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DESCRIPCION
Método para la detecciéon de neumococos
Campo técnico

La presente invencion se relaciona con un método de ensayo inmunolégico para detectar o cuantificar un antigeno
neumocacico en una muestra derivada de un organismo vivo.

Técnica anterior

El neumococo (Streptococcus pneumoniae) es una de las bacterias patdgenas mas frecuentemente encontradas
para la neumonia adquirida dentro de la comunidad y para las infecciones del tracto respiratorio inferior, que muestra
una gran morbilidad y mortalidad a nivel mundial, incluyendo Japén. Dado que las infecciones causadas por el
neumococo se producen con un gran indice de incidencia y tienden a hacerse severas, la seleccion de un farmaco
antimicrobiano apropiado es clave para el tratamiento en su inicio. Segun el principio del tratamiento de las
infecciones, es también importante determinar la bacteria patégena en una fase lo mas temprana posible, ya que se
puede emplear un remedio apropiado en una fase precoz, lo que permite una mejora en el prondstico, una reduccion
del coste médico y la prevencion de la generacion de bacterias resistentes. En tales circunstancias, existe una
demanda en cuanto a un farmaco diagndstico para detectar rapidamente un antigeno derivado de neumococo en
una fase precoz de la infeccion.

Sorensen et al. han descrito la estructura del neumococo con detalle (Documento no de patente 1). La superficie
mas externa de la célula esta formada por una capsula y un antigeno de polisacarido, llamado polisacarido capsular,
que esta ligado a la capsula. Hasta ahora, se conocen varias decenas o mas de tipos séricos segun varias
estructuras de polisacaridos capsulares. Mientras tanto, el neumococo tiene una pared celular dentro de la capsula y
una membrana plasmatica dentro de la pared celular. El polisacarido C (C-ps) esta ligado a la pared celular, y el
acido teicoico o el acido lipoteicoico, llamado "antigeno F", esta ligado a la membrana plasmatica. Se sabe que el C-
ps es un antigeno comun que se mantiene en todos los tipos de capsula de las especies de neumococos, y se sabe
que el resto de polisacarido del antigeno F tiene la misma secuencia de sacarido que la del C-ps.

Hasta ahora, se conocen métodos para detectar un antigeno neumocécico mediante el empleo de inmunoensayos.
Como ejemplos de tales métodos, se incluyen un método de deteccion en el cual se detecta un antigeno C-ps en
una muestra de esputo mediante ELISA empleando un anticuerpo anti-C-ps (Documentos no de patente 2, 3) y un
método de deteccion en el cual se detecta un polisacarido capsular (antigeno) en una muestra de suero o una
muestra de orina por inmunoelectroforesis (Documentos no de patente 4, 5).

Convencionalmente, se han utilizado kits de deteccion de neumococos basados en el método de aglutinacion con
latex, detectando estos kits un antigeno neumocdcico en una muestra de liquido cefalorraquideo, una muestra de
suero o una muestra de orina. Se piensa que el principio de los kits se basa en la deteccién de un resto de
polisacarido del polisacarido capsular o similar (Documentos no de patente 6, 7). Actualmente, sin embargo,
substancialmente no se emplea ningun kit basado en el método de aglutinacion con latex debido a que requieren
una laboriosa operacion y a su sensibilidad insatisfactoria.

Actualmente, se emplean medios de deteccién mas simples. Uno de tales medios es un kit de deteccién rapida para
un antigeno en la orina (Binax NOW (marca registrada), prueba de antigenos urinarios de Streptococcus
pneumoniae, producto de Binax Inc.). En este kit, se detecta el C-ps presente en una muestra de orina por
inmunocromatografia (Documento de patente 1). Este método es no invasivo, ya que se detecta un antigeno en una
muestra de orina. El tiempo necesario para la deteccion es tan so6lo de aproximadamente 15 minutos (Documento no
de patente 8). Sin embargo, este método (deteccion de antigeno en orina) presenta un inconveniente, en el sentido
de que se puede obtener un resultado falso positivo debido a la excrecién continua de neumococos durante un largo
periodo de tiempo tras finalizar la terapia relevante (Documento no de patente 9). Ademas, es dificil recoger orina de
nifos pequefios, y se puede obtener un resultado falso positivo por influencia de un neumococo indigena
(Documento no de patente 10). Se piensa que el kit proporciona una sensibilidad ligeramente baja (Documento no
de patente 11).

Un kit mas recientemente desarrollado; es decir, un kit de deteccion de antigenos neumocdcicos (Documento no de
patente 12), detecta rapidamente un antigeno neumocoécico (C-ps) en una muestra de esputo, un frotis de la cavidad
nasal, un frotis de la epifaringe, una muestra de fluido del oido medio o un fluido otorreico, mediante
inmunocromatografia empleando un anticuerpo policlonal anti-C-ps (conejo). En comparacién con el kit de
diagndstico antes mencionado para un antigeno en orina, el kit recientemente desarrollado alcanza una gran
sensibilidad y permite analizar una muestra clinica (v.g., frotis) sin tener que realizar previamente una operacion de
concentracion. Ademas, se puede realizar la deteccion del antigeno en una muestra de fluido del oido medio, lo cual
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era antes dificil. A diferencia de una muestra de orina, se puede obtener facilmente una muestra de nifios pequefios.
Sin embargo, cuando se analizan mediante el kit ciertas muestras, tales como las derivadas del oido medio y de los
senos paranasales, la sensibilidad resulta aun insatisfactoria. Por lo tanto, existe una demanda en cuanto a un
método de deteccion de antigenos que alcance una mayor sensibilidad.

Como se ha descrito anteriormente, ya se han reportado kits de deteccion de antigenos neumocoécicos que detectan
antigenos capsulares o C-ps. De estos dos tipos de kits, los kits que detectan antigenos capsulares requieren
disponer de diversos anticuerpos correspondientes a diversos antigenos capsulares y, por lo tanto, dichos kits no
son de utilidad como una herramienta de ensayo simple. En cuanto al segundo tipo, es decir, los kits que detectan
C-ps, se requiere un mayor aumento en la sensibilidad considerando los resultados de las pruebas de rendimiento
de los kits existentes antes mencionados.

Por el contrario, el antigeno F no ha sido empleado en pruebas clinicas rutinarias. Aunque se han desvelado algunos
métodos de deteccion inmunoldgicos en los que se emplea un anticuerpo antiantigeno F para detectar una bacteria
que contiene un antigeno neumococico (Documentos no de patente 13 a 15), en estos métodos se puede producir
una reaccion cruzada entre diferentes bacterias, y se puede obtener un resultado falso negativo que ocasione
problemas en la precision del ensayo.

Documentos de la técnica relacionada
Documento de patente 1: Patente Estadounidense N° 6.824.997.

Documento no de patente 1: Sorensen, Danish Medical Bulletin 42: 47-53 (1995).

Documento no de patente 2: Holmberg et al., J. Clin. Microbiol. 22: 111-115 (1985).

Documento no de patente 3: Sjogren et al., Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 6: 239-248 (1987).

