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DESCRIPCIÓN 
 
Inmunoensayo de cribado múltiplex. 
 
Antecedentes de la invención 5 
 
Las enfermedades infecciosas y las fiebres hemorrágicas víricas (VHFs) plantean un problema de salud pública 
importante, debido a la gravedad de las enfermedades, a la elevada mortalidad, a la contagiosidad entre 
humanos de ciertos agentes, y a la falta de tratamiento eficaz para la mayoría de ellas. 
 10 
Algunas de ellas son provocadas por virus de ARN muy infecciosos de varias familias, incluyendo los Flaviviridae 
(virus del dengue, de la fiebre amarilla, del Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada 
por las garrapatas, de la hepatitis C), los Togaviridae (virus de Chikungunya, del Río Ross, de Mayaro, de la 
encefalitis equina occidental, de la encefalitis equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los 
Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorrágica de Crimea-Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), 15 
los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ébola, Marburgo). La 
transmisión se produce habitualmente por contacto con reservorios animales infectados o con vectores de 
artrópodos. Aunque la mayoría de esos virus tienen una mayor aparición en los trópicos y subtrópicos, la 
expansión geográfica de sus reservorios y vectores naturales, y el incremento en los viajes internacionales han 
hecho muy probable la aparición de estos agentes en áreas no endémicas. El control de epidemias depende 20 
crucialmente de la detección rápida y de la identificación exacta del agente, a fin de definir e implementar una 
acción puntual y apropiada. En este contexto, es esencial producir y validar herramientas para la detección 
temprana de brotes, la identificación precisa del agente etiológico, y la vigilancia mejorada de la enfermedad. 
 
A este respecto, la detección de anticuerpos en fluidos corporales constituye una parte importante del 25 
diagnóstico de enfermedades inducidas víricamente, enfermedades autoinmunes, y la detección de cáncer. De 
hecho, ciertos anticuerpos pueden servir como marcadores en el diagnóstico, y pueden conducir al pronóstico y 
tratamiento, ya que se sabe que su presencia se correlaciona con el brote de un patógeno. Este es 
particularmente el caso para los anticuerpos dirigidos exclusivamente contra antígenos víricos. 
 30 
Los métodos actuales para detectar la presencia de anticuerpos incluyen diversas técnicas tales como 
microscopía de inmunofluorescencia, ensayo de quimioluminiscencia, transferencia Western, ensayo de 
radioinmunoprecipitación (RIP), y ELISA (véase Neuman de Vegvar et al, (2004)). Por ejemplo, el equipo de Kim 
H-J. et al. desarrolló recientemente un ELISA competitivo para la detección de anticuerpos contra el virus de la 
fiebre del Valle del Rift en cabras y ganado (The Journal of Veterinary Medical Science, 2011). Sin embargo, 35 
tales técnicas requieren medir cada anticuerpo por separado, y de este modo no son útiles para el análisis 
paralelo, rápido y de alto rendimiento de múltiples anticuerpos en una única muestra de fluido biológico. La 
detección paralela de varios anticuerpos simultáneamente puede ser particularmente útil minimizando los efectos 
de matriz que existen entre ensayos individuales, tales como en los ELISA, debido a que los calibradores y los 
anticuerpos se analizan en las mismas condiciones; por lo tanto, generará resultados comparables para la 40 
medida de múltiples anticuerpos presentes en la misma muestra. 
 
Sin embargo, una complicación de la identificación directa de anticuerpos patogénicamente relevantes es que los 
sueros normales contienen grandes cantidades de anticuerpos naturales que se manifiestan ellos mismos en 
patrones de tinción complejos (Avrameas S. Immunol. Today 1991). La presencia de estos anticuerpos naturales 45 
puede complicar la diferenciación de anticuerpos asociados a la enfermedad a partir del fondo complejo de “ruido 
autoinmune”, es decir, autoanticuerpos de origen natural. Esta es la razón por la que la mayoría de los estudios 
previos evaluaron uno o unos pocos anticuerpos específicos relacionados con una enfermedad, o que han 
identificado como antígenos por medio de ELISA o RIA solamente un número limitado de proteínas homólogas o 
heterólogas purificadas. Fue imposible de establecer un diagnóstico basado en estos anticuerpos. Por otro lado, 50 
la transferencia Western ha evolucionado como la herramienta más importante para detectar anticuerpos debido 
a que permite la identificación simultánea para un espectro amplio de antígenos diferentes. Una nueva técnica 
reciente, capaz de analizar simultáneamente estos patrones de tinción complejos de las transferencias Western, 
se basa en el análisis de imágenes digitales. Esta técnica se ha usado con éxito en estudios de miastenia grave, 
enfermedad de Grave, y uveítis experimental (Zimmerman CW, Electrophoresis 1995). Los anticuerpos también 55 
se pueden detectar y medir en una matriz de chip de proteínas usando técnicas de espectrometría de masas 
mediante desorción/ionización por láser potenciada en superficie (SELDI) o mediante desorción/ionización por 
láser asistida por matriz, preferentemente la técnica de espectrometría de masas de SELDI (documento US 
2006/166268). Sin embargo, estas técnicas usan un gran equipo complicado que es complejo y caro de 
mantener, y requieren una cantidad elevada de las muestras biológicas para lograr la detección de anticuerpos 60 
que se encuentran en una cantidad pequeña. 
 
A partir de lo expuesto anteriormente, existe la necesidad de sistemas y métodos abordables, que puedan 
proporcionar mejoras adicionales en rendimiento elevado, eficacia del coste y exactitud para el diagnóstico 
molecular de enfermedades que generan anticuerpos. La presente invención satisface estas y otras 65 
necesidades. 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 3

 
Leyendas de las figuras  

 
La figura 1 representa el acoplamiento orientado de proteínas quiméricas de AGT-antígeno a microesferas 
revestidas con el sustrato. La primera etapa del acoplamiento consiste en acoplar el sustrato de AGT BG-5 
PEG-NH2 a las microesferas activadas, mediante acoplamiento amínico. La segunda etapa consiste en poner 
en contacto las microesferas revestidas con el sustrato con proteínas de fusión que contienen AGT (por 
ejemplo, el mutante SNAP), estando destinada dicha enzima a unirse covalentemente a su sustrato BG-PEG-
NH2, esto es, a las microesferas. 
 10 
La figura 2 representa la eficiencia del acoplamiento de proteínas quiméricas de SNAP-antígenos víricos 
(SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, 
SNAP-ZIKA), como se sigue mediante anticuerpo anti-SNAP. 
 
La figura 3 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la detección del anticuerpo 15 
monoclonal purificado anti-DV2 en proteína quimérica de SNAP-DV2.EDIII conjugada a microesferas vía el 
sustrato de la proteína hAGT (acoplamiento de la invención), o acoplada a través de un procedimiento de 
acoplamiento amínico estándar, por ejemplo Bio-Plex Amine Coupling Kit, BIORAD. 
 
La figura 4 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la detección del anticuerpo 20 
monoclonal purificado anti-DV1 en proteína quimérica de SNAP-DV1.EDIII conjugada a microesferas, ya sea 
en un formato singleplex o un múltiplex con otras proteínas quiméricas de SNAP-Ags víricos (SNAP-
DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-TBE) acopladas a 
microesferas. 
 25 
La figura 5 representa la reactividad y especificidad del experimento de inmunoensayo múltiplex para la 
detección de diluciones de anticuerpo monoclonal purificado anti-WNV en proteínas quiméricas de SNAP-Ags 
víricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, 
SNAP-JE, SNAP-TBE) acopladas a microesferas. 
 30 
La figura 6 representa la reactividad y especificidad de la detección de IgG anti-DV3 en suero policlonal de 
ratón frente a DV3 (A), y de la detección de IgG anti-YF en suero policlonal de ratón frente a YF (B) en 
inmunoensayos múltiplex en proteínas quiméricas de SNAP-Ags víricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, 
SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-
MVE, SNAP-SLE, SNAP-ZIKA) acopladas a microesferas. 35 
 
La figura 7 representa la reactividad y especificidad de la detección de IgM anti-DV1 (A) y de la detección de 
IgG anti-DV1 (B) en suero infectado con DV1 de un paciente humano en ensayos múltiplex en proteínas 
quiméricas de SNAP-Ags víricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, 
SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-MVE, SNAP-SLE, SNAP-ZIKA, SNAP-40 
TBE) acopladas a microesferas. 
 
