciéon con el procedimiento de flotacion fecal convencional de oro
anteriormente mencionado. Ademas, fue un segundo objetivo del Experimento 2 determinar si anti-Ac-ASP-5 pAB
detecta infeccion por anquilostoma en un animal solo en momentos apropiados (es decir, solo cuando un animal tiene
una infeccion por anquilostoma activa). Incluso ademas, fue un tercer objetivo del Experimento 2 determinar si anti-Ac-
ASP-5 pAB detecta coproantigenos de ascaride y/o de tricocéfalo.

Los valores de DO medidos para muestras fecales obtenidas de canes infectados por anquilostoma y canes sin infectar
se muestran en las FIGS. 3 y 4, respectivamente. Especificamente, la FIG. 3 muestra valores de DO promedio (y
desviaciones estandar) generadas usando muestras fecales tomadas de canes infectados por anquilostoma durante el
transcurso de 112 dias. (Cada valor de DO mostrado en la FIG. 3 es el promedio de seis valores de DO generados a
partir de la misma muestra fecal en seis reacciones de ELISA separadas). Los datos de los mismos cinco animales
caninos se muestran para los dias -1 (es decir, un dia antes de la administracion de infeccion por anquilostoma a los
animales) y 87 y para dias seleccionados entremedias. Los datos de tres de estos cinco canes se muestran para los dias
93y 111 y para dias seleccionados entremedias.

La FIG. 4 muestra valores de DO promedio (y desviaciones estandar) medidos usando muestras fecales de canes sin
infectar durante el transcurso de 108 dias. (Cada valor de DO mostrado en la FIG. 4 es el promedio de seis valores de
DO obtenidos de la misma muestra fecal en seis reacciones de ELISA separadas). Los datos de los mismos cinco canes
sin infectar se muestran para los dias -1 (es decir, un dia antes de la administracion de infeccion por anquilostoma a los
animales infectados por anquilostoma) y 87 y para dias seleccionados entremedias. Los datos de tres de estos cinco
canes se muestran para cada uno de los dias 93, 100 y 107.

Con referencia a la FIG. 3, el promedio de los valores de DO promedio medidos para los canes infectados por
anquilostoma fue 0,067 en el dia 2 después de la infeccién (como se muestra en la FIG. 4, el promedio de los valores de
DO promedio medidos para los animales sin infectar en ese mismo dia fue 0,068). En el dia 9 después de la infeccion, el
promedio del valor de DO promedio medido para los canes infectados por anquilostoma aumenté a 0,143, que fue mas
de dos veces superior al promedio de los valores de DO promedio medidos para los animales sin infectar en ese mismo
dia (0,066; véase la FIG. 4). En el dia 13 después de la infeccion, el promedio de los valores de DO promedio medidos
para los canes infectados por anquilostoma aumenté a 0,379, que fue superior a cinco veces superior al promedio de los
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valores de DO promedio medidos para los animales sin infectar caninos en el dia 9 (0,066; véase la FIG. 4) y dia 17
(0,075; véase la FIG. 4). Ademas, huevos de anquilostoma aparecieron por primera vez en las muestras fecales
obtenidas de los animales caninos infectados por anquilostoma en el dia después de la infeccién 17. Por tanto, el
Experimento 2 indica que anti-Ac-ASP-5 pAB detectd coproantigenos de anquilostoma en animales caninos infectados
por anquilostoma ya entre nueve dias y 13 dias después de la infeccion y por tanto detectaron estos coproantigenos al
menos cuatro dias antes de que los huevos de anquilostoma aparecieran por primera vez en las heces de los canes
infectados por anquilostoma.

Para los dias 13 a 87 después de la infeccion, los valores de DO promedio generados a partir de los animales caninos
infectados por anquilostoma fueron varias veces superiores a los valores de DO promedio generados a partir de los
animales sin infectar durante ese mismo periodo. (Para cada dia de prueba durante ese periodo, el promedio del valor de
DO promedio medido para los canes infectados por anquilostoma fue 0,496 o superior, mientras que el promedio de los
valores de DO promedio medidos para los animales sin infectar fue 0,093 o inferior). Este resultado estuvo de acuerdo
con los resultados obtenidos en el Experimento 1 y respaldan adicionalmente la conclusion del Experimento 1 de que
anti-Ac-ASP-5 pAB puede usarse para la presencia o ausencia de infecciéon por anquilostoma en un animal canino.

La observacién microscépica de la muestra fecal tomada de los animales caninos infectados por anquilostoma en el dia
93 después de la infeccion mostré que la muestra estaba moderadamente libre de huevos de anquilostoma y la
observaciéon microscopica de las muestras fecales tomadas de los animales infectados por anquilostoma en los dias 97
después de la infeccion y mas adelante mostré que las muestras estaban sustancialmente libres de huevos de
anquilostoma. Se espera que la reduccién moderada en huevos en el dia después de la infeccion 93 y la sustancial
reduccion en huevos en el dia 97 después de la infeccion y mas adelante se deba al tratamiento antihelmintico
administrado en el dia 91 después de la infeccion. Con referencia a la FIG. 3, el promedio de los valores de DO promedio
medidos para los canes infectados por anquilostoma estuvo de acuerdo con la reduccién observada del nimero de
huevos en las muestras fecales tomadas de estos animales. Especificamente, el promedio del valor de DO promedio
medido para estos canes en los dias siguientes al tratamiento antihelmintico oscilé de 0,70 a 0,260. (El mayor valor de
DO promedio, es decir, el valor de 0,260, se midié para las muestras fecales del dia 93 después de la infeccion, que se
tomaron solo dos dias después de la administracion del antihelmintico cuando una cantidad moderada de huevos estaba
todavia presente en las heces). Estos valores fueron varias veces inferiores al promedio de los valores de DO promedio
medidos en el dia 87 después de la infeccion (0,619), que fue el Ultimo dia en el que las muestras fecales se probaron
antes de la administracién de antihelmintico. El promedio de los valores de DO promedio medidos para los animales
caninos sin infectar durante este mismo periodo fue 0,082 o menos.