Documento no de patente 4: Coonrod et al., J. Lab. Clin. Med. 81: 778-786 (1973).

Documento no de patente 5: Feigin et al., The Journal of Pediatrics 89: 773-775 (1976).

Documento no de patente 6: Ajello et al., J. Clin. Microbiol. 25: 1388-1391 (1987).

Documento no de patente 7: Ballard et al., Pediatr. Infect. Dis. J. 6: 630-634 (1987).

Documento no de patente 8: Takao KOBAYASHI et al., The Journal of the Japanese Association for Infectious
Diseases, Vol. 76, No. 12: 995-1002 (2002).

Documento no de patente 9: Kazuhiro TATEDA, Modern Media, Vol. 51, No. 6: 129-132 (2005).

Documento no de patente 10: Akiyoshi NARIAI et al., The Journal of the Japanese Association for Infectious
Diseases, Vol. 78, No. 1: 18-21 (2004).

Documento no de patente 11: Tzeng et al., J. Microbiol. Immunol. Infect. 39: 39-44 (2006).

Documento no de patente 12: Koji HIGASHIKAWA et al., Journal of Clinical Pediatrics, 58(1): 139-143 (2005).
Documento no de patente 13: Kolberg et al., Microbial Pathogenesis 22: 321-329 (1997).

Documento no de patente 14: Stuertz et al., J. Clin. Microbiol. 36: 2346-2348 (1998).

Documento no de patente 15: Mattie et al., J. Antimicrob. Chemother. 56: 154-159 (2005).

Divulgacion de la invencion El alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones y cualquier
informacién que no entre dentro de las reivindicaciones es facilitada unicamente a modo de informacién.

Problemas que la invencion ha de resolver

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un método de deteccion inmunolégico que puede detectar o
cuantificar un antigeno neumocdcico en una muestra derivada de un organismo vivo conveniente y rapidamente y
con una gran sensibilidad. Es otro objeto de la invencién proporcionar un anticuerpo para uso en el método.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han realizado amplios estudios sobre el método que puede detectar o cuantificar un
antigeno neumocacico con mayor sensibilidad y han producido un anticuerpo que reconoce especificamente, entre
los antigenos de polisacaridos neumocdcicos, un antigeno F neumocdcico, que no ha sido substancialmente
utilizado para detectar un antigeno neumocécico. Como resultado, los inventores han visto que, mediante el método
de ensayo inmunolégico que emplea el anticuerpo producido, se puede estudiar rapidamente un antigeno
neumocdcico en una muestra derivada de un organismo vivo de un modo simple con mayor sensibilidad, en
comparacion con los métodos convencionales. La presente invencion ha sido llevada a cabo en base a este
descubrimiento.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un anticuerpo que reconoce especificamente un antigeno F
neumococico. La presente invencidon proporciona también un método para detectar o cuantificar un antigeno
neumocdcico, caracterizado por que el método detecta o cuantifica un antigeno F neumocécico en una muestra
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derivada de un organismo vivo mediante un ensayo inmunolégico empleando el anticuerpo. La presente invencion
proporciona también un kit para detectar un antigeno neumocdcico, conteniendo el kit el anticuerpo.

Efectos de la invencion

La presente invencion proporciona un nuevo anticuerpo que reconoce especificamente un antigeno F neumocécico
y un método para detectar o cuantificar un antigeno neumocdcico rapidamente de un modo simple, caracterizado
por que el método detecta o cuantifica un antigeno F neumocdcico en una muestra derivada de un organismo vivo
mediante un ensayo inmunolégico empleando el anticuerpo. Segun el método de la presente invencion, se puede
detectar o cuantificar un antigeno neumocécico con mayor sensibilidad en comparacion con los métodos
convencionales. Se pueden obtener asi resultados de ensayo fiables, sin tener que realizar un procedimiento de
concentracion de la muestra, a partir de orina, esputo o frotis de la cavidad nasal o de la epifaringe, asi como de
muestras derivadas del oido medio o de los senos paranasales, necesitandose detectar estas muestras con mayor
sensibilidad en comparacion con las sensibilidades convencionalmente obtenidas. Ademas, el método de la presente
invencion es clinicamente util, ya que el método puede aumentar la precision y reducir el tiempo necesario para
identificar la bacteria causante de enfermedades tales como meningitis, otitis media y sepsis, causadas por
Neumococos.

Breve descripcion de los dibujos

[Fig. 1] Reactividad de antisueros diluidos 10.000 veces (N° 1 a 11) derivados de cinco conejos con una placa
inmovilizada con antigeno F (F-Ag) y con una placa inmovilizada con BSA (BSA).

[Fig. 2] Evaluacion de los sistemas de ensayo ELISA. A: Sistema de ensayo ELISA en sandwich empleando un
anticuerpo policlonal antiantigeno F. B: Sistema de ensayo ELISA en sandwich empleando un anticuerpo policlonal
anti-C-ps. F-Ag: Muestra que contiene un antigeno F. C-ps: Muestra que contiene un antigeno C-ps.

[Fig. 3] Evaluacion de la sensibilidad de los sistemas ELISA por ensayo de extractos de una cepa de neumococo
cultivada (ATCC 49619). ELISA C-ps: Sistema ELISA en sandwich que emplea un anticuerpo policlonal anti-C-ps.
ELISA F-Ag: Sistema ELISA en sandwich que emplea un anticuerpo policlonal antiantigeno F.

[Fig. 4] Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos de la presente invencion. Especificidad de la reaccion de
los anticuerpos policlonales antiantigeno F derivados de los antisueros producidos en el Ejemplo 1 (N° 1 a 11) y del
anticuerpo antifosfocolina conocido (HAS).

[Fig. 5] Evaluacién de la especificidad del sistema ELISA empleando el anticuerpo de la presente invencion.
Reactividad con las bacterias enumeradas en la Tabla 1.

[Fig. 6] Ejemplos de la estructura de las tiras inmunocromatograficas. A: Tira antes de su uso, no se observa ninguna
linea en la porcion de nitrocelulosa. B: Tira después de su uso, se observa una linea si es negativo (superior) y se
observan dos lineas si es positivo (inferior). C: estructura de la tira laminada. D: Estuche de plastico que contiene
una tira.

[Fig. 7] Evaluacion de la sensibilidad de la inmunocromatografia para la deteccion del antigeno F y modo de ensayo.
A: Modo de ensayo de una solucién de muestra. B: Inmunocromatografia de muestras purificadas de antigeno F con
varias concentraciones. C: Inmunocromatografia de muestras de extractos de la cepa cultivada de neumococo
(ATCC 49619) con varias concentraciones celulares.