La figura 8 describe la estructura del casete pDeSNAPuniv. 
 
La figura 9 describe la estructura del casete pDeSNAPuniv/SBV.N. 45 
 
La figura 10 representa (A) un ensayo de inmunotransferencia realizado sobre los sobrenadantes de células 
S2/SNAP-SBV.N inducidas durante 10 días con Cd2+ (+) o no inducidas (-). La proteína quimérica segregada 
SNAP-SBV.N (MW teórico 50 kDa) se detectó usando un anticuerpo anti-Hisetiqueta, en comparación con 
cantidades definidas de proteína quimérica muy purificada SNAP-TOS.N (MW teórico 49 kDa). (B) 50 
Inmunotransferencia realizada sobre fracciones de columna de cromatografía de exclusión de tamaños 
(tinción con azul de Coomassie de PAGE-SDS) que corresponde a la etapa de purificación final de la proteína 
SNAP+SBV.N segregada a partir de células S2/SNAP+SBV.N inducidas, durante 10 días. 
 
La figura 11 representa un ejemplo de un dispositivo que contiene las microesferas de la invención revestidas 55 
con antígeno. 

 
Descripción detallada de la invención 
 
La enzima 6-alquilguanina-ADN-alquiltransferasa (AGT, también conocida como ATasa o MGMT, y denominada 60 
en adelante como “AGT”) se numera EC 2.1.1.63 en la nomenclatura de enzimas de la IUBMB. Es una enzima 
de reparación del ADN de 6-alquilguanina-ADN-alquiltransferasa de 207 restos de aminoácidos cuya función en 
las células es reparar ADN alquilado. De forma más precisa, AGT actúa sobre guanina metilada en O6 en el ADN 
transfiriendo irreversiblemente el grupo metilo en una reacción SN2 a un resto de cisteína reactivo (Cys 145). 
Recientemente, se ha mostrado que un número de derivados de 06-bencilguanina reaccionan irreversiblemente 65 
con dicha enzima transfiriendo su grupo bencilo a la cisteína del sitio activo de la enzima AGT (véase 
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Damoiseaux et al., ChemBiochem., 2001, documentos WO 2004/031404 y WO 2005/085470). 
 
Los presentes inventores han desarrollado y validado inmunoensayos que conducen a la detección rápida y 
simultánea de varios anticuerpos generados por un amplio abanico de enfermedades, en particular 
enfermedades arbovíricas y VHFs, en fluidos biológicos. 5 
 
Para lograr tanto una sensibilidad como una especificidad óptimas para la detección de una cantidad baja de 
anticuerpos, se ha desarrollado un procedimiento de acoplamiento orientado de antígenos. Este procedimiento 
de acoplamiento orientado de antígenos se basa en la interacción covalente entre las enzimas AGT y sus 
sustratos, los derivados O6-bencilguanínicos, que reaccionan de forma irreversible con enzimas AGT 10 
transfiriendo su grupo bencilo a la cisteína del sitio activo de la enzima. En consecuencia, se puede fusionar un 
gran número de antígenos diana a un resto enzimático de AGT, dando como resultado diferentes proteínas de 
fusión quiméricas (en lo sucesivo denominadas como proteínas de fusión [AGT-Antígeno]), que se pueden usar 
como reactivos de captura para los anticuerpos presentes en una muestra biológica. Los presentes inventores 
han mostrado que esta captura de anticuerpos está potenciada cuando estas proteínas de fusión se unen a 15 
soportes sólidos gracias a la interacción específica del sustrato con AGT. El revestimiento de los mencionados 
soportes sólidos con el sustrato de AGT es así una etapa esencial para el inmunoensayo de la invención. 
 
De forma más precisa, en el contexto de la invención, el método para acoplar antígenos a soportes sólidos 
comprende las dos etapas siguientes: i) revestir superficies sólidas con un sustrato de AGT (por ejemplo, BG-20 
PEG-amino), y ii) inmovilizar covalentemente proteínas de fusión quiméricas [AGT-Antígeno] usando el sustrato 
de AGT como un anclaje (véase la figura 1). Antes de revestirlas con dicho sustrato de AGT, las superficies 
sólidas se funcionalizan ventajosamente, preferentemente usando un procedimiento de carbodiimida de dos 
etapas optimizado (Kufer SK, Eur. Biophys. J. 2005), de manera que el sustrato de AGT se une covalentemente 
a las superficies sólidas. Una vez que se han llevado a cabo estas etapas, las superficies sólidas portan 25 
sustratos de AGT que se enlazan irreversiblemente a las proteínas de fusión quiméricas [AGT-antígeno]. Debido 
a la elevada especificidad de esta reacción, la proteína de fusión se acopla exclusivamente vía el dominio que 
contiene cisteína de la enzima AGT, dejando así al antígeno accesible para sus interacciones con anticuerpos. 
 
Este procedimiento de acoplamiento es muy ventajoso ya que permite la unión del antígeno de una manera 30 
orientada en los soportes sólidos. También, este procedimiento de acoplamiento del antígeno permite obtener 
ventajosamente una organización antigénica multimérica sobre una superficie sólida, para potenciar la eficiencia 
de la captura de inmunoglobulina G, y potencialmente de inmunoglobulina M. En consecuencia, las microesferas 
acopladas al antígeno desarrolladas en la parte experimental de la solicitud han mostrado una captura mejorada 
de anticuerpos específicos en comparación con las microesferas acopladas a antígeno producidas mediante 35 
procedimientos de acoplamiento amínico no orientado estándar (véase la parte experimental a continuación y la 
figura 3). Finalmente, este procedimiento de acoplamiento del antígeno permite obtener una eficiencia elevada 
del acoplamiento y una estabilidad a largo plazo de las microesferas conjugadas al antígeno (>6 meses a 4ºC). 
 
De forma importante, los soportes sólidos usados en los inmunoensayos de la invención deberían ser 40 
intrínsecamente identificables, de manera que es posible determinar de forma precisa qué antígeno es portado 
por cuál soporte sólido. Los soportes sólidos acoplados al antígeno e identificables se usan entonces como 
agentes de captura para inmunoglobulinas humanas específicas, y por lo tanto se ponen en contacto con la 
muestra biológica del paciente. 
 45 
La etapa final del método de la invención implica la detección de los soportes sólidos que están unidos 
efectivamente a inmunoglobulinas. La identificación del soporte o soportes sólidos revestidos con 
inmunoglobulinas permite diagnosticar qué patógeno infectaba al paciente (ya que cada soporte sólido se 
corresponde con un antígeno patogénico definido). Esta etapa de detección final se lleva a cabo por cualesquiera 
medios habituales, por ejemplo usando anticuerpos de detección marcados e identificando la naturaleza del 50 
soporte sólido. 
 
Ventajosamente, el método de la invención implica solamente la detección de la presencia de anticuerpos en 
pacientes enfermos, pero no se requiere el conocimiento sobre la identidad de esos anticuerpos.  
 55 
Como se muestra en la parte experimental de la solicitud, los inventores han usado el procedimiento de 
acoplamiento de antígeno de la invención para generar un número de diferentes microesferas fluorescentes 
revestidas con antígeno. En el presente, se han acoplado 16 conjuntos distintos de microesferas con 16 
proteínas de fusión quiméricas [AGT-Antígeno] purificadas, permitiendo la titulación de 16 anticuerpos séricos 
específicos para diferentes proteínas del virus del dengue serotipos 1 a 4, del Nilo Occidental, de la fiebre 60 
amarilla, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por garrapatas, de la encefalitis de San Luis, de la 
encefalitis del Valle de Murray, de Wesselsbron, de Zika, de Rocio, de Usutu, de la fiebre del Valle del Rift, y de 
chikungunya. Estos 16 conjuntos distintos de microesferas se han mezclado en una única muestra sin afectar a 
la sensibilidad ni especificidad de la detección (véase la figura 5). La producción de este sistema es muy eficaz 
en cuanto al tiempo y al coste, ya que solamente se requiere una cantidad muy pequeña de antígeno 65 
recombinante (< 50 µg) para producir un conjunto de microesferas acopladas a antígeno (∼1,25 x 106 
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microesferas), siendo tal conjunto suficiente para llevar a cabo 500 ensayos individuales. 
 