Por tanto el Experimento 2 indica adicionalmente que anti-Ac-ASP-5 pAB detectd fuertemente coproantigenos de
anquilostoma cuando un animal portador se infectdé sustancialmente con anquilostoma, detectd débilmente
coproantigenos de anquilostoma cuando un animal portador se infectd moderadamente por anquilostoma y no detectd
coproantigenos de anquilostoma cuando un animal portador estuvo sustancialmente libre de infeccion por anquilostoma.

Las determinaciones de DO para muestras fecales obtenidas de animales caninos infectados por ascaride y animales
caninos infectados por tricocéfalo se muestran en las FIG. 5 y 6, respectivamente. Especificamente, la FIG. 5 muestra
valores de DO promedio (y desviaciones estandar) generados usando muestras fecales tomadas de canes infectados
por ascaride durante el transcurso de 112 dias y la FIG. 6 muestra valores de DO promedio (y desviaciones estandar)
generados usando muestras fecales tomadas de canes infectados por tricocéfalo durante el transcurso de 112 dias. (En
las FIGS. 5 y 6, cada valor de DO mostrado es el promedio de seis valores de DO generados a partir de la misma
muestra). Los datos de los mismos cinco canes infectados por ascaride y de los mismos cinco canes infectados por
tricocéfalo se muestran para los dias -1 (es decir, un dia antes de la administracién de infeccion por anquilostoma a los
animales) y 87 y para los dias seleccionados entremedias. Los datos de tres de los cinco canes infectados por ascaride y
de tres de los cinco canes infectados por tricocéfalo se muestran para los dias 93 y 111 y para los dias seleccionados
entremedias.

Con referencia continua a las FIG. 5y 6, el promedio de los valores de DO promedio medidos para los canes infectados
por ascaride e infectados por tricocéfalo fue coherentemente 0,102, o menos para los canes infectados por ascaride e
inferior a 0,100 para los canes infectados por tricocéfalo durante todo el periodo de prueba. En cada caso, estos valores
son varias veces inferiores al promedio de los valores de DO promedio medidos para los canes infectados por
anquilostoma durante el periodo correspondiente.

Estos datos indican que anti-Ac-ASP-5 pAB no se une especificamente a ningun coproantigeno en canes infectados por
ascaride o infectados por tricocéfalo. Por tanto, anti-Ac-ASP-5 pAB puede usarse para confirmar la presencia o ausencia
de infeccidon por anquilostoma en un animal canino independientemente de si ese animal esta infectado o no por
cualquiera o ambos de ascaride y tricocéfalo.

Experimento 3

Anti-Ac-ASP-5 pAB no se une especificamente a coproantigeno de céstodo y anti-Ac-ASP-5 pAB se une a anquilostoma
en muestras fecales de campo.
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Fue un objetivo del Experimento 3 determinar si anti-Ac-ASP-5 pAB se une o no especificamente a coproantigeno de
céstodo. Fue un segundo objetivo del Experimento 3 determinar si anti-Ac-ASP-5 pAB se une o no especificamente a
coproantigeno de uno o mas de anquilostoma, ascaride, tricocéfalo y céstodo en muestras fecales caninas de campo.
Determinaciones de DO individuales para muestras fecales de campo obtenidas de animales caninos infectados por
anquilostoma, infectados por ascaride, infectados por tricocéfalo, infectados por céstodo y sin infectar se muestran en la
FIG. 7. Los valores de DO medidos para los animales caninos infectados por anquilostoma, que promediaron 0,871 (y
oscilaron de 0,274 a 1,388), fueron varias veces superiores a los valores de DO medidos para los animales caninos
infectados por ascaride, infectados por tricocéfalo y sin infectar. Especificamente, el valor de DO promedio medido para
los animales caninos infectados por ascaride fue 0,241, el valor de DO promedio medido para los animales caninos
infectados por tricocéfalo fue 0,180 y el valor de DO promedio medido para los animales caninos sin infectar fue 0,184.
Ademas, los valores de DO medidos para los animales caninos infectados por anquilostoma fueron mas de cuatro veces
superiores al valor de DO generado para los canes infectados por céstodo incluidos en este Experimento
(especificamente, el valor de DO del animal canino infectado por céstodo fue 0,217).