Descripcion detallada de la invencién

Los presentes inventores han concebido el uso del antigeno F, que no ha sido empleado en los kits convencionales
de deteccion de antigenos neumocécicos, y han producido un anticuerpo antiantigeno F. Bastante
sorprendentemente, el anticuerpo antiantigeno F asi producido de la presente invencion no exhibia
substancialmente reactividad cruzada con Haemophilus influenzae, con el que mostraba reactividad un anticuerpo
monoclonal antiantigeno F convencional (Fig. 4), y el sistema ELISA que utilizaba el anticuerpo no exhibia
substancialmente reactividad cruzada con una variedad de bacterias, incluyendo Haemophilus influenzae (Fig. 5). Se
ha reportado que el antigeno F y el C-ps tienen la misma estructura de polisacarido (véase, por ejemplo, Sorensen,
Danish Medical Bulletin 42: 47-53 (1995)). Sin embargo, el anticuerpo antiantigeno F de la presente invencion no
exhibia substancialmente reactividad con C-ps (Fig. 2). Es decir, que el anticuerpo antiantigeno F de la presente
invencion es un nuevo anticuerpo que difiere por completo de los anticuerpos antiantigeno F o los anticuerpos anti-
C-ps convencionales, que es altamente especifico para el antigeno F y que reconoce un resto de polisacarido.
Cuando se midio la sensibilidad de un sistema de ensayo para un antigeno neumocécico empleando el anticuerpo
antiantigeno F de la presente invencién, se observd una sensibilidad notablemente alta con respecto a la misma
muestra en comparacion con un sistema de ensayo que empleara un anticuerpo para C-ps (Fig. 3).

Como se describe aqui a continuacion, el anticuerpo antiantigeno F de la presente invencion puede ser producido
mediante el método descrito en los Ejemplos de referencia. Concretamente, se prepara un antigeno F por un método
conocido (véase, por ejemplo, Poxton et al., Biochem. J. 175: 1033-1042 (1978)). Se puede emplear tal cual el
antigeno F asi preparado como inmundégeno. Preferiblemente, se copula el antigeno F preparado con una proteina
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de soporte (v.g., el método de la maleimida o el método del disulfuro de piridilo), y se usa el antigeno F copulado
como inmunogeno. Utilizando el inmundégeno producido, se puede producir un anticuerpo antiantigeno F
correspondiente por un método conocido. Utilizando el antigeno copulado como inmundgeno, se puede producir un
anticuerpo antiantigeno F que no tiene reactividad cruzada con Haemophilus influenzae y que tiene una gran
especificidad hacia los neumococos.

No se impone ninguna limitacion en particular sobre la proteina de soporte para uso en la reaccidon de copulacion,
siempre que la proteina sea de uso general en la técnica. Como ejemplos de la proteina, se incluyen BSA
(seroalbumina bovina), KLH (hemocianina de lapa), OVA (ovoalbumina) y un extracto de Ascaris (extracto bruto). No
se impone ninguna limitacion en particular sobre el agente entrecruzante para uso en la copulacién de la proteina de
soporte y el antigeno F, siempre que el agente entrecruzante sea de uso general en la copulaciéon de proteinas o
péptidos. Se prefiere un reactivo de reaccion divalente hetero que entrecruce un grupo SH y un grupo amino. Como

ejemplos especificos, se incluyen m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), N-(4-
maleimidobutiriloxi)succinimida (GMBS), N-(6-maleimidocaproiloxi)succinimida (EMCS), N-(8-
maleimidocapriloxi)succinimida (HMCS), N-(11-maleimidoundecanoiloxi)succinimida (KMUS), N-((4-(2-

maleimidoetoxi)succinil)oxi)succinimida  (MESS), N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato
(SMCC), m-maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-MBS), N-(4-maleimidobutiriloxi)sulfosuccinimida
(sulfo-GMBS), N-(6-maleimidocaproiloxi)sulfosuccinimida (sulfo-EMCS), N-(8-maleimidocapriloxi)sulfosuccinimida
(sulfo-HMCS), N-(11-maleimidoundecanoiloxi)sulfosuccinimida (sulfo-KMUS) y sulfosuccinimidil-4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-SMCC).

El anticuerpo de la presente invencién puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal, siempre que
el anticuerpo responda a un antigeno F neumocécico, y ademas incluye un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos substancialmente idéntica al anticuerpo anterior. El anticuerpo de la presente invencién también incluye
el correspondiente anticuerpo de la molécula entera, un anticuerpo recombinante del mismo, un fragmento o
producto modificado del mismo y un anticuerpo bivalente o monovalente correspondiente.

Se puede producir el anticuerpo monoclonal inmunizando a un ratén o una rata inyectandole subcutanea,
intraperitoneal o intramuscularmente el inmundégeno antes mencionado o el inmundgeno y un adyuvante adicional
(v.g., adyuvante de Freund), produciendo un hibridoma de inmunocitos del animal inmunizado y células de mieloma
y seleccionando un hibridoma que produce un anticuerpo especifico de interés entre los hibridomas producidos. Se
lleva a cabo la inmunizacion una o varias veces en semanas alternas utilizando un antigeno en una cantidad de, por
ejemplo, 0,1 a 100 pg/organismo o en una cantidad absoluta de 0,1 a 100 pg/organismo reducida a la proteina de
soporte usada en la copulacion, preferiblemente de 1 a 10 pg/organismo.

Se puede producir el anticuerpo policlonal por inmunizacion de un conejo o una cabra mediante inyeccion
subcutanea del inmunégeno antes mencionado y un adyuvante adicional (v.g., adyuvante de Freund). Se lleva a
cabo la inmunizaciéon una o varias veces en semanas alternas utilizando un antigeno en una cantidad de, por
ejemplo, 10 a 500 pg/organismo o en una cantidad absoluta de 0,1 a 1.000 ug/organismo reducida a la proteina de
soporte usada en la copulacion, preferiblemente de 10 a 500 ug/organismo. Se toma una muestra de sangre del
animal asi inmunizado y se recoge una fraccion de IgG por un método conocido, tal como purificacion de afinidad
(utilizando Proteina A o similares) o resina de intercambio idnico. Si es necesario, se puede realizar en combinacion
un procedimiento de purificacion adicional (v.g., purificacion mediante filtracion por gel).

Se desvela que el término "un anticuerpo que tiene una secuencia de aminoacidos substancialmente idéntica" se
refiere a un anticuerpo que tiene una secuencia de aminoacidos equivalente a la del anticuerpo original, excepto por
el hecho de que se han eliminado, substituido, insertado o afiadido de uno a varios (v.g., de 1 a 30, preferiblemente
de 1 a 20, mas preferiblemente de 1 a 10, incluso mas preferiblemente de 1 a 5) residuos de aminoacidos, y que
responde a un antigeno F. Las técnicas para eliminar, substituir, insertar o afadir de uno a varios residuos de
aminoacidos en una secuencia especifica de aminoacidos son conocidas en este campo. Por ejemplo, se pueden
emplear una variedad de métodos, tales como la mutagénesis especifica de sitio.

También se desvela que, siempre que se asegure una respuesta a un antigeno F neumocdcico, "el anticuerpo que
tiene una secuencia de aminoacidos substancialmente idéntica" también incluye un anticuerpo que tiene una
identidad de secuencia del 80% o mas, preferiblemente del 85% o mas, mas preferiblemente del 90% o mas, incluso
mas preferiblemente del 95% o mas, con respecto a la del anticuerpo original. Se determina la identidad entre
secuencias de aminoacidos mediante, por ejemplo, el método de Lipman-Pearson (Science, 227, 1435 (1985)).
Especificamente, se calcula la homologia mediante analisis usando un programa de analisis de homologia
(busqueda de homologia) de un software de procesamiento de informacion genética Genetyx-Win (Ver. 5.1.1)
(Software Development Co., Ltd.), estableciendo ktup (tamafo de la unidad para hacer la comparacion) en 2.