En un primer aspecto, la presente invención se refiere a un método para detectar por lo menos dos anticuerpos 
diana en una muestra biológica, que comprende: 
 5 

(a) poner en contacto un primer soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente 
a una primera proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un primer epítopo que es reconocido por el primer anticuerpo diana 
con la muestra biológica; 

 10 
(b) poner en contacto un segundo soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado 

covalentemente a una segunda proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que tiene 
actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un segundo epítopo que es reconocido por un 
segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana, con la muestra biológica; y 

 15 
(c) detectar la presencia o ausencia de los dos anticuerpos diana. 

 
De forma más precisa, la presente invención se refiere a un método de ensayo in vitro para detectar por lo 
menos dos anticuerpos diana diferentes presentes en una muestra biológica procedente de un sujeto, 
comprendiendo dicho método las etapas de: 20 
 

(a) proporcionar una primera proteína de fusión que comprende: 
 

- un polipéptido que comprende un primer epítopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana, y 
 25 
- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa 

 
(b) poner en contacto dicha primera proteína de fusión con un primer soporte sólido, estando acoplado 

covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT, 
 30 
(c) obtener un primer soporte sólido acoplado covalentemente con un primer epítopo que es reconocido por 

el primer anticuerpo diana, 
 
(d) proporcionar una segunda proteína de fusión que comprende: 

 35 
- un polipéptido que comprende un segundo epítopo, siendo reconocido dicho segundo epítopo 

mediante un segundo anticuerpo diana pero no por dicho primer anticuerpo diana, y 
 
- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa, 

 40 
(e) poner en contacto dicha segunda proteína de fusión con un segundo soporte sólido, estando acoplado 

covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT,  
 
(f) obtener un segundo soporte sólido acoplado covalentemente con un segundo epítopo que es reconocido 

por el segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana, en el que dichos soportes 45 
sólidos primero y segundo se pueden identificar específicamente entre sí, 

 
(g) poner en contacto dicha muestra biológica con los soportes sólidos primero y segundo obtenidos en las 

etapas (c) y (f), 
 50 
(h) detectar la presencia de dichos por lo menos dos anticuerpos diana. 
 

Como se usa en la presente memoria en adelante, las expresiones “un anticuerpo”, “una proteína de fusión”, “un 
epítopo”, “un antígeno”, “un polipéptido de AGT”, “un soporte sólido”, y similares, se han de entender obviamente 
como habituales en la técnica, esto es, de una manera amplia. En particular, engloban no solo moléculas 55 
individuales particulares, sino un número de dichas moléculas. Por ejemplo, la expresión “soporte sólido” engloba 
un subconjunto de numerosos soportes sólidos idénticos; el término “micropartícula” engloba un subconjunto de 
numerosas micropartículas idénticas; y la expresión “proteína de fusión” engloba un número de moléculas 
proteicas individuales idénticas. En el contexto de la presente invención, es digno de mención que un soporte 
sólido porta un número de proteínas de fusión idénticas, conteniendo dichas proteínas de fusión, aparte del 60 
polipéptido de AGT, antígeno idéntico, y por lo tanto epítopos idénticos, de manera que los anticuerpos que se 
detectarán en el soporte sólido se pueden identificar sin ambigüedad. 
 
Como se usa en la presente memoria, la expresión “proteína de fusión” significa un polipéptido que contiene una 
proteína o un polipéptido creado a través de la unión artificial de dos o más polipéptidos. En los inmunoensayos 65 
de la invención, dichas proteínas de fusión contienen un polipéptido de AGT y un antígeno, que contiene por lo 
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menos un epítopo. Las proteínas de fusión se pueden obtener a través de manipulación genética de un gen de 
fusión. Esto implica típicamente eliminar el codón de parada de una secuencia de ADNc que codifica la primera 
proteína, posteriormente anexar la secuencia de ADNc de la segunda proteína en marco a través de PCR 
mediada por ligación o PCR de extensión del solapamiento. Esa secuencia de ADN se expresará entonces 
mediante una célula como una única proteína. La proteína se puede manipular para incluir la secuencia completa 5 
de ambas proteínas originales, o solo una porción de cada. Si las dos entidades son proteínas, se pueden añadir 
péptidos enlazadores (o “espaciadores”), que hacen posible de forma más probable que las proteínas se 
plieguen independientemente y se comporten como se espera. En particular, las proteínas de fusión de la 
invención se pueden obtener proporcionando vectores que comprenden secuencias codificantes de AGT en 
marco con un epítopo o secuencias codificantes de antígeno, ya sea unidas al lado N-terminal o al lado C-10 
terminal de la secuencia de ADN de AGT. Estos vectores se pueden introducir en hospedantes procariotas, 
incluyendo eubacterias tales como bacterias de E. coli, u hospedantes eucariotas, por ejemplo levadura, células 
de insectos o células de mamíferos, y las proteínas de fusión recombinantes se pueden producir en condiciones 
apropiadas. Las construcciones típicas se presentan en la parte experimental de esta solicitud. 
 15 
El término “anticuerpo”, como se usa en la presente memoria, está destinado a incluir anticuerpos monoclonales, 
anticuerpos policlonales, y anticuerpos quiméricos. Preferentemente, los anticuerpos que se van a detectar 
mediante los inmunoensayos de la invención son anticuerpos policlonales, que están presentes en muestras 
biológicas de pacientes enfermos, y por lo tanto se han generado a partir de diferentes fuentes de células B. 
Como tales, reconocen diferentes epítopos exhibidos por un antígeno patogénico (por otro lado, los anticuerpos 20 
monoclonales derivan de una única estirpe celular y reconocen el mismo epítopo). 
 
Un anticuerpo (“o inmunoglobulina”) consiste en una glicoproteína que comprende por lo menos dos cadenas 
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces de disulfuro. Cada cadena pesada 
comprende una región (o dominio) variable de cadena pesada (abreviada en la presente memoria como HCVR o 25 
VH), y una región constante de cadena pesada. La región constante de cadena pesada comprende tres 
dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera comprende una región variable de cadena ligera (abreviada en 
la presente memoria como LCVR o VL) y una región constante de cadena ligera. La región constante de cadena 
ligera comprende un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir además en regiones de 
hipervariabilidad, denominadas “regiones determinantes de la complementariedad” (CDR) o “regiones 30 
hipervariables”, que son responsables principalmente de la unión de un epítopo de un antígeno, y que están 
intercaladas con regiones que están más conservadas, denominadas regiones estructurales (FR). Cada VH y VL 
está compuesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el término amino al término carboxi en el siguiente 
orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera 
contienen un dominio de unión que interacciona con un antígeno. Las regiones constantes de los anticuerpos 35 
pueden mediar la unión de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedante, incluyendo diversas células 
del sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (CIq) del sistema clásico del 
complemento. 
 