Estos datos respaldan adicionalmente la conclusion de que anti-Ac-ASP-5 pAB no se une especificamente a ningin
coproantigeno en animales caninos infectados por ascaride o animales caninos infectados por tricocéfalo. Estos datos
también indican que anti-Ac-ASP-5 pAB no se une especificamente a ningln coproantigeno de céstodo. Estos datos
indican adicionalmente que anti-Ac-ASP-5 pAB se une especificamente a antigeno de anquilostoma en muestras fecales
de campo de animales caninos infectados por anquilostoma. La observaciéon de que anti-Ac-ASP-5 pAB se une
especificamente a antigeno de anquilostoma en muestras fecales de campo de animales caninos infectados por
anquilostoma es significativa debido a que confirma que anti-Ac-ASP-5 pAB es capaz de detectar anquilostoma en
muestras fecales obtenidas de canes de razas variadas y de dietas variadas.

Experimento 4
Anti-Ac-ASP-5 pAB no se une especificamente a coproantigeno de gusano del corazon.

Fue un objetivo del Experimento 4 determinar si anti-Ac-ASP-5 pAB se une o no especificamente a coproantigeno de
gusano del corazon. Las determinaciones de DO para 11 muestras fecales de campo caninas se muestran en la FIG. 8.
Especificamente, la FIG. 8 muestra valores de DO individuales medidos para muestras fecales de cuatro animales
caninos que se sabe que estan libres de infeccién por gusanos parasitarios (LCZ5, RCZ5, SBY5 y TIY5), un animal
canino que se sabe que esta infectado por anquilostoma (LEY5) y siete animales caninos que se sabe que estan
infectados por gusano del corazén (403, 404, 405, 406, 583, 749 y 868).

El valor de DO promedio medido para las muestras sin infectar fue 0,090 (con un intervalo de 0,077 a 0,109), mientras
que el valor de DO promedio obtenido de las muestras infectadas por gusano del corazén fue 0,125 (con un intervalo de
0,88 a 0,267). El unico valor de DO medido para los canes infectados por anquilostoma fue 1.074, que fue mas de 10
veces superior al valor de DO promedio medido para las muestras sin infectar y casi nueve veces superior al valor de DO
promedio medido para las muestras infectadas por el gusano del corazén y esta de acuerdo con otros valores de DO
obtenidos para muestras infectadas por anquilostoma descritas en el presente documento. Tomados conjuntamente,
estos datos respaldan la conclusiéon de que anti-Ac-ASP-5 pAB se une especificamente a coproantigenos en muestras
fecales infectadas por anquilostoma, no se une especificamente a coproantigeno en muestras fecales sin infectar y
adicionalmente muestra que anti-Ac-ASP-5 pAB no se une especificamente a coproantigenos de gusano del corazon.
Adicionalmente, estos datos confirman adicionalmente que anti-Ac-ASP-5 pAB se une especificamente a antigeno de
anquilostoma en muestras fecales de campo de animales caninos infectados por anquilostoma.

Aunque los dispositivos, procedimientos y kits de la presente invencion se han descrito con respecto a una realizacion
especifica y a un ejemplo especifico, debe entenderse que pueden hacerse variaciones al dispositivo y/o al
procedimiento de la presente invencion sin apartarse del alcance de la invencion. Por ejemplo, mientras que anti-Ac-
ASP-5 pAB se produjo en conejo contra ASP5 recombinante purificada, el anticuerpo policlonal también puede
producirse en, por ejemplo, un ser humano u otro primate, raton, rata, cobaya, cabra, cerdo, vaca, oveja, burro, perro,
gato, pollo o caballo. Un anticuerpo usado en la invenciéon también puede ser cualquier clase de anticuerpo incluyendo,
por ejemplo, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Medios para preparar y caracterizar anticuerpos son bien conocidos en la técnica.
Véanse, por ejemplo, Dean, Methods Mol. Biol. 80: 23-37 (1998); Dean, Methods Mol. Biol. 32: 361-79 (1994); Baileg,
Methods Mol. Biol. 32: 381-88 (1994); Gullick, Methods Mol. Biol. 32: 389-99 (1994); Drenckhahn y col., Methods Cell.
Biol. 37: 7-56 (1993); Morrison, Ann. Rev. Immunol. 10: 239-65 (1992); Wright y col., Crit. Rev. Immunol. 12: 125-68
(1992). Ademas, debe entenderse que el anticuerpo policlonal no necesita producirse contra ASP5 recombinante. Por
tanto, el anticuerpo policlonal puede producirse contra ASP5 que se produce de forma natural. Procedimientos de
aislamiento de proteinas que se producen en la naturaleza se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo, Cutler,
Protein Isolation Protocols, 22 ed., Humana Press (2003); Bollag y col., Protein Methods, 22 ed., Wiley-Liss Publishers
(1996).

Un anticuerpo usado en los dispositivos, procedimientos y kits de la invencion también puede ser un anticuerpo
monocatenario (scFv), o un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo. Fragmentos de anticuerpos de union al
antigeno son una porcién de un anticuerpo intacto que comprende el sitio de union al antigeno o la regién variable de un
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anticuerpo intacto, en el que la porcion esta libre de los dominios de cadena pesada constante de la region Fc del
anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab'), y F..