Como ejemplos del fragmento de anticuerpo, se incluyen Fab, F(ab’);, Fv, Fab/c y Fv de cadena sencilla (scFv).
Estos fragmentos de anticuerpo pueden ser producidos tratando el correspondiente anticuerpo con una enzima (v.g.,
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papaina o pepsina) o produciendo un gen codificante de dicho fragmento y expresando el gen en cualquier célula
huésped (véanse, por ejemplo, Co, M. S. et al., J. Immunol. (1994) 152, 2968-2976; Better, M. & Horwitz, A. H.,
Methods in Enzymology (1989) 178, 476-496, Academic Press, Inc.; Plueckthun, A. & Skerra, A., Methods in
Enzymology (1989) 178, 476-496, Academic Press, Inc.; Lamoyi, E., Methods in Enzymology (1989) 121, 652-663;
Rousseaux, J. et al., Methods in Enzymology (1989) 121, 663-669; o Bird, R. E. et al., TIBTECH (1991) 9, 132-137).

Se puede producir el fragmento scFv por union de la region V de la cadena H de un anticuerpo a la region V de su
cadena L. En scFv, la region V de la cadena H y la region V de la cadena L se unen preferiblemente por medio de un
conector, preferiblemente un conector peptidico (Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85, 5879-
5883). En un método alternativo, se produce un gen codificante de dicho péptido conector y se expresa el gen en
cualquier célula huésped. Se puede producir el producto modificado del anticuerpo por modificacién quimica del
anticuerpo. Se puede producir el anticuerpo recombinante expresando cualquier gen de anticuerpo mutado en
células huésped. Los métodos para producir anticuerpos recombinantes y productos modificados de anticuerpos son
conocidos en la técnica.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para detectar o cuantificar un antigeno
neumocacico, caracterizado por que el método consiste en detectar o cuantificar un antigeno F neumocécico en
una muestra derivada de un organismo vivo mediante un ensayo inmunoldgico empleando el anticuerpo antiantigeno
F de la presente invencion. Dado que el método de deteccion segun la presente invencion permite la deteccion
rapida, simple y altamente sensible de un antigeno neumocécico, se puede realizar un diagnéstico rapido y correcto.
Gracias al empleo del método de cuantificacion segun la presente invencion, se pueden determinar el efecto y otras
propiedades del farmaco con respecto a una enfermedad causada por neumococos de una forma rapida,
conveniente y altamente sensible. Asi, estos métodos contribuyen a la seleccion en fase temprana de un método
terapéutico apropiado.

No se impone ninguna limitacién particular sobre la muestra derivada de un organismo vivo, y como ejemplos se
incluyen muestras derivadas de organismos vivos tales como tejidos, érganos y fluidos corporales (v.g., esputo, frotis
de la cavidad nasal o de la epifaringe, fluido del oido medio, fluido otorreico, fluido de los senos paranasales, liquido
cefalorraquideo, orina, sangre y linfa), y muestras derivadas de productos cultivados de los mismos. La muestra
deriva preferiblemente de esputo, frotis de la cavidad nasal o de la epifaringe, fluido del oido medio, fluido otorreico,
fluido de los senos paranasales, liquido cefalorraquideo, orina, sangre o linfa. Si es necesario, se somete la muestra
a un tratamiento preliminar rutinario, tal como un tratamiento con un surfactante, un acido o un alcali, y extraccion,
concentracion, dilucién, etc. con calor o por otros medios.

El método de la presente invencion proporciona una mayor sensibilidad en comparacién con los métodos de ensayo
convencionales. Por lo tanto, en una realizacion preferida de la presente invencion, se estudian muestras que no
pueden ser analizadas con una sensibilidad satisfactoria mediante los métodos de ensayo convencionales, v.g.,
fluido del oido medio, fluido otorreico, fluido de los senos paranasales, liquido cefalorraquideo y muestras derivadas
de sangre. Por ejemplo, como el neumococo es una bacteria causal para la meningitis, la otitis media, la sepsis, etc.,
se puede identificar la bacteria causal para estas enfermedades con una mayor sensibilidad estudiando el fluido del
oido medio, el fluido otorreico, el fluido de los senos paranasales, el liquido cefalorraquideo o una muestra derivada
de sangre mediante el método de la presente invencion.

En el método de la presente invencion, se puede emplear cualquier método de inmunoensayo conocido en la técnica
como método de ensayo inmunoldgico. Como ejemplos de tales métodos, se incluyen el radioinmunoensayo (RIA),
el enzimoinmunoensayo (EIA), tal como el ELISA, el método de aglutinacion con latex (LTIA) y la
inmunocromatografia. Desde el punto de vista de la sensibilidad en la deteccidon, se emplea preferiblemente el
ensayo en sandwich. Desde el punto de vista de la realizacion de un analisis simple y rapido, se prefiere la
inmunocromatografia. Cuando se emplea la inmunocromatografia, se puede completar el diagndstico de un paciente
al lado de la cama o de un paciente ambulatorio en un corto periodo de tiempo.

En el ensayo inmunolégico antes mencionado, se puede usar cualquier substancia de marcaje empleada en la
técnica. Como ejemplos de dichas substancias de marcaje, se incluyen enzimas, tales como la peroxidasa de
rabano picante (HRP), la fosfatasa alcalina y la B-galactosidasa; radioisétopos (RI), tales como I, 2P, *C, **S y
3H; substancias fluorescentes, tales como FITC y tiocianato de tetrametilrodamina; substancias luminiscentes, tales
como substancias quimioluminiscentes; y substancias visualizadoras, tales como oro coloidal y latex coloreado. De
manera alternativa, también se puede emplear un sistema de sensibilizacion que utiliza avidina marcada con una de
las substancias de marcaje antes mencionadas tras un marcaje primario con biotina, o un método de deteccion que
utiliza una substancia que tiene afinidad por una substancia de bajo peso molecular, tal como digoxigenina, y que
esta marcada con una de las substancias de marcaje antes mencionadas (v.g., anticuerpo) tras un marcaje primario
con la substancia de bajo peso molecular.

La presente invencion también proporciona un kit para detectar un antigeno neumocdcico, donde el kit emplea el
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método de deteccion o cuantificacion de la presente invencion. El kit de la presente invencién contiene un anticuerpo
segun la invencién que reconoce especificamente un antigeno F neumocdcico. El kit de la presente invencion puede
también contener otros reactivos y materiales para uso en inmunoensayo. Por ejemplo, el kit de la presente
invencioén, que contiene el anticuerpo de la presente invencién, puede ademas contener una fase sélida para uso en
inmunocromatografia, ELISA o el método de aglutinacion con latex (v.g., tira, placa y perlas), y un reactivo, tal como
una substancia de marcaje.