Los anticuerpos pueden ser de diferentes isotipos (a saber, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM). Tanto los anticuerpos de 40 
tipo IgG como IgM se pueden detectar mediante el presente método. Digno de mención, estos isotipos están 
compuestos de dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, que están unidas mediante 
enlaces de disulfuro. De forma importante, los anticuerpos IgM forman polímeros en los que múltiples 
inmunoglobulinas están enlazadas covalentemente juntas con enlaces de disulfuro, mayoritariamente como un 
pentámero, pero también como un hexámero, de manera que tienen una masa molecular de aproximadamente 45 
900 kDa (en su forma pentamérica). Debido a que cada monómero tiene dos sitios de unión al antígeno, un IgM 
pentamérico tiene 10 sitios de unión. Típicamente, sin embargo, los anticuerpos IgM no pueden unirse a 10 
antígenos al mismo tiempo, debido a que el tamaño grande de la mayoría de los antígenos impide la unión a 
sitios cercanos. Debido a su naturaleza polimérica, IgM posee una elevada avidez. 
 50 
Los fragmentos de anticuerpos también se pueden detectar gracias al presente método. Esta expresión está 
destinada a incluir Fab, Fab’, F(ab’)2, scFv, dsFv, ds-scFv, dímeros, minicuerpos, diacuerpos, y multímeros de 
los mismos, y fragmentos de anticuerpos biespecíficos. 
 
Los anticuerpos monoclonales se pueden usar en los presentes inmunoensayos, por ejemplo para detectar las 55 
inmunoglobulinas que están unidas a los soportes sólidos. Como se usa en la presente memoria, “anticuerpo 
monoclonal” define un anticuerpo que surge de una población homogénea de anticuerpos. Más particularmente, 
los anticuerpos individuales de una población son idénticos excepto por unas pocas posibles mutaciones de 
origen natural que se pueden encontrar en proporciones mínimas. En otras palabras, un anticuerpo monoclonal 
consiste en un anticuerpo homogéneo que surge del crecimiento de un único clon celular (por ejemplo, un 60 
hibridoma, una célula hospedante eucariota transfectada con una molécula de ADN que codifica el anticuerpo 
homogéneo, una célula hospedante procariota transfectada con una molécula de ADN que codifica el anticuerpo 
homogéneo, etc.), y generalmente se caracteriza por cadenas pesadas de una y solamente una clase y 
subclase, y cadenas ligeras de solamente un tipo. Los anticuerpos monoclonales son muy específicos y están 
dirigidos contra un único antígeno. Además, en contraste con preparaciones de anticuerpos policlonales que 65 
incluyen típicamente diversos anticuerpos dirigidos contra diversos determinantes, o epítopos, cada anticuerpo 
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monoclonal está dirigido contra un único epítopo del antígeno. 
 
El término “antígeno” significa en la presente memoria cualquier sustancia que provoca que el sistema inmune 
produzca anticuerpos frente a la mencionada sustancia. Un antígeno “inmunogénico” es un tipo específico de 
antígeno que es capaz de estimular una respuesta inmune adaptativa si se inyecta en sí mismo. A nivel 5 
molecular, un antígeno se caracteriza así por su capacidad para “unirse” al sitio de unión al antígeno de un 
anticuerpo. 
 
En el contexto de la presente invención, se afirma que un anticuerpo se “une” a un antígeno (o epítopo) definido, 
o “reconoce” dicho antígeno (o epítopo), si dicho anticuerpo tiene una constante de afinidad Ka (que es la 10 
constante de disociación inversa, es decir, 1/Kd) mayor que 105 M-1, preferentemente mayor que 106 M-1, más 
preferentemente mayor que 107 M-1 para dicho antígeno (o epítopo). Esta afinidad se puede medir, por ejemplo, 
mediante diálisis en el equilibrio o mediante extinción de la fluorescencia, siendo usadas habitualmente ambas 
tecnologías en la técnica. 
 15 
En el contexto de la invención, los antígenos o epítopos incluyen: proteínas, lipoproteínas, polisacáridos, y 
glicoproteínas. Dichas proteínas incluyen proteínas víricas, bacterianas, parasitarias, de animales, y fúngicas, 
tales como albúminas, toxoide tetánico, toxoide diftérico, toxoide pertúsico, proteínas de la membrana exterior 
bacteriana (incluyendo proteína de la membrana exterior meningocócica), proteína de RSV-F, péptido derivado 
de la malaria, B-lactoglobulina B, aprotinina, ovoalbúmina, lisozima, péptidos lineales, oligopéptidos, etc. Dichos 20 
antígenos también pueden ser antígenos asociados a tumores, tales como antígeno carcinoembrionario (CEA), 
CA 15-3, CA 125, CA 19-9, antígeno específico de la próstata (PSA), complejos de TAA, SSX2 o NERCMSL. 
Dichos antígenos haptenos, y otros restos que comprenden moléculas de bajo peso molecular, tales como 
sacáridos, oligosacáridos, polisacáridos, péptidos, mucinas, toxinas, y alérgenos (polen, clara de huevo). Las 
toxinas infecciosas son bien conocidas en la técnica. Se pueden citar, como ejemplos, las neurotoxinas 25 
botulínicas, la toxina épsilon de Clostridium perfringens, ricina, saxitoxina, shigatoxina, tetrodotoxina, 
enterotoxinas estafilocócicas, etc. Las mucinas también son bien conocidas en la técnica. Sus ejemplos son 
MUC5AC, MUC5B y MUC2. En particular, pueden ser polisacáridos de origen natural, tales como polisacáridos 
capsulares estreptocócicos y neumocócicos del Grupo B (incluyendo tipo III), mucoexopolisacárido de 
Pseudomonas aeruginosa, y polisacáridos capsulares (incluyendo tipo I de Fisher), y polisacáridos de 30 
Haemophilus influenzae. 
 
En otra forma de realización preferida, dicho antígeno o epítopo es expresado por un virus que se selecciona del 
grupo que consiste en: el virus de la gripe, el virus de la hepatitis A, el virus de la hepatitis B, el virus de la 
hepatitis C, el virus de la hepatitis E, el virus de la hepatitis G, el virus del VIH, el virus de la fiebre amarilla, el 35 
virus del dengue, el virus de la encefalitis japonesa, el virus de la encefalitis portada por garrapatas, los virus de 
Usutu o del Nilo Occidental, los virus de la fiebre del Valle del Rift o de Toscana, el virus de chikungunya, el virus 
sincitial respiratorio, el virus de Rocio, el morbilivirus, el virus de la encefalitis de Murray, el virus de Wesselbron, 
el virus del Zika, el virus de la coriomeningitis linfocítica, el virus del Ébola, el virus de Marburgo, el virus de la 
fiebre hemorrágica de Crimea-Congo, el virus de Lassa, el virus de Junin, el virus de Machupo, el virus de Sabia, 40 
el virus de Guanarito, el virus de las paperas, el virus de la rabia, el virus de la rubéola, el virus de la varicela 
zóster, el herpes simple tipos 1 y 2, más generalmente un alfavirus, un adenovirus, un ecovirus, un rotavirus, un 
flavivirus, un rinovirus, un ortobunyavirus, un poliovirus, un parvovirus humano, un enterovirus, un coronavirus, 
un papilomavirus humano, el citomegalovirus humano, el virus de Epstein-Barr, los virus de parainfluenzae de los 
tipos 1, 2 y 3, o cualquier virus identificado. 45 
 
En otra forma de realización preferida, dicho antígeno o epítopo es expresado por un virus que pertenece a una 
familia que se selecciona del grupo que consiste en: los Flaviviridae (virus del dengue, de la fiebre amarilla, del 
Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la hepatitis C), los 
Togaviridae (virus de Chikungunya, del Río Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental, de la encefalitis 50 
equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorrágica de Crimea-
Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los 
Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ébola, Marburgo).  
 
En otra forma de realización preferida, dicho antígeno o epítopo es expresado por un protozoo parasitario (tal 55 
como aquellos del género Leishmania, o Toxoplasma Gondii, Entamoeba histolytica, Plasmodium falciparum, 
Pneumocystis carinii, o Giardia lamblia), helmintos (tales como nematodos, cestodos, o trematodos), o 
artrópodos (tales como crustáceos, insectos, arácnidos). 
 