Los anticuerpos usados en los dispositivos, procedimientos y kits de la invencion pueden inmovilizarse sobre el soporte
sOlido por cualquier metodologia conocida en la técnica, que incluye, por ejemplo, unir covalentemente o no
covalentemente, directamente o indirectamente, los anticuerpos al soporte sélido. Por tanto, mientras que anti-Ac-ASP-5
pAB se une al soporte solido por adsorcion fisica (es decir, sin el uso de engarces quimicos) en la realizaciéon descrita, se
contempla que anti-Ac-ASP-5 pAB u otros anticuerpos pueden inmovilizarse al soporte soélido por cualquier
procedimiento de unién quimica (es decir, con el uso de engarces quimicos) facilmente conocido para experto habitual
en la técnica.

El soporte sélido del dispositivo no se limita a ser una placa de 96 pocillos de poliestireno. El soporte solido puede ser
cualquier material adecuado para la inmovilizacion de anticuerpos especificos para anquilostoma. Por ejemplo, el soporte
solido puede ser perlas, particulas, tubos, pocillos, sondas, tiras reactivas, puntas de pipeta, portaobjetos, fibras,
membranas, papeles, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas, vidrio, polipropileno, polietileno,
dextrano, nailon, amilasas, plasticos, magnetita o cualquier otro material adecuado facilmente conocido para un experto
habitual en la técnica.

El dispositivo de la presente invencién puede ser uno que sea adecuado para realizar un ensayo de flujo lateral. Un
dispositivo a modo de ejemplo que es Util para realizar un ensayo de flujo lateral que es util en la presente invencién se
describe en la patente de EE.UU. n.%: 5.726.010. Por tanto el dispositivo para realizar un ensayo de flujo lateral puede ser
un dispositivo SNAP®, que esta comercialmente disponible de IDEXX Laboratories, Inc. de Westbrook, ME.

El dispositivo puede incluir opcionalmente uno o mas reactivos de captura de antigeno marcados que pueden mezclarse
con una muestra fecal antes de la aplicacion a un dispositivo de la invencién. Cuando el reactivo de antigeno marcado se
incluye, el reactivo de captura de antigeno marcado puede o puede no depositarse o secarse sobre la superficie sélida
del dispositivo. “Captura de antigeno” significa cualquier compuesto que es especifico para el antigeno de interés. El
reactivo de captura de antigeno marcado, tanto si se afiade a una muestra fecal o si se deposita previamente sobre el
dispositivo, puede ser, por ejemplo, un anticuerpo marcado especifico para un antigeno de anquilostoma. Por ejemplo,
un anticuerpo especifico para anquilostoma conjugado con peroxidasa de rabano picante puede usarse como un reactivo
de captura de antigeno marcado.

El dispositivo también puede incluir opcionalmente un reactivo liquido que transporta, tal como cuando el dispositivo
incluye el dispositivo SNAP®, por ejemplo, o facilita la eliminacion de, tal como cuando el dispositivo incluye una placa de
96 pocillos, por ejemplo, material sin unir (por ejemplo, muestra fecal sin reaccionar y reactivo de captura de antigeno sin
unir) lejos de la zona de reaccion (fase solida). El reactivo liquido puede ser un reactivo de lavado y servir solo para
eliminar material sin unir de la zona de reaccion, o puede incluir un reactivo detector y servir tanto para eliminar material
sin unir como facilitar la deteccion del antigeno. Por ejemplo, en el caso de un reactivo de captura de antigeno conjugado
con una enzima, el reactivo detector incluye un sustrato que produce una sefial detectable tras la reaccion con el
conjugado de enzima-anticuerpo en la zona de reaccion (fase sdlida). Alternativamente, en el caso de un reactivo de
captura de antigeno marcado conjugado con una molécula radiactiva, fluorescente o que absorbe luz, el reactivo detector
actua simplemente como una disolucién de lavado facilitando la deteccién de la formacion de complejos en la zona
reactiva lavando reactivo marcado sin unir.

El reactivo liquido puede incluir adicionalmente una cantidad limitada de un “inhibidor”, es decir, una sustancia que
bloquea el desarrollo del producto final detectable. Una cantidad limitada se define como que es una cantidad de
inhibidor suficiente para bloquear el desarrollo del producto final hasta que la mayoria o todo el exceso de material sin
unir se transporte lejos de la segunda region, en cuyo momento se produce producto final detectable.

El dispositivo de la presente invencion también puede incluir diversos reactivos de unién inmovilizados en localizaciones
distintas del (de los) reactivo(s) de captura de antigeno. Por ejemplo, un inmunorreactivo (un anticuerpo, antigeno o
péptido) que reconoce una porcion de anticuerpo especifica para especie (por ejemplo, especifica para gusano) de un
anticuerpo marcado o reactivo de captura de antigeno o una porciéon enzimatica de un reactivo marcado con enzima
puede incluirse como control positivo para evaluar la viabilidad de los reactivos dentro del dispositivo. Por ejemplo, un
control positivo puede ser un anticuerpo anti-peroxidasa de rabano picante que se ha producido en, por ejemplo, una
cabra o un ratén. Adicionalmente, un reactivo, por ejemplo, un anticuerpo, aislado de un miembro no inmune de la
especie de la que se derivo la porcién de anticuerpo del complejo de antigeno-anticuerpo puede incluirse como un
control negativo para evaluar la especificidad de formacién del inmunocomplejo (es decir, complejo de antigeno-
anticuerpo).