Ejemplos

La presente invencion sera descrita a continuacion con detalle por medio de ejemplos, que no se ha de considerar
que limitan la invencién a los mismos.

Ejemplo de referencia 1: Preparacion de inmunogeno para producir anticuerpo antiantigeno F
1) Preparacion de antigeno F

Se preparo un antigeno F segun un método de Poxton et al. (Biochem. J. 175: 1033-1042 (1978)). En primer lugar,
se cultivd neumococo usando medio de agar sangre de oveja o caldo de infusién de cerebro y corazon, y se
recuperaron las pellas de neumococo por raspado o centrifugacion. Se suspendieron las pellas asi recuperadas en
agua purificada en una cantidad apropiada y se rompieron por ultrasonidos. Se calenté este producto y se centrifugd
después, para recuperar asi pellas. Se repitid el procedimiento de suspension de las pellas en agua purificada,
ultrasonicacion y centrifugacion varias veces, para eliminar asi suficientemente los componentes hidrosolubles. Se
afadieron las pellas insolubles en agua asi obtenidas a SDS hervido para ajustar la concentracion final al 2,5% de
SDS, y se agitdé la mezcla a temperatura ambiente durante varias horas. Se repitid6 el procedimiento de
centrifugacion y lavado con agua varias veces, para recuperar asi un componente insoluble. Se disolvio el
componente insoluble en TCA a una concentracion final del 10% (solucion de TCA) y se agito la solucién enfriando
durante varias horas o mas. Tras centrifugacion, se recuperd el sobrenadante y se eliminé el TCA usando éter
dietilico o similar. Se dializé el producto frente a agua purificada. Se liofilizo la solucién asi obtenida, para obtener de
este modo un polvo blanco, que se pensaba era una mezcla de un antigeno F y acido nucleico. Sin embargo, como
el acido nucleico no tiene inmunogenicidad, se empled el polvo obtenido como antigeno para producir un anticuerpo
antiantigeno F (antigeno F) en la etapa siguiente.

2) Evaluacion de la pureza del antigeno F

Se peso el polvo blanco (1 mg) y se disolvié en agua ultrapura (1 ml), y se comprobd la copresencia de proteina en
la solucién por medio de un kit de ensayo de proteinas comercial (método del acido bicinconinico: kit de medicion de
BCA, producto de Pierce). La concentracion de la proteina era inferior a 31,25 ug/ml, que era el nivel minimo de
deteccion del kit de medicion de BCA, lo que indica que la cantidad de proteina copresente en la solucién era
extremadamente pequefa.

3) Preparacion del inmundégeno

Haciendo referencia al informe de Szu et al. (Infection and Immunity 54: 448-455 (1986)), se copul6 el antigeno F
antes obtenido con una proteina de soporte (KLH: hemocianina de Limulus polyphemus) o un extracto de Ascaris
comercial (producido por LSL, distribuido por Cosmo Bio). Se emplearon el antigeno copulado a la proteina de
soporte y el antigeno no copulado (antigeno F) como inmundgeno cada uno de ellos. Es decir, se realizé el siguiente
procedimiento.

1: Se tratd la proteina de soporte suspendida en tampdn fosfato con un agente reductor de grupos SH (v.g.,
ditiotreitol o 2-mercaptoetanol). Después del tratamiento, se substituyd la mezcla por tampén fosfato mediante
una técnica tal como filtracién por gel o didlisis.

2: Paralelamente a la operacion anterior, se disolvié una cantidad apropiada de antigeno F en tampoén fosfato. Se
afadié entonces un reactivo de reaccion divalente (sulfo-SMCC o sulfo-KMUS) que entrecruza el SH libre y un
grupo amino a la solucién, en una cantidad de 0,1 a 2 mg (preferiblemente de 0,2 a 1 mg) con respecto al
antigeno F (1 mg).

3: Se dejoé que la mezcla reaccionara a temperatura ambiente y se retiré el exceso de cantidad del reactivo de
reaccion divalente mediante una técnica tal como dialisis o filtracion por gel.

4: Se afadio el antigeno F tratado con el reactivo de reaccion divalente en la operacion 2 en una cantidad de 0,1
a 10 mg (preferiblemente de 0,5 a 5 mg) a la proteina de soporte reducida con SH (1 mg) obtenida mediante la
operacion 1.

5: Se llevo a cabo la reaccion enfriando durante un periodo de tiempo suficiente y se dializé de nuevo la mezcla
de reaccion. Se empled la solucion asi recuperada como inmunégeno para producir un anticuerpo para el
antigeno F.
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Ejemplo 1: Produccion de anticuerpo antiantigeno F
1) Produccioén de anticuerpo policlonal antiantigeno F

Se inmuniz6 a conejos (n = 11) con el inmundgeno producido en el Ejemplo de referencia 1 por inyeccion
subcutanea con un adyuvante (v.g., adyuvante de Freund). La cantidad de inmunizacién era de 10 a 500
ug/organismo en el caso del uso unicamente del antigeno F y de 0,1 a 1.000 pg/organismo, preferiblemente de 10 a
500 npg/organismo (cantidad absoluta de proteina de soporte) en el caso del antigeno copulado con proteina de
soporte. Se realizé la inmunizaciéon una o varias veces en semanas alternas. Se tomaron muestras del antisuero
parcialmente y se comprobo su reactividad con el antigeno usado en la inmunizacién. Se recogié entonces un gran
volumen o la totalidad del volumen de sangre. En el caso de la recogida de un gran volumen de sangre, se llevo a
cabo la recogida varias veces mientras se continuaba con la inmunizacién, sin imponer una carga a cada animal. Se
centrifugd la sangre entera asi recogida y se congel6 y almacend la fraccion de suero para que sirviera como
antisuero. Se descongelé una cantidad apropiada del antisuero y se purificé por afinidad usando Proteina A o
similar, por medio de resina de intercambio i6nico, etc., para obtener asi una fraccion de IgG. Segun las
necesidades, se realizé una purificacion mediante filtracion por gel en combinacion.

2) Produccién de anticuerpo monoclonal antiantigeno F

Se inmunizé a ratones o ratas con el inmunégeno producido en el Ejemplo de referencia 1 inyectandoles
subcutanea, intraperitoneal o intramuscularmente el inmunégeno o el inmundgeno y un adyuvante adicional (v.g.,
adyuvante de Freund). La cantidad de inmunizacion era de 0,1 a 100 ug/organismo en el caso de la utilizacion
Unicamente de antigeno F y de 0,1 a 100 ug/organismo, preferiblemente de 1 a 10 pg/organismo (cantidad absoluta
de proteina de soporte) en el caso del antigeno copulado a la proteina de soporte. Se llevd a cabo la inmunizacion
una o varias veces en semanas alternas. Se tomaron muestras del antisuero parcialmente y se comprob6 su
reactividad con el antigeno usado en la inmunizacion. Se extrajeron el bazo, el timo y los ganglios linfaticos de cada
animal y se recuperaron los inmunocitos de los mismos. Se fusionaron los inmunocitos con células de mieloma
murinas (v.g., P3U1) por un método conocido, tal como el método del polietilenglicol, para producir asi hibridomas.
Entre los hibridomas asi producidos, se seleccioné por dilucién limitante un hibridoma que reaccionaba con el
antigeno de interés. Se purificé un anticuerpo monoclonal a partir del liquido ascitico y del sobrenadante de cultivo
del hibridoma asi seleccionado mediante purificacion por afinidad usando Proteina A o similares, por medio de una
resina de intercambio ionico, etc. Segun las necesidades, se realizé una purificacion mediante filtracion por gel en
combinacion.