En otra forma de realización preferida, dicho antígeno o epítopo es expresado por una bacteria infecciosa, por 60 
ejemplo de los géneros Salmonella, Shigella, Streptococcus, Staphylococcus, Mycoplasma, Diphteriae, 
Leptospirosa, Rickettsia o Escherichia. En una forma de realización preferida adicional, la mencionada bacteria 
pertenece a una de las especies seleccionada de H. influenzae, S. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, S. 
aureus, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes, Bordetella pertussis, Clostridium tetani, S. epidermidis, N. 
meningiditis, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia trachomatis, Mycobacterium tuberculosis, Coxiella burrcetii, 65 
Leptospirosa interrogans y E. coli. 
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En otra forma de realización preferida, dicho antígeno o epítopo es expresado por un hongo o levadura (por 
ejemplo, de la especie Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Histoplasma, Pneumocystis, o Stachybotrys). 
 
Los antígenos presentan habitualmente diversos rasgos superficiales que pueden actuar como puntos de 5 
interacción para anticuerpos específicos. Cualquiera de tales rasgos moleculares distintos constituye un epítopo. 
Como se usa en la presente memoria, el término “epítopo” designa por lo tanto un rasgo de la superficie 
molecular particular de un antígeno, por ejemplo un fragmento de un antígeno, que es capaz de ser unido por por 
lo menos un anticuerpo. A nivel molecular, un epítopo corresponde por lo tanto a un rasgo de la superficie 
molecular particular de un antígeno (por ejemplo un fragmento de un antígeno) que es reconocido y unido por un 10 
anticuerpo específico. En el contexto de la presente invención, las “proteínas de fusión” contienen por lo menos 
un epítopo que es reconocido por un anticuerpo diana. Preferentemente, dichas proteínas de fusión contienen 
antígenos completos, que comprenden varios epítopos. Estos epítopos pueden ser epítopos lineales o 
conformacionales. Como se usa en la presente memoria, un epítopo lineal (o secuencial) es un epítopo que es 
reconocido por anticuerpos mediante su secuencia lineal de aminoácidos, o estructura primaria. Por el contrario, 15 
un epítopo conformacional es reconocido por su forma tridimensional específica. Preferentemente, las proteínas 
de fusión de la invención contienen epítopos conformacionales, puesto que la mayoría de los anticuerpos 
policlonales los reconocen. 
 
Es importante sin embargo que tales antígenos no presenten epítopos reactivos de forma cruzada, es decir, 20 
epítopos que son reconocidos por anticuerpos no específicos que se unirán a ellos. Si éste fuera el caso, la 
especificidad del método de la invención disminuiría. 
 
En una forma de realización más preferida, dicho epítopo está presente en una proteína vírica que se selecciona 
en el grupo que consiste en: la proteína EDIII del virus 1 del dengue codificada por SEC ID NO:3, la proteína 25 
EDIII del virus 2 del dengue codificada por SEC ID NO:4, la proteína EDIII del virus 3 del dengue codificada por 
SEC ID NO:5, la proteína EDIII del virus del 4 dengue codificada por SEC ID NO:6, la proteína EDIII del virus del 
Nilo Occidental codificada por SEC ID NO:7, la proteína EDIII del virus de la fiebre amarilla codificada por SEC ID 
NO:8, la proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa codificada por SEC ID NO:9, la proteína EDIII del virus 
del Zika codificada por SEC ID NO:10, la proteína EDIII del virus de Wesselbron codificada por SEC ID NO:11, la 30 
proteína EDIII del virus de Rocio codificada por SEC ID NO:12, la proteína EDIII del virus de la encefalitis de 
Murray codificada por SEC ID NO:13, la proteína EDIII del virus de la encefalitis de San Luis codificada por SEC 
ID NO:14, la proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 1 codificada por SEC ID NO:54, la 
proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 2 codificada por SEC ID NO:55, la proteína EDIII 
del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 4 codificada por SEC ID NO:56, la proteína EDIII del virus de la 35 
encefalitis japonesa de genotipo 5 codificada por SEC ID NO:57, y la proteína EDIII del virus de Rabensburg 
codificada por SEC ID NO:58, y la proteína vírica de VIH1, de VIH2, del virus de la hepatitis B, del virus de la 
hepatitis C, del virus de la hepatitis E, del virus del Nilo Occidental y de cepas oncogénicas de HPV tales como 
HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. 
 40 
En una forma de realización preferida, los epítopos (o antígenos) primero y segundo que se fusionan con la 
enzima hAGT en las proteínas de fusión usadas en el método de la invención pertenecen al mismo nivel 
taxonómico, es decir, pertenecen a la misma familia (por ejemplo, la familia Flaviviridae, la familia Bunyaviridae, 
la familia Arenaviridae, o la familia Filoviridae) o género o especie, pero que tienen diferentes serotipos. En otras 
palabras, los mencionados epítopos primero y segundo se pueden expresar mediante virus estrechamente 45 
relacionados, por ejemplo pertenecen a la misma familia, género o especie, pero que tienen diferentes serotipos, 
tales como el virus 1, 2, 3, o 4 del dengue. 
 
Alternativamente, en otra forma de realización preferida, dichos epítopos (o antígenos) primero y segundo 
pertenecen a familias o género o especie biológicas no relacionadas. 50 
 
De forma importante, los inmunoensayos de la invención se basan en la detección de un gran número de 
anticuerpos, que son conocidos o desconocidos. Por “gran número”, se entiende en la presente memoria por lo 
menos 5, más preferentemente por lo menos 15, más preferentemente por lo menos 50, e incluso más 
preferentemente por lo menos 100 anticuerpos. Por lo tanto, en una forma de realización preferida, el método de 55 
ensayo de la invención se usa para detectar por lo menos 5, más preferentemente por lo menos 15, y más 
preferentemente por lo menos 50, e incluso más preferentemente por lo menos 100 anticuerpos diana en una 
muestra biológica de un sujeto. No es relevante para el método de la invención el hecho de que los anticuerpos 
particulares se caractericen apropiadamente, puesto que el procedimiento se basa solamente en la detección de 
la presencia de dichos anticuerpos, y no en su naturaleza. 60 
 
En una forma de realización preferida de la invención, las mencionadas proteínas de fusión primera y segunda 
que se acoplan con los mencionados soportes sólidos primero y segundo se seleccionan en el grupo que 
consiste en: 
 65 

- SEC ID NO:21 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-DEN1.EDIII])  
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- SEC ID NO:42 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-SBV.N])  
- SEC ID NO:49 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-EV71.VP1])  
- SEC ID NO:51 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JE.sE])  
- SEC ID NO:53 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JE-1.EDIII])  
- SEC ID NO:60 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JE-2.EDIII])  5 
- SEC ID NO:62 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JE-4.EDIII])  
- SEC ID NO:64 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JE-5.EDIII])  
- SEC ID NO:66 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-RabV.EDIII])  
- SEC ID NO:68 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-flavivirus.EDIII])  
- SEC ID NO:70 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-RR.sE2])  10 
- SEC ID NO:72 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-MAY.sE2])  
- SEC ID NO:74 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-WEE.sE2])  
- SEC ID NO:76 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-EEE.sE2])  
- SEC ID NO:78 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-VEE.sE2])  
- SEC ID NO:80 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-AKA.N])  15 
- SEC ID NO:82 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-AIN.N])  
- SEC ID NO:84 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-SHA.N])  
- SEC ID NO:86 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-huCOV.N])  
- SEC ID NO:88 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-huCOV.S])  
- SEC ID NO:90 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-HCV.C])  20 
- SEC ID NO:92 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-MSP+AMA])  
- SEC ID NO:94 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-HbpA1])  
- SEC ID NO:96 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-MUB40])  
- SEC ID NO:98 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-moCLEC5A])  
- SEC ID NO:100 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-huCLEC5A])  25 
- SEC ID NO:102 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-cxVAGO])  
- SEC ID NO:104 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-aaVAGO])  
- SEC ID NO:109 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-CCHF.N])  
- SEC ID NO:111 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-EBO.N])  
- SEC ID NO:113 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-MAR.N])  30 
- SEC ID NO:115 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-LAS.N])  
- SEC ID NO:117 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JUN.N])  
- SEC ID NO:119 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-MAC.N])  
- SEC ID NO:121 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-GUA.N])  
- SEC ID NO:123 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-SAB.N])  35 
- SEC ID NO:125 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-OMSK.EDIII])  
- SEC ID NO:127 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-KYA.EDIII])  
- SEC ID NO:129 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-ALK.EDIII])  
- SEC ID NO:131 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-LAS.ectoGP1])  
- SEC ID NO:133 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JUN.ectoGP1])  40 
- SEC ID NO:135 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-MAC.ectoGP1])  
- SEC ID NO:137 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-GUA.ectoGP1])  
- SEC ID NO:139 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-SAB.ectoGP1])  
- SEC ID NO:141 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-LAS.ectoGP2]) 
- SEC ID NO:143 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-JUN.ectoGP2]) 45 
- SEC ID NO:145 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-MAC.ectoGP2]) 
- SEC ID NO:147 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-GUA.ectoGP2]) 
- SEC ID NO:149 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-SAB.ectoGP2]), y  
- SEC ID NO:151 (que corresponde a la proteína de fusión [SNAP-HEV.C]). 