Ademas de disefarse para detectar anquilostoma en una muestra fecal, el dispositivo de la invencién puede disefiarse
opcionalmente para permitir que se realicen una o mas de otras pruebas de diagndstico. Por ejemplo, el soporte solido
también puede incluir reactivos para la deteccion de uno o mas parasitos gusanos no anquilostoma, uno o mas parasitos
no gusanos, uno 0 mas virus o una o mas bacterias. Los reactivos para la deteccién de uno o mas parasitos gusanos no
anquilostoma, uno o mas parasitos no gusanos, uno 0 mas virus o una o mas bacterias pueden ser, por ejemplo, uno o
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mas anticuerpos o uno o mas antigenos reconocidos por anticuerpos especificos para uno o mas parasitos gusanos no
anquilostoma, uno o mas parasitos no gusanos, uno 0 mas virus o una o mas bacterias.

En el procedimiento de la presente invencion, la deteccion de una infeccién por anquilostoma se lleva a cabo detectando
la presencia o ausencia de uno o mas antigenos de anquilostoma en una muestra fecal. La porcién soluble de una
muestra fecal que va a probarse puede recogerse por cualquier protocolo conocido en la técnica. Por ejemplo, ademas
del protocolo especifico descrito anteriormente, las porciones solubles de la muestra pueden recogerse usando filtracion,
centrifugacion, o mezcla simple seguida de sedimentacion gravimétrica.

El procedimiento incluye poner en contacto la muestra fecal con uno o mas anticuerpos especificos para uno o mas
antigenos de anquilostoma en condiciones que permitan que se forme un complejo de antigeno/anticuerpo, es decir, un
inmunocomplejo. Es decir, un anticuerpo se une especificamente a un antigeno de anquilostoma presente en la muestra
fecal. Un experto habitual en la técnica estaria familiarizado con ensayos y condiciones que se usan para detectar la
unioén del complejo de antigeno/anticuerpo. Por ejemplo, el complejo de antigeno/anticuerpo puede detectarse usando un
anticuerpo secundario que se une al complejo de antigeno/anticuerpo. La formacién de un complejo entre el antigeno de
anquilostoma y los anticuerpos anti-anquilostoma en la muestra puede detectarse usando cualquier procedimiento
adecuado conocido en la técnica. Ademas, la cantidad de complejos de anticuerpo-antigeno puede determinarse por
metodologia conocida en la técnica. Un nivel que es superior al formado en una muestra de control indica una infeccién
por anquilostoma.

Etapas alternativas del procedimiento de la presente invencién pueden incluir aplicar la muestra fecal a un dispositivo de
la invencién, que incluye un anticuerpo inmovilizado especifico para antigeno de anquilostoma y detectar la presencia o
ausencia del antigeno de anquilostoma en la muestra fecal. Anticuerpos especificos para antigenos de anquilostoma
pueden unirse directamente o indirectamente a un soporte sélido o a un sustrato tal como un pocillo de microtitulacion,
perla magnética, perla no magnética, columna, matriz, membrana, esterilla fibrosa compuesta de fibras sintéticas o
naturales (por ejemplo, vidrio o materiales basados en celulosa o polimeros termoplasticos, tales como, polietileno,
polipropileno o poliéster), estructura sinterizada compuesta de materiales particulados (por ejemplo, vidrio o diversos
polimeros termoplasticos), o pelicula de membrana colada compuesta de nitrocelulosa, nailon, polisulfona o similares
(generalmente de naturaleza sintética). Todos estos materiales de sustrato pueden usarse en formas adecuadas, tales
como peliculas, hojas, o placas, o pueden recubrirse sobre o unirse o laminarse a vehiculos inertes apropiados tales
como papel, vidrio, peliculas de plastico o tejidos. Procedimientos adecuados para inmovilizar péptidos sobre fases
sdlidas incluyen interacciones idnicas, hidréfobas, covalentes y similares.

Sin embargo, el procedimiento de la presente invencion no necesita incluir el uso de fases sélidas o sustratos. Por
ejemplo, los procedimientos pueden incluir procedimientos de inmunoprecipitacion que no requieren el uso de fases
sdlidas o sustratos.

En algunas realizaciones de la invencioén, el complejo de antigeno/anticuerpo se detecta cuando un reactivo indicador, tal
como un conjugado enzimatico, que esta unido al anticuerpo, cataliza una reaccion detectable. Opcionalmente, un
reactivo indicador que incluye un compuesto que genera sefial puede aplicarse al complejo de antigeno/anticuerpo en
condiciones que permitan la formacion de un complejo de antigeno/anticuerpo/indicador detectable. Opcionalmente, el
anticuerpo puede marcarse con un reactivo indicador antes de la formacién de un complejo de antigeno/anticuerpo.

La formacién de un complejo de antigeno/anticuerpo o un complejo de antigeno/anticuerpo/indicador en algunos de los
procedimientos de la presente invencion puede detectarse especificamente por procedimientos radiométricos,
colorimétricos, fluorimétricos, de separacion por tamafio, o de precipitacion. La deteccion de un complejo de
antigeno/anticuerpo también puede llevarse a cabo mediante la adiciéon de un anticuerpo secundario que se acopla a un
reactivo indicador que incluye un compuesto que genera sefial. Reactivos indicadores que incluyen compuestos que
generan sefial (marcas) asociados a un complejo de polipéptido/anticuerpo pueden detectarse usando los
procedimientos descritos anteriormente y pueden incluir agentes cromogénicos, catalizadores tales como conjugados
enzimaticos, compuestos fluorescentes tales como fluoresceina y rodamina, compuestos quimioluminiscentes tales como
dioxetanos, acridinios, fenantridinios, rutenio y luminol, elementos radiactivos, marcas visuales directas, ademas de
cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares. Ejemplos de conjugados enzimaticos incluyen fosfatasa
alcalina, peroxidasa de rabano picante, beta-galactosidasa y similares. La seleccion de una marca particular no es critica,
pero sera capaz de producir una sefial tanto por si misma como conjuntamente con una o mas sustancias adicionales.