Ejemplo 2: Titulo de anticuerpos antiantigeno F

Se diluyeron apropiadamente los antisueros, producidos a partir de 11 conejos en el Ejemplo 1 (es decir, N° 1 a N° 5:
cinco conejos inmunizados con un antigeno producido con KLH como proteina de soporte entrecruzada con sulfo-
SMCC; N° 6 a N° 9: cuatro conejos inmunizados con un antigeno producido a partir de un extracto de Ascaris como
proteina de soporte entrecruzada con sulfo-KMUS; y N° 10 y 11: dos conejos inmunizados sélo con antigeno F), (N°
1 a 5: x50.000, N° 6 a 9: x50.000 y N° 10 y 11: x1.000). Se evalud el titulo de cada antisuero por reaccion del
antisuero con una placa con antigeno F inmovilizado. La Fig. 1 muestra los resultados. Como se ve claramente por
la Fig. 1, todos los antisueros obtenidos de los 11 conejos resultaron tener una fuerte reaccion con la placa que tenia
antigeno F inmovilizado. También se vio que estos antisueros no reaccionaban con una placa que tenia
seroalbumina bovina (BSA) inmovilizada y que servia como control. Por lo tanto, se vio que todos los sueros
producidos mediante el método antes mencionado exhibian una intensa capacidad de respuesta antiantigeno F.

Ejemplo 3: Reactividad antigénica en un ELISA en sandwich empleando anticuerpos antiantigeno F

Se obtuvieron fracciones de IgG de los antisueros N° 1 y 5 entre los antisueros del Ejemplo 1 mediante purificacion
con Proteina A y purificacion por filtracion por gel. Usando estos anticuerpos policlonales, se establecieron sistemas
de ensayo ELISA en sandwich y se evalud su rendimiento. En otras palabras, se afiadié cada una de las muestras
que contenian el antigeno F o el C-ps (de 0,041 a 10 ng/ml) a una placa inmovilizada sobre la que se habia fijado un
anticuerpo purificado derivado del suero N° 5, para que el antigeno reaccionara asi con el anticuerpo. En el sistema
de ensayo que emplea el anticuerpo antiantigeno F, se lavo la placa y se le afiadié un anticuerpo purificado marcado
con biotina derivado del suero N° 1, para que la muestra reaccionara asi con la placa. Se lavo la placa de nuevo y se
afadié a la placa estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP), para que la estreptavidina
reaccionara asi con la biotina. A continuacién, se midié el desarrollo de color de la HRP por medio de un medidor de
absorbancia. De un modo similar, se produjo un sistema de ensayo ELISA en sandwich que empleaba un anticuerpo
policlonal anti-C-ps mediante el uso de C-ps comercial, y se midié el desarrollo de color de la HRP.

En base a los datos de absorbancia obtenidos, se compararon los dos sistemas de ensayo entre si. Hasta ahora, se
ha reportado que el antigeno F y el C-ps tienen la misma estructura de polisacarido (Sorensen, Danish Medical
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Bulletin 42: 47-53 (1995)). Por lo tanto, se pensé que ambos sistemas de ensayo daban una reaccién cruzada con el
C-ps y el antigeno F. Sin embargo, como se muestra en la Fig. 2, el sistema de ensayo ELISA en sandwich que
emplea el anticuerpo policlonal antiantigeno F de la presente invencién detectaba el antigeno F, pero no detectaba
el C-ps (Fig. 2A). De forma similar, el sistema de ensayo ELISA en sandwich que emplea el C-ps detectaba el C-ps,
pero no detectaba el antigeno F (Fig. 2B).

Por lo tanto, se vio que el anticuerpo antiantigeno F de la presente invencion reconocia especificamente solo el
antigeno F. El anticuerpo antiantigeno F de la presente invencién no tenia reaccion cruzada con C-ps (Fig. 2), lo que
indica que el anticuerpo es completamente nuevo y difiere de los anticuerpos anti-C-ps convencionalmente
empleados.

Ejemplo 4: Reactividad bacteriana en un ELISA en sandwich empleando anticuerpos antiantigeno F

Se investigo la reactividad de los dos sistemas de ensayo ELISA en sandwich producidos en el Ejemplo 3 con un
extracto de células de neumococos. El extracto celular era una solucion producida rompiendo neumococos (ATCC
49619) obtenidos por cultivo por medio de un surfactante, ultrasonicacion u otros medios. Como se muestra en la
Fig. 3, el sistema de ensayo que emplea el anticuerpo antiantigeno F de la presente invencion era capaz de detectar
un antigeno neumocdcico en el extracto de células de neumococos con una sensibilidad 100 veces mayor que la
obtenida mediante el sistema de ensayo que emplea el anticuerpo anti-C-ps. Por consiguiente, se vio que el sistema
ELISA que emplea el anticuerpo antiantigeno F de la presente invencion detectaba neumococos en una muestra
derivada de un organismo vivo con una sensibilidad notablemente elevada, en comparacion con un sistema de
ensayo para C-ps convencionalmente empleado. Notablemente, como se muestra en la Fig. 2, cuando se estudio el
antigeno purificado, la sensibilidad era practicamente la misma (aproximadamente 0,1 ng/ml) en ambos sistemas de
ensayo. Por lo tanto, se sugirié6 que la diferencia en la sensibilidad observada al estudiar muestras derivadas de
organismos vivos era concebiblemente atribuible a la diferencia en la cantidad de expresion entre los antigenos de
los neumococos.

Ejemplo 5: Reactividad cruzada de un sistema ELISA en sandwich que emplea anticuerpos antiantigeno F
con otras especies bacterianas

Los anticuerpos antiantigeno F y los sistemas de deteccién de antigeno F conocidos (Kolberg et al., Microbial
Pathogenesis 22: 321-329 (1997), o Stuertz et al., J. Clin. Microbiol. 36: 2346-2348 (1998)) emplean un resto de
fosforilcolina como epitopo. Por lo tanto, se sugiere que estos anticuerpos y sistemas de deteccion tienen de manera
poco ventajosa una fuerte reactividad cruzada con C-ps, Haemophilus influenzae, etc. distintos del antigeno F.

Por lo tanto, se investigaron los sistemas de ensayo ELISA en sandwich que emplean cada uno de los anticuerpos
policlonales antiantigeno F de la presente invencion derivados de los antisueros (N° 1 a 11) producidos en el
Ejemplo 1 en términos de reactividad cruzada entre bacterias. Como comparacion, se realizé un experimento similar
utilizando un anticuerpo monoclonal murino HAS que emplea un resto de fosforilcolina como epitopo (Statens Serum
Institut, Denmark, Reference: Infection and Immunity 1984; 43: 876-878, Microbial Pathogenesis 1993; 14: 299-305).