 50 
En consecuencia, el método in vitro de la invención permite detectar enfermedad o enfermedades diana que son 
infecciones víricas, bacterianas, de levaduras o mediadas por hongos. Preferentemente, dicha infección vírica 
está provocada por un papilomavirus o virus de ARN de las familias de los Flaviviridae (virus del dengue, de la 
fiebre amarilla, del Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la 
hepatitis C), los Togaviridae (virus de Chikungunya, del Río Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental, 55 
de la encefalitis equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre 
hemorrágica de Crimea-Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la 
hepatitis E), los Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ébola, Marburgo). Preferentemente, dicha infección está 
provocada por Leptospirosa interrogans. Preferentemente, dicha infección está provocada por Plasmodium 
falciparum. 60 
 
Como se usa en la presente memoria, la expresión “muestra biológica” se refiere a cualesquiera muestras que se 
han obtenido de un paciente y que pueden contener anticuerpos. Preferentemente, dicha muestra biológica es un 
fluido biológico, por ejemplo un fluido biológico no filtrado tal como orina, fluido cerebroespinal, fluido pleural, 
fluido sinovial, fluido peritoneal, fluido amniótico, fluido gástrico, sangre, suero, plasma, fluido linfático, fluido 65 
intersticial, saliva, secreciones fisiológicas, lágrimas, moco, sudor, leche, semen, fluido seminal, secreciones 
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vaginales, fluido procedente de úlceras y otras erupciones de la superficie, ampollas, y abscesos. También se 
refiere a un extracto de tejidos, incluyendo biopsias de tejidos normales, malignos y sospechosos, o cualesquiera 
otros constituyentes del cuerpo que pueden contener anticuerpos. La mencionada muestra biológica se puede 
pretratar antes del uso, tal como preparando plasma a partir de sangre, diluyendo fluidos viscosos, o similar; los 
métodos de tratamiento pueden implicar filtración, destilación, concentración, inactivación de compuestos que 5 
interfieren, y la adición de reactivos. En una forma de realización preferida, dicha muestra biológica se escoge de 
sangre completa, suero, plasma, orina, fluido seminal, fluido cerebroespinal y saliva. 
 
En el método de la presente invención se puede usar cualquier polipéptido que tenga actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa. Para los fines de la invención, estos polipéptidos se denominarán como 10 
“polipéptidos de AGT”. Algunos ejemplos de polipéptidos de AGT que se pueden usar para unir covalentemente 
proteínas de fusión a soportes sólidos se describen en Kindermann et al, 2003 y Engin et al, 2010. 
 
AGT transfiere irreversiblemente el grupo alquilo desde su sustrato, O6-alquilguanina-ADN, a uno de sus restos 
de cisteína. Un análogo del sustrato que reacciona rápidamente con AGT es O6-bencilguanina, siendo la 15 
constante de velocidad de segundo orden aproximadamente 103 s-1 M-1. 
 
En el contexto de la invención, se afirma que un polipéptido tiene “actividad de O6-alquilguanina-ADN 
alquiltransferasa” (o “actividad de AGT”) si es capaz de transferir irreversiblemente un grupo alquilo desde una 
molécula que contiene O6-alquilguanina a uno de sus propios restos de cisteína. La “actividad de O6-20 
alquilguanina-ADN alquiltransferasa” del mencionado polipéptido se puede demostrar, por ejemplo, poniendo en 
contacto derivados de O6-bencil-guanina marcados conocidos y monitorizando la transferencia de dicho 
marcador sobre el polipéptido ensayado. Si el ensayo se lleva a cabo en una célula o en extractos celulares, la 
reacción de la AGT endógena de las células hospedantes se debería de controlar, de manera que la AGT 
endógena no interfiera con el mencionado polipéptido. Por lo tanto, preferentemente se usan estirpes celulares 25 
conocidas deficientes en AGT. A continuación se describirán bien los ensayos para identificar la actividad de 
AGT. Existen comercialmente disponibles varios derivados de O6-bencil-guanina (la O6-bencil-guanina es 
distribuida, por ejemplo, por Santa Cruz biotechnology, y los derivados de O6-bencil-guanina marcados 
fluorescentemente se pueden obtener de New England Biolabs NEB). Algunos de estos ensayos se describen en 
los documentos WO 2005/085470 y WO 2004/031405. 30 
 
En el contexto de la invención, el “dominio catalítico” del polipéptido de AGT corresponde al sitio activo de dicha 
enzima, o, en otras palabras, a la parte de la enzima en la que se produce la transferencia del grupo alquilo 
desde su sustrato, O6-alquilguanina-ADN, a un resto de cisteína reactivo. En la estructura de hAGT unida con O6-
bencilguanina en su sitio activo, cuatro aminoácidos están en proximidad del anillo bencílico (Pro140, Ser159, 35 
Gly160), o podrían hacer contacto con el N9 de la nucleobase (Asn157). Se ha demostrado previamente que las 
mutaciones en la posición Pro140 y Gly160 afectan a la reacción de hAGT con O6-bencilguanina (Xu-Welliver et 
al., Biochemical Pharmacology 1999): se cree que una prolina en la posición 140 es esencial para su interacción 
con el anillo bencílico, y se ha mostrado que la mutación Gly160Trp incrementa la reactividad de hAGT frente a 
O6-bencilguanina. 40 
 
En una forma de realización preferida, el polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN 
alquiltransferasa es el polipéptido de AGT humano (citado como NP_002403.2) de secuencia SEC ID NO: 1, la 
AGT de ratón identificada como NP_032624.1 (SEC ID NO: 18), la MGMT de rata identificada como 
NP_036993.1 (SEC ID NO: 19) o una secuencia homóloga de la misma, teniendo dicha secuencia homóloga 45 
actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa. 
 
Como se usa en la presente memoria, el término “homólogo” se refiere a secuencias que tienen similitud de 
secuencia. La expresión “similitud de secuencia”, en todas sus formas gramaticales, se refiere al grado de 
identidad o correspondencia entre secuencias de ácidos nucleicos o de aminoácidos. En el contexto de la 50 
invención, dos secuencias de aminoácidos son “homólogas” cuando por lo menos aproximadamente 80%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 81%, alternativamente por lo menos aproximadamente 82%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 83%, alternativamente por lo menos aproximadamente 84%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 85%, alternativamente por lo menos aproximadamente 86%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 87%, alternativamente por lo menos aproximadamente 88%, 55 
alternativamente por lo menos aproximadamente 89%, alternativamente por lo menos aproximadamente 90%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 91%, alternativamente por lo menos aproximadamente 92%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 93%, alternativamente por lo menos aproximadamente 94%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 95%, alternativamente por lo menos aproximadamente 96%, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 97%, alternativamente por lo menos aproximadamente 98%, 60 
alternativamente por lo menos aproximadamente 99% de los aminoácidos son similares. Preferentemente, las 
secuencias polipeptídicas similares u homólogas se identifican usando el algoritmo de Needleman y Wunsch. 
 