Los anticuerpos, que incluyen anticuerpos secundarios, pueden marcarse con cualquier tipo de marca conocida en la
técnica, que incluyen, por ejemplo, marcas fluorescentes, quimioluminiscentes, radiactivas, de enzimas, de particulas
coloidales, de radioisétopos y bioluminiscentes. En diversas realizaciones de la invencion, los uno o mas de los
anticuerpos de la invencién se marcan con una enzima, una particula coloidal, un radiontclido o un fluoréforo. La marca
particulada puede ser, por ejemplo, una particula de latex coloreada, sol de colorante, o sol de oro conjugado con un
anticuerpo especifico para un antigeno de anquilostoma.

Los procedimientos de la invencién incluyen, pero no se limitan a aquellos basados en ensayos de competicion, de

reaccion directa o tipo sandwich, que incluyen, pero no se limitan a, ELISA, transferencias Western, RIA, ensayos
inmunofluorescentes (IFA), hemaglutinacion (HA), inmunoensayo de polarizacion por fluorescencia (FPIA) y ensayos en
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placa de microtitulacién (cualquier ensayo hecho en uno o mas pocillos de una placa de microtitulacién). Un ensayo de la
invencion incluye un ensayo de unién cromatografico de flujo reversible, que puede realizarse, por ejemplo, usando un
dispositivo SNAP®. Véase la patente de EE.UU. n.°: 5.726.010.

Los procedimientos de la invencion facilitan ensayos de sandwich o de unién especifica de tipo competicion. En un
ensayo de sandwich, los reactivos de captura de antigeno se inmovilizan en una zona reactiva. Estos reactivos de
captura de antigeno pueden unirse especificamente a antigenos en la muestra fecal que se pone a prueba.
Especificamente, estos reactivos de captura de antigeno se unen especificamente a un antigeno de un anquilostoma, si
esta presente en la muestra fecal. Tras la unién del antigeno de la muestra, el reactivo de captura de antigeno/complejo
antigénico se detecta por cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, el complejo puede hacerse reaccionar con
reactivos de union especifica marcados (por ejemplo, un conjugado de enzima-anticuerpo) y detectarse el antigeno (por
ejemplo, tras la reaccion con sustrato).

En otras realizaciones del procedimiento de la presente invencion se realiza un ensayo de competicion. En un ensayo de
competicion, los reactivos de captura de antigeno se inmovilizan en la zona reactiva y se ponen en contacto
simultaneamente con antigeno de una muestra y antigeno marcado (por ejemplo, un conjugado de antigeno-enzima). La
cantidad de marca detectada en la zona reactiva es inversamente proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra.

En algunas realizaciones de la invencion, los anticuerpos especificos para un antigeno o antigenos de anquilostoma se
unen a una fase solida o sustrato. La muestra fecal que incluye potencialmente un antigeno de anquilostoma se afiade al
sustrato. Se afiaden los anticuerpos que se unen especificamente al anquilostoma. Los anticuerpos pueden ser los
mismos anticuerpos usados sobre la fase sdélida o pueden ser de una fuente o especie diferente. Ademas, estos
anticuerpos pueden ligarse a un reactivo indicador, tal como un conjugado enzimatico. Pueden realizarse etapas de
lavado antes de cada adicion. Puede afiadirse un croméforo o sustrato enzimatico y puede permitirse que el color se
revele. La reaccion de color puede detenerse y el color puede cuantificarse usando, por ejemplo, un espectrofotémetro.

En ofras realizaciones de la invencion, los anticuerpos especificos para un antigeno o antigenos de anquilostoma se
unen a una fase sdlida o sustrato. Una muestra fecal que incluye potencialmente un antigeno de anquilostoma se afiade
al sustrato. Después se afiaden los segundos anticuerpos que se unen especificamente a antigenos de anquilostomas.
Estos segundos anticuerpos pueden o pueden no ser de una especie diferente de la que son los anticuerpos en fase
solida. Después se afiaden los terceros anticuerpos anti-especie que se unen especificamente a los segundos
anticuerpos y que no se unen especificamente a los anticuerpos en fase sdlida. Los terceros anticuerpos pueden incluir
un reactivo indicador, tal como un conjugado enzimatico. Las etapas de lavado pueden realizarse antes de cada adicion.
Puede afiadirse un cromoforo o sustrato enzimatico y puede dejarse que el color se revele. La reaccion de color puede
detenerse y el color puede cuantificarse usando, por ejemplo, un espectrofotémetro.