1) Reactividad cruzada entre neumococos y Haemophilus influenzae

Se rompieron las células cultivadas de los neumococos (ATCC 49619) y las de Haemophilus influenzae (Tipo B,
ATCC 31441) por ultrasonicacion. Se sometié cada extracto bacteriano a un ensayo de proteinas por medio de un kit
de ensayo de proteinas comercial (método del acido bicinconinico: kit de ensayo BCA, Pierce). Se diluyo el extracto
de cada bacteria con D-PBS a una concentracion de 1,0 ug/ml y se inmovilizé la solucion durante la noche en una
placa de ELISA. Se bloqueé la placa mediante una técnica convencional y se hizo que cada uno de los antisueros
apropiadamente diluidos producidos en el Ejemplo 1 (N° 1 a 5: x50.000, N° 6 a 9: x50.000 y N° 10y 11: x1.000) o un
liquido diluido del anticuerpo HAS antes mencionado (x125) reaccionara con la placa. A continuacion, se revelo el
color de cada placa con un anticuerpo IgG anticonejo marcado con HRP o un anticuerpo IgM antirratén marcado con
HRP, y se midio6 el desarrollo de color de la HRP por medio de un medidor de absorbancia. Como placa de control,
se empled una placa inmovilizada con BSA. La Fig. 4 muestra los resultados.

Los antisueros N° 10 y 11 obtenidos por inmunizacién unicamente con el antigeno F y el anticuerpo HAS que
empleaba fosfocolina como epitopo reaccionaban ambos con el antigeno de los neumococos rotos y el antigeno de
Haemophilus influenzae roto. Por el contrario, los antisueros N° 1 a 9, producidos por inmunizacién con un antigeno
copulado, no exhibian reactividad cruzada con Haemophilus influenzae, lo que indica una gran especificidad hacia
los neumococos, aunque solo el antisuero N° 8 exhibia una débil reactividad cruzada. Por lo tanto, se sugiere que
los anticuerpos producidos a partir de un antigeno preparado por entrecruzamiento del antigeno F con una proteina
de soporte como inmundgeno, no teniendo dichos anticuerpos reactividad cruzada con Haemophilus influenzae, la
cual si la tiene el anticuerpo HAS, son anticuerpos antiantigeno F que no reconocen la fosfocolina. Por el contrario,
los antisueros producidos a partir del antigeno F no copulado con una proteina de soporte como inmunégeno
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resultaron contener un anticuerpo que tiene fosforilcolina como epitopo, el cual es similar al anticuerpo HAS.
2) Comparacion de la reactividad cruzada entre una pluralidad de especies bacterianas

Se investigé también la reactividad cruzada entre muchas especies bacterianas. Se repitid el procedimiento del
Ejemplo 5-1), excepto por utilizar las bacterias enumeradas en la Tabla 1, para valorar asi la reactividad del
anticuerpo de la presente invencion. La Fig. 5 muestra los resultados. El anticuerpo de la presente invencion exhibia
reactividad cruzada con S. mitis, de forma similar al caso del anticuerpo producido por Stuertz et al. (Stuertz et al., J.
Clin. Microbiol. 36: 2346-2348 (1998)), pero no exhibia reactividad con otras bacteria.

[Tabla 1]
ATCC N° Bacterias Concentracion bacteriana en el extracto

(UFC/ml)

1 25285 | Bacteroides fragilis 1,1E+07
2 BAA-589 | Bordetelia pertussis 9,5E+07
3 66396 | Candida albicans 6,0E+06
4 10700 | Corynebacterium 5,0E+07

pseudodiphtheriticum

5 14116 | Cryptococcus neoformants 4 3E+05
6 8486 | Eubacterium limosum 1,3E+07
7 9006 | Haemophilus influenzae, a 2,7E+06
8 10211 | Haemophilus influenzae, b 5,0E+06
9 9007 | Haemophilus influenzae, ¢ 3,9E+06
10 9008 | Haemophilus influenzae,d 5,0E+06
11 8142 | Haemophilus influenzae,e 4 5E+06
12 700222 | Haemophilus influenzae,f 3,4E+06
13 7901 | Haemophilus parainfluenzae 5,5E+07
14 9997 | Klebsilla pneumoniae 3,6E+07
15 33152 | Legionella pneumophila 3,6E+07
16 33153 | Legionella pneumophila 9,5E+07
17 33216 | Legionella pneumophila 1,0E+07
18 33270 | Micromonas micros 4 1E+07
19 8193 | Moraxella catarrhalis 5,0E+06
20 62501 | Neisseria meningitidis 1,6E+07
21 15032 | Prebotella intermedia 5,5E+07
22 25845 | Prebotella melaninogenica 5,0E+07
23 9027 | Pseudomonas aeruginosa 5,5E+07
24 700699 | Staphylococcus aureus 2,7TE+07
25 14776 | Staphylococcus aureus 5,5E+07
26 33397 | Streptococcus anginosus (grupo G) 3,3E+07
27 12386 | Streptococcus agalactiae (grupo B) 4,1E+07
28 27513 | Streplococcus constellaus 3,3E+07
29 27823 | Streptococcus constellaus 1,2E+06
30 9528 | Streplococcus equi (grupo C) 5,0E+06
31 9895 | Streptococcus intermedius 7,0E+07
32 27335 | Streptococcus intermedius 3,2E+07
33 49456 | Streptococcus mitis 1,2E+07
34 35037 | Streptococcus oralis (grupo A) 7,0E+05
35 49619 | Streptococcus pneumoniae 1,2E+07
36 10556 | Streptococcus sanguis 6,0E+07
37 9963 | Streptococcus sp. (grupo F) 4,4E+07
38 8149 | Haemophilus influenzae, sin tipo 1,1E+07

El anticuerpo antiantigeno F de la presente invencion, que reconoce un resto de polisacarido, exhibia una gran
especificidad hacia el neumococo, en comparacion con los anticuerpos antiantigeno F convencionales que emplean
fosforilcolina como epitopo. Ademas, como el anticuerpo antiantigeno F de la presente invencion no tiene reactividad
hacia Haemophilus influenzae, que causa facilmente una infeccién mixta con el neumococo en marcos clinicos, el
anticuerpo de la invencion es util en pruebas clinicas sin sufrir interferencias por Haemophilus influenzae. Ademas,
el sistema de ensayo ELISA que emplea el anticuerpo de la presente invencién exhibia una sensibilidad de 0,041 a
10 ng/ml (mostrado en el Ejemplo 3), la cual es notablemente superior (aproximadamente 75 veces) en comparacion
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con las sensibilidades convencionalmente reportadas de los sistemas de ensayo ELISA (v.g., de 3,1 a 50 ng/ml,
reportado por los antes mencionados Stuertz ef al.).