Preferentemente, la secuencia homóloga a la enzima AGT comparte por lo menos 64% de identidad de 
secuencia de aminoácidos, preferentemente por lo menos aproximadamente 65% de identidad de secuencia de 65 
aminoácidos, alternativamente por lo menos aproximadamente 66% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
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alternativamente por lo menos aproximadamente 67% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 68% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 69% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 70% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 71% de identidad de secuencia de aminoácidos, 5 
alternativamente por lo menos aproximadamente 72% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 73% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 74% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 75% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 76% de identidad de secuencia de aminoácidos, 10 
alternativamente por lo menos aproximadamente 77% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 78% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos aproximadamente 79% de identidad de secuencia de aminoácidos, 
alternativamente por lo menos 80% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 81% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 15 
aproximadamente 82% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 83% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 84% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 85% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 86% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 20 
aproximadamente 87% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 88% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 89% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 90% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 91% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 25 
aproximadamente 92% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 93% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 94% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 96% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 30 
aproximadamente 97% de identidad de secuencia de aminoácidos, alternativamente por lo menos 
aproximadamente 98% de identidad de secuencia de aminoácidos, y alternativamente por lo menos 
aproximadamente 99% de identidad de secuencia de aminoácidos con SEC ID NO: 1. En una forma de 
realización preferida, una secuencia homóloga de SEC ID NO: 1 es por lo menos 64%, preferentemente 70%, y 
más preferentemente 80% idéntica a SEC ID NO: 1. 35 
 
En una forma de realización preferida, el mencionado polipéptido homólogo es un fragmento o un mutante del 
polipéptido de hAGT de SEC ID NO: 1, teniendo dicho fragmento o mutante una actividad de O6-alquilguanina-
ADN alquiltransferasa. 
 40 
Dichos fragmentos pueden tener un tamaño de por lo menos 50, preferentemente 100, y más preferentemente 
150 aminoácidos, y contienen por lo menos el “dominio catalítico” del polipéptido de AGT como se define 
anteriormente, que es responsable de la actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa de la enzima AGT. 
Estos fragmentos se pueden obtener usando técnicas habituales que son conocidas por el experto en la materia. 
 45 
Hasta ahora se han descrito diferentes enzimas mutantes derivadas de AGT nativa (Lim A. et al, 1996; Daniels 
D.S. et al, 2000; Juillerat A. et al, 2003, documentos WO 2005/085470, WO 2004/031405). En particular, se ha 
obtenido una proteína mutante de 20 kDa que contiene las mutaciones Cys62Ala, Lys125Ala, Ala127Thr, 
Arg128Ala, Gly131Lys, Gly132Thr, Met134Leu, Arg135Ser, Cys150Ser, Asn157Gly, Ser159Glu truncada en el 
aminoácido 182 (el denominado mutante “AGT26” en el documento WO 2005/085470, también denominado 50 
“SNAP 26” en el documento WO 2006/114409). Se ha mostrado que este mutante particular “SNAP26” tiene 
actividad marcadora potenciada. 
 
En el contexto de la presente invención, la secuencia de un polipéptido de AGT más preferido contiene las 
mutaciones descritas en el documento WO 2005/085470, cuyas posiciones se pueden transponer a la vista de 55 
SEC ID NO: 1, correspondiendo el resto de metionina de partida de SNAP26 al resto de metionina en la posición 
32 de SEC ID NO: 1 (por lo tanto, se deberían añadir 31 aminoácidos a las posiciones descritas en el documento 
WO 2005/085470 para obtener las correspondientes en SEC ID NO: 1. 
 
En una forma de realización preferida, la secuencia homóloga de AGT útil en la invención corresponde a la 60 
secuencia de AGT nativa de SEC ID NO: 1, en la que se sustituyen entre 1 y 30, preferentemente entre 6 y 25, y 
en particular 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, o 23 aminoácidos por otros aminoácidos, y/o se eliminan 1 a 40, 
preferentemente 1 a 20, en particular 10 a 20 aminoácidos, más preferentemente 15 aminoácidos, en el término 
C. 
 65 
En una forma de realización más preferida, la secuencia homóloga de AGT contiene las siguientes mutaciones 
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según se compara con SEC ID NO: 1: 
 

(A) Lys31 sustituida por Arg, o Met32 sustituida por Ser, o Cys93 sustituida por Ala, o Lys156 sustituida por 
Ala, o Alga158 sustituida por Thr, o Arg159 sustituida por Ala, o Ugly162 sustituida por Lys, o Gly163 
sustituida por Thr, o Met165 sustituida por Leu, o Arg166 sustituida por Ser, o Cys181 sustituida por Ser, 5 
o Asn188 sustituida por Gly, o Ser190 sustituida por Glu, o Gly214 sustituida por Pro, o Ser215 sustituida 
por Ala, o Ser216 sustituida por Gly, o Gly217 sustituida por Ile, o Leu218 sustituida por Gly, o Gly220 
sustituida por Pro, o Ala221 sustituida por Gly, o Trp222 sustituida por Ser, o  

 
(B) Lys31-Met32 sustituidas por Arg-Ser, o Ala158-Arg159 sustituidas por Thr-Ala, o Gly162-Gly163 10 

sustituidas por Lys-Thr, o Met165-Arg166 sustituidas por Leu-Ser, o Gly162-Gly163/Met165-Arg166 
sustituidas por Lys-Thr/Leu-Ser, o Asn188/Ser190 sustituidas por Gly/Glu, o Gly214-Ser215-Ser216-
Gly217-Leu218 sustituidas por Pro-Ala-Gly-Ile-Gly, o Gly220-Ala221-Trp222 sustituidas por Pro-Gly-Ser, 
preferentemente en combinación con cualesquiera otras sustituciones de aminoácidos citadas en (A), o  

 15 
(C) Truncamiento después de Leu223 (se suprimen los aminoácidos 224-238), preferentemente en 

combinación con cualquier otra sustitución de aminoácidos citada en (A) o (B). 
 
Las secuencias homólogas de AGT preferidas son aquellas que están truncadas después de Leu223. 
 20 
Las secuencias homólogas de AGT preferidas son aquellas en las que están presentes dos de las 
modificaciones (B), y opcionalmente están truncadas después de Leu223. 
 
Las secuencias homólogas de AGT preferidas son aquellas en las que están presentes tres de las 
modificaciones (B), y opcionalmente están truncadas después de Leu223. 25 
 
Las secuencias homólogas de AGT preferidas son aquellas en las que están presentes cuatro de las 
modificaciones (B), y opcionalmente están truncadas después de Leu223. 
 
Las secuencias homólogas de AGT preferidas son aquellas en las que están presentes cinco de las 30 
modificaciones (B), y opcionalmente están truncadas después de Leu223. 
 
Las secuencias homólogas de AGT preferidas son aquellas en las que están presentes seis de las 
modificaciones (B), y opcionalmente están truncadas después de Leu223. 
 35 
Otras secuencias homólogas de AGT preferidas son aquellas que contienen una combinación de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 mutaciones escogidas entre las mutaciones descritas en (A), y 
opcionalmente que están truncadas después de Leu223. 
 
En una forma de realización mucho más preferida, el polipéptido de AGT de la invención es un mutante SNAP de 40 
SEC ID NO: 2, que es homólogo a la enzima hAGT y contiene las mutaciones Lys31Arg, Met32Ser, Cys93Ala, 
Lys156Ala, Ala158Thr, Arg159Ala, Gly162Lys, Gly163Thr, Met165Leu, Arg166Ser, Cys181Ser, Asn188Gly, 
Ser190Glu, Gly214Pro, Ser215Ala, Ser216Gly, Gly217Ile, Leu218Gly, Gly220Pro, Ala221Gly, Trp222Ser, y un 
truncamiento después de Leu223 en comparación con SEC ID NO: 1. El mutante SNAP de SEC ID NO: 2 
comparte un 77% de homología con la secuencia de aminoácidos de 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa 45 
humana (NP_002403.2, SEC ID NO: 1), y un 70% de homología con la secuencia de aminoácidos de 6-
metilguanina-ADN-metiltransferasa de ratón (NP_032624.1, SEC ID NO: 18). 
 