En un ejemplo especifico, el procedimiento de la presente invencién se realiza conjuntamente con un dispositivo que es
un dispositivo de ensayo de flujo lateral afiadiendo una muestra fecal preparada a una matriz de flujo del dispositivo en
una primera region (una zona de aplicacion de muestra). La muestra fecal preparada se lleva en un trayectoria de flujo de
fluido por accioén capilar a una segunda region de la matriz de flujo donde esta una marca particulada capaz de unirse y
formar un primer complejo con un antigeno en la muestra fecal. La marca particulada puede ser, por ejemplo, una
particula de latex coloreada, colorante de sol, o sol de oro conjugado con un anticuerpo especifico para un antigeno de
anquilostoma. El primer complejo se lleva a una tercera region de la matriz de flujo en la que un anticuerpo que se une
especificamente a un antigeno de anquilostoma se inmoviliza en una localizacion distinta. Un segundo complejo se forma
entre el anticuerpo inmovilizado y el primer complejo. La marca particulada que es parte del segundo complejo puede
visualizarse directamente.

El anticuerpo para anquilostoma puede ser un reactivo de captura de antigeno inmovilizado en una zona de reaccion
(fase solida). Un segundo reactivo de captura de antigeno, es decir, un segundo anticuerpo para anquilostoma que se ha
conjugado con una marca, bien puede afiadirse a la muestra antes de que la muestra se afiada al dispositivo, o bien el
segundo reactivo de captura de antigeno puede incorporarse en el dispositivo. Por ejemplo, el reactivo de captura de
antigeno marcado puede depositarse y secarse sobre una trayectoria de flujo de fluido que proporciona comunicacion
fluida entre una zona de aplicacion de muestras y la fase sdlida. El contacto del reactivo de captura de antigeno marcado
con la muestra de prueba puede producir la disolucién del reactivo de captura de antigeno marcado.

La invencidn incluye adicionalmente kits de ensayo (por ejemplo, articulos de fabricacion) para detectar anquilostoma en
una muestra fecal. Por tanto, un kit incluye uno o mas dispositivos de la presente invencion. El kit incluye anticuerpos
anti-anquilostoma y por ejemplo medios para determinar la unién de los anticuerpos a antigenos de anquilostoma en la
muestra. En un ejemplo particular, un kit tal incluye el dispositivo que tiene un anticuerpo anti-anquilostoma inmovilizado,
uno o mas reactivos de captura de antigeno (por ejemplo, un reactivo de captura de antigeno marcado no inmovilizado y
un reactivo de captura de antigeno inmovilizado) y reactivo de lavado, asi como reactivo detector y reactivos de control
positivo y negativo, si se desea o es apropiado. Otros componentes tales como tampones, controles y similares,
conocidos para aquellos expertos habituales en la técnica, pueden incluirse en tales kits de prueba. Las cantidades
relativas de los diversos reactivos pueden variarse, para mantener concentraciones en disolucién de los reactivos que
optimizan sustancialmente la sensibilidad del ensayo. Particularmente, los reactivos pueden proporcionarse como polvos
secos, normalmente liofilizados, que en disolucidn proporcionaran una disolucion de reactivo que tiene las
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concentraciones apropiadas para combinar con una muestra. Los anticuerpos, ensayos y kits de la invencién son Utiles,
por ejemplo, en el diagndstico de casos individuales de infeccidon por anquilostoma en un paciente, ademas de estudios
epidemiolégicos de brotes de anquilostomas. El kit puede incluir adicionalmente instrucciones para llevar a cabo uno o
mas procedimientos de la presente invencion, que incluyen instrucciones para usar cualquier dispositivo de la presente
invencion que se incluya con el kit.

Los procedimientos de la invencion para la deteccidon de infeccién por anquilostoma pueden combinarse con otros
ensayos de diagnostico para detectar la presencia de otros organismos o afecciones. Por ejemplo, los ensayos de la
invencion pueden combinarse con reactivos que detectan uno o mas parasitos fecales gusanos no anquilostoma, uno o
mas parasitos fecales no gusanos, uno o0 mas virus, una o mas bacterias, uno o mas parasitos transmitidos por la sangre
u ocultos en la sangre o una combinacion de los mismos. Proporcionando dos o mas sitios de unién tnicos en un Unico
dispositivo de ensayo (tales como, por ejemplo, dos manchas Unicas en un dispositivo de ensayo SNAP®), la presente
invencion permite la deteccion de dos o mas organismos a partir de una muestra Unica. En una realizacién, hay tres
manchas Unicas para la deteccién de infeccion pasada o presente de tres organismos (siendo las manchas bien
reactivos de unién a antigenos o bien reactivos de union a anticuerpos) de una Unica muestra (es decir, la misma
muestra Unica se presenta a los tres reactivos de captura sobre un Unico dispositivo).

La invencion descrita ilustrativamente en el presente documento puede ponerse en practica adecuadamente en ausencia
de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones que no se desvelen especificamente en el presente
documento. Asi, por ejemplo, en cada caso en el presente documento cualquiera de los términos “que comprende”, “que
consiste esencialmente en” y “que consiste en” puede sustituirse con cualquiera de los dos otros términos, mientras que
retengan sus significados habituales. Los términos y expresiones que se han empleado se usan como términos de
descripcion y no de limitacion y no hay ninguna intencién en el uso de tales términos y expresiones de excluir cualquier
equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas, pero se reconoce que son posibles
diversas modificaciones dentro del alcance de la invencion reivindicada. Asi, debe entenderse que aunque la presente
invencion se ha desvelado especificamente por realizaciones preferidas, caracteristicas opcionales, puede recurrirse a
modificacion y variacion de los conceptos desvelados en el presente documento por aquellos expertos en la técnica y
que tales modificaciones y variaciones se considera que estan dentro del alcance de esta invencién segun se define por
la descripcion y las reivindicaciones adjuntas.