Ejemplo de referencia 2: Medios inmunocromatograficos

En la presente invencion, se puede llevar a cabo una inmunocromatografia por una técnica convencional. Por
ejemplo, se pueden emplear medios cromatograficos, incluyendo tiras y otros materiales, segin se muestra en la
Fig. 6. Una realizacion de los medios cromatograficos tiene, en un lado del substrato, tal como una lamina base de
plastico en un extremo, una porcién de aplicacion de muestra (almohadilla de muestra) y una porcién que mantiene
un anticuerpo antiantigeno F marcado en estado seco (almohadilla de conjugado), una porciéon de nitrocelulosa y
una porcidn para absorber el exceso de cantidad de la muestra (almohadilla de absorcion). En caso de que la
solucion de anticuerpo antiantigeno F marcado y una muestra sean absorbidas por la almohadilla de muestra, se
puede omitir la almohadilla de conjugado. La almohadilla de muestra, la almohadilla de conjugado y la almohadilla
de absorcion estan preferiblemente formadas por fibra de vidrio, celulosa, algodén o un material poroso formado por
una mezcla de éstos (v.g., papel de filtro). Se prefiere nitrocelulosa con un tamafio de poro de 1,0 a 20 um
(preferiblemente de 5,0 a 15,0 um).

Sobre la porcidon de nitrocelulosa, se aplica el anticuerpo policlonal antiantigeno F purificado antes mencionado
(concentracion: de 0,1 a 10 mg/ml, preferiblemente de 0,2 a 5 mg/ml) (véase la linea de ensayo). Sobre el area
apartada de la linea de ensayo, por ejemplo, se aplica una IgG de cabra o de ratén que tiene actividad anti-IgG de
conejo (concentracion: de 0,1 a 10 mg/ml) (véase la linea de control). Después de secar, se bloquea el medio
cromatografico con proteina, polimero, etc. Como ejemplos del material de bloqueo que puede ser utilizado en la
invencion, se incluyen proteinas, tales como leche desnatada, BSA, caseina y gelatina, y polimeros, tales como
alcohol polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenglicol (PEG).

El material marcador del anticuerpo es preferiblemente oro coloidal con un tamafio de particula de 20 a 150 nm
(preferiblemente de 30 a 100 nm). Como alternativa, se pueden emplear también particulas de latex coloreadas y
otros metales coloidales. Estos materiales de marcaje se unen a un anticuerpo por adsorcién directa de los mismos
sobre particulas de coloides o de latex, uniéon covalente a través de otra proteina, unién covalente a través de grupos
funcionales sobre las particulas de latex u otro método apropiado. De forma similar al caso de la nitrocelulosa, se
puede bloquear el material de marcaje usando proteinas, tales como leche desnatada, BSA, caseina y gelatina, y
polimeros, tales como alcohol polivinilico (PVA), polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenglicol (PEG). Se impregna
entonces el material poroso antes mencionado con el anticuerpo policlonal antiantigeno F marcado producido por el
método antes mencionado y una proteina, tal como leche desnatada, BSA, caseina o gelatina, o un polimero tal
como PVA, PVP o PEG, y un sacarido, y se seca, para obtener asi una almohadilla de conjugado. La almohadilla de
conjugado, una almohadilla de muestra, una almohadilla de absorcion y la porcidon de nitrocelulosa formadas
mediante el método anterior se apilan sobre el substrato, para fabricar asi una tira inmunocromatografica. Se puede
usar la tira, cuando esta dentro de un estuche de plastico o tiene un sello laminado unido a la misma (Figs. 6C y 6D).

Ejemplo 6: Evaluacion del rendimiento de la inmunocromatografia en sandwich empleando anticuerpos
antiantigeno F

Se fabricé una tira inmunocromatografica que tenia una almohadilla de conjugado que albergaba un anticuerpo
antiantigeno F marcado con oro coloidal en estado seco. Se diluyé una muestra, tal como un exudado, un frotis, un
esputo, sangre, liquido cefalorraquideo u orina con origen en otitis media, neumonia, meningitis, etc., con un tampdn
fosfato que contenia surfactante o similar. Se sumergio una tira cromatografica en la muestra diluida (extracto de
muestra), para revelar asi la muestra (Fig. 7A). A los quince minutos de iniciar el revelado, se comprobd visualmente
si la muestra era positiva o negativa. Como resultado, se observo una linea roja en la posicion de la linea de ensayo
cuando la concentracion de antigeno F cayd dentro del rango de 10 a 0,6 ng/ml, con lo que se confirmé que la
muestra era positiva. Por el contrario, en caso de usar un tampén en lugar del antigeno F, no se observé ninguna
linea roja en la posicion de la linea de ensayo, con lo que se confirmdé que la muestra era negativa (Fig. 7B).
Mediante la misma técnica, se estudié un extracto bacteriano que tenia una concentracion celular conocida por
medio de la misma tira inmunocromatografica. Cuando solo se aplicé tampoén (concentracion celular: 0), no se
observé ninguna linea en la posicion de la linea de ensayo, lo cual era similar al caso anterior. Por el contrario,
cuando se aplicé un extracto de neumococos, la linea de ensayo pudo confirmar una concentracion celular de 10°
UFC/ml, lo que indica que la muestra era positiva (Fig. 7C).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se obtiene por inmunizacién con antigeno F neumocdcico copulado con una proteina de
soporte seleccionada entre seroalbumina bovina, hemocianina de lapa, ovalbumina y un extracto de Ascaris,
caracterizado por que el anticuerpo reconoce especificamente un antigeno F neumocadcico, donde el anticuerpo no
tiene reactividad cruzada con Haemophilus influenzae y no exhibe reactividad cruzada con un antigeno C-ps
neumocacico.

2. El anticuerpo segun la reivindicacion 1, donde se copula dicho antigeno F neumocdcico con dicha proteina de
soporte usando, como agente entrecruzante, un reactivo de reaccion divalente hetero que entrecruza un grupo SH y
un grupo amino.

3. El anticuerpo segun la reivindicaciéon 2, donde dicho reactivo de reaccién es m-maleimidobenzoil-N-

hidroxisuccinimida, N-(4-maleimidobutiriloxi)succinimida, N-(6-maleimidocaproiloxi)succinimida, N-(8-
maleimidocapriloxi)succinimida, N-(11-maleimidoundecanoiloxi)succinimida, N-((4-(2-
maleimidoetoxi)succinil)oxi)succinimida, N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimida, N-(4-maleimidobutiriloxi)sulfosuccinimida, N-(6-
maleimidocaproiloxi)sulfosuccinimida, N-(8-maleimidocapriloxi)sulfosuccinimida, N-(11-

maleimidoundecanoiloxi)sulfosuccinimida o sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil )ciclohexano-1-carboxilato.

4. Un método para detectar o cuantificar un antigeno neumocacico, consistente en detectar o cuantificar un antigeno
F neumocécico en una muestra derivada de un organismo vivo mediante un ensayo inmunolégico que emplea un
anticuerpo segun se indica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. El método segun la reivindicacion 4, donde la muestra derivada de un organismo vivo deriva del oido medio o del
seno paranasal.

6. Un kit para detectar un antigeno neumocacico, conteniendo el kit un anticuerpo como se indica en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

7. El kit segun la reivindicacion 6, para llevar a cabo el método indicado en la reivindicacion 4.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 7
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