Ademas, si las caracteristicas o aspectos de la invencion se describen en términos de grupos de Markush u otra
agrupacion de alternativas, aquellos expertos en la técnica reconoceran que la invencion también se describe asi en
términos de cualquier miembro individual o subgrupo de miembros del grupo Markush u otro grupo.

Se han descrito varios ejemplos que ayudan a ilustrar la invencion. Sin embargo, se entendera que pueden hacerse

diversas modificaciones sin apartarse del alcance de la invencién. Por consiguiente, otras realizaciones estan dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas a esto.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccion de la presencia o ausencia de antigeno de anquilostoma en una muestra fecal de un
mamifero que comprende:

a. poner en contacto la muestra fecal con uno o mas anticuerpos especificos para proteina 5 secretada por Ancylostoma
de Ancylostoma caninum de anquilostomas (ASP5); y

b. detectar la presencia o ausencia de uno o mas antigenos de anquilostoma o uno o mas complejos de
anticuerpo/antigeno de anquilostoma.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que los uno o mas anticuerpos son policlonales.
3. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que el mamifero es un can.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra fecal esta sustancialmente libre de
huevos de anquilostoma y la muestra fecal es excretada por el mamifero después de que el mamifero se infecte por
anquilostoma.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra fecal es excretada por el mamifero
no mas de 13 dias después de de que el mamifero se haya infectado por anquilostoma.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los uno o mas anticuerpos especificos para
ASP5 no son capaces de detectar uno o mas coproantigenos seleccionados del grupo que consiste en ascaride,
tricocéfalo, céstodo y gusano del corazon.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la deteccién de la presencia o ausencia de uno
0 mas complejos de anticuerpo/antigeno incluye la etapa de proporcionar un anticuerpo secundario que se une al uno o
mas complejos de anticuerpo/antigeno, preferentemente el anticuerpo secundario esta marcado.

8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que uno o mas de los uno o mas anticuerpos estan
marcados.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los uno o mas anticuerpos se inmovilizan sobre
un soporte sélido.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el soporte sélido forma parte de un dispositivo de ensayo de
inmunoabsorcién enzimatica, preferentemente un dispositivo de inmunoensayo de flujo lateral.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas la etapa de aplicar la muestra
a uno o mas reactivos para detectar uno o mas del grupo que consiste en: uno o mas parasitos no anquilostomas, uno o
mas parasitos no gusanos, uno 0 mas virus y una o mas bacterias.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que los uno o mas reactivos estan seleccionados del grupo que
consiste en uno o mas anticuerpos o uno o mas antigenos reconocidos por anticuerpos especificos para los uno o mas
parasitos gusanos no anquilostoma, los uno o mas parasitos no gusanos, los uno o mas virus o las una o mas bacterias.

13. Un dispositivo para detectar la presencia o ausencia de antigeno de anquilostoma en una muestra fecal de un
mamifero, comprendiendo el dispositivo un soporte sélido, en los que uno o mas anticuerpos especificos para proteina 5
secretada de Ancylostoma de Ancylostoma caninum de anquilostomas (ASP5) se inmovilizan sobre el soporte sélido.

14. El dispositivo de la reivindicacion 13, en el que los uno o mas anticuerpos son policlonales.

15. El dispositivo de cualquiera de las reivindicaciones 13 o 14, en el que los uno o0 mas anticuerpos especificos para
anquilostoma ASP5 no son especificos para uno o mas coproantigenos seleccionados del grupo que consiste en
ascaride, tricocéfalo, céstodo y gusano del corazon.

16. El dispositivo de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que uno 0 mas de los uno o mas anticuerpos estan
marcados.

17. El dispositivo de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en el que el dispositivo es un dispositivo de
inmunoabsorcién enzimatica, preferentemente un dispositivo de inmunoensayo de flujo lateral.

18. El dispositivo de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, en el que el dispositivo incluye adicionalmente uno o mas
reactivos para la deteccion de uno o mas del grupo que consiste en uno o mas parasitos gusanos no anquilostoma, uno
0 mMas parasitos no gusanos, uno 0 mas virus y una o mas bacterias, dichos uno o mas reactivos seleccionados del
grupo que consiste en uno 0 mas anticuerpos o uno o0 mas antigenos reconocidos por anticuerpos especificos para uno o
mas parasitos no gusanos, uno 0 mas virus y una o mas bacterias.
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19. Un kit para la deteccién de uno o mas coproantigenos de anquilostoma en una muestra fecal de un mamifero,
comprendiendo el kit el dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 13-18 y uno o mas reactivos suficientes para
la deteccion de los uno o0 mas antigenos.

20. El kit de la reivindicacion 19, en el que los uno o mas reactivos estan seleccionados del grupo que consiste en uno o

mas reactivos indicadores, uno o mas compuestos de marcado de anticuerpos, uno o mas anticuerpos, uno o mas
reactivos de captura de antigenos, uno o mas inhibidores y uno o mas reactivos de lavado.
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