En una forma de realización incluso más preferida, la enzima AGT es la proteína mutante SNAP de SEC ID NO: 
2 o un homólogo de la misma, que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa. Preferentemente, 50 
dicha secuencia homóloga a la proteína mutante SNAP es por lo menos idéntica en más de 80%, 
preferentemente 81%, más preferentemente 82%, más preferentemente 83%, más preferentemente 84%, más 
preferentemente 85%, preferentemente 86%, más preferentemente 87%, más preferentemente 88%, más 
preferentemente 89%, más preferentemente 90%, más preferentemente 91%, más preferentemente 92%, más 
preferentemente 93%, más preferentemente 94%, más preferentemente 95%, más preferentemente 96%, e 55 
incluso más preferentemente 97% a la proteína mutante SNAP de SEC ID NO: 2, y tiene actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa como se define anteriormente. 
 
Dichos polipéptidos homólogos que tienen actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa se pueden 
producir usando técnicas de ingeniería genética de proteínas conocidas por el experto en la materia, y/o usando 60 
evolución molecular para generar y seleccionar nuevas O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasas. Tales técnicas 
son, por ejemplo, mutagénesis dirigida, métodos de presentación de fagos, mutagénesis por saturación, PCR 
propensa a error para introducir variaciones en cualquier lugar en la secuencia, barajado de ADN, usado tras la 
mutagénesis por saturación y/o la PCR propensa a error, o el barajado de familias, que usa genes de varias 
especies. 65 
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En la forma de realización más preferida, el polipéptido de AGT usado en el método de la invención es el 
mutante SNAP de SEC ID NO: 2. 
 
La enzima AGT transfiere irreversiblemente el grupo alquilo desde su sustrato, O6-alquilguanina-ADN, a uno de 
sus restos de cisteína. Sin embargo, las sustituciones de O6-bencilguanina en el C4 del anillo bencílico no 5 
afectan significativamente la actividad de AGT frente a derivados de O6-bencilguanina. Esta propiedad se ha 
usado para transferir un marcador unido al C4 del anillo bencílico a AGT (véanse los documentos WO 
2004/031404 y WO 2005/085470). 
 
Se ha mostrado que un número de derivados de O6-bencilguanina reaccionan con la enzima AGT transfiriendo 10 
su grupo bencilo a la cisteína del sitio activo de la enzima AGT (véase Damoiseaux et al., ChemBiochem., 2001, 
documentos WO 2004/031404 y WO 2005/085470). 
 
En una forma de realización preferida, los sustratos de AGT usados en el método de la invención son derivados 
de bencilguanina que tienen la fórmula I: 15 
 

R1-X-CH2-R3-R4-Y 
 
en la que: 
 20 

- R1 es un grupo reconocido por dicho polipéptido de AGT como sustrato, tal como un grupo 
heteroaromático que contiene 1 a 5 átomos de nitrógeno, y preferentemente un radical purínico de la 
fórmula: 

 

 25 
 

 en la que R5 es hidrógeno, halógeno, por ejemplo cloro o bromo, trifluorometilo, o hidroxi; R6 es 
hidrógeno, hidroxi, o amino no sustituido o sustituido; y R2 es hidrógeno, un alquilo de 1 a 10 átomos de 
carbono, o un resto de sacárido; 

 30 
- X es un átomo de oxígeno o de azufre; preferentemente un átomo de oxígeno; 
 
- R3 es un grupo aromático o heteroaromático, o un grupo alquilo, cicloalquilo o heterociclilo insaturado 

opcionalmente sustituido, con el doble enlace conectado a CH2; preferentemente un fenilo, por ejemplo un 
fenilo sustituido mediante R4 en posición para o meta, 35 

 
- R4 es un resto enlazador,  
 
- Y es un grupo reactivo, preferentemente un grupo amino. 

 40 
En una forma de realización preferida, dicho resto enlazador R4 es un enlazador flexible. Las unidades 
enlazadoras se escogen en el contexto de la aplicación ideada, es decir, en la transferencia del sustrato a una 
proteína de fusión que contiene AGT. El enlazador no interfiere con la reacción con AGT ni con el anticuerpo 
diana. 
 45 
Por ejemplo, puede ser un grupo alquileno de cadena lineal o ramificada con 1 a 20 átomos de carbono, 
preferentemente 5 a 15 átomos de carbono, en el que: 
 

(a) uno o más átomos de carbono están sustituidos por oxígeno, en particular en el que cada tercer átomo de 
carbono está sustituido por oxígeno, por ejemplo un grupo polietilenoxi con 1 a 5 unidades etilenoxi; 50 

 
(b) uno o más átomos de carbono están sustituidos por nitrógeno que porta un átomo de hidrógeno, y los 

átomos de carbono adyacentes están sustituidos por oxo, representando una función amida -NH-CO-; 
 
(c) uno o más átomos de carbono están sustituidos por oxígeno, y los átomos de carbono adyacentes están 55 

sustituidos por oxo, representando una función éster -O-CO-; 
 
(d) el enlace entre dos átomos de carbono adyacentes es un doble o un triple enlace, representando una 

función -CH=CH- o -C≡C-; 
 60 
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(e) uno o más átomos de carbono están sustituidos por un fenileno, un cicloalquileno saturado o insaturado, 
un bicicloalquileno saturado o insaturado, un grupo heteroaromático que forma puente o un grupo 
heterociclilo saturado o insaturado que forma puente; 

 
(f) dos átomos de carbono adyacentes están sustituidos por un enlazamiento de disulfuro –S-S-; o una 5 

combinación de dos o más, especialmente dos o tres, grupos alquileno y/o alquileno modificado como se 
define en (a) a (f) en la presente memoria anteriormente, que contiene opcionalmente sustituyentes. 

 
Los sustituyentes considerados son, por ejemplo, alquilo inferior, por ejemplo metilo, alcoxi inferior, por ejemplo 
metoxi, aciloxi inferior, por ejemplo acetoxi, o halogenilo, por ejemplo cloro. 10 
 
En una forma de realización preferida, R4 es un grupo polietilenoxi con 1 a 8 unidades etilenoxi, que comprende 
además uno a cuatro átomos de nitrógeno que portan un átomo de hidrógeno, cuyos átomos de carbono 
adyacentes están sustituidos por oxo, representando una función amida -NH-CO-. 
 15 
En una forma de realización más preferida, R4 es -CH2-NH-CO-NH-[C2H4-O]n-, en el que n está comprendido 
entre 1 y 8, preferentemente 2 y 6, y es muy preferentemente 3. 
 
En una forma de realización preferida, dicho grupo reactivo es un grupo funcional que facilita la unión y el 
enlazamiento del sustrato en el soporte sólido. Tales grupos funcionales son bien conocidos en la técnica. 20 
Incluyen amina, ésteres activados, acrilamidas, azidas de acilo, haluros de acilo, nitrilos de acilo, aldehídos, 
cetonas, haluros de alquilo, anhídridos, haluros de arilo, aziridinas, boronatos, ácidos carboxílicos activados, 
carbodiimidas, diazoalcanos, epóxidos, haloacetamidas, haloplatinato, halotriazinas, imidoésteres, isocianatos, 
isotiocianatos, maleimidas, fosforamiditos, haluros de solilo, ésteres de sulfonato y haluros de sulfonilo. 
preferentemente es el grupo amina -NH2. 25 
 
En el lado opuesto, el soporte sólido se debería funcionalizar mediante grupos complementarios que 
corresponden a tales grupos reactivos. Los grupos complementarios que corresponden a cada uno de estos 
grupos reactivos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se proporcionan en la tabla I del documento WO 
2010/107433. 30 
 
En una forma de realización preferida, el sustrato de AGT usado en el método de la invención es:  
 

 
 35 
En otra forma de realización preferida, el sustrato de AGT usado en el método de la invención es el enlazador 
fluorescente denominado “SNAP-cell® 505”, que tiene la siguiente fórmula: 
 

 
 40 
Estos derivados de bencilguanina poseen un grupo bencilpurínico (guanina) para la interacción específica con el 
dominio SNAP, así como un grupo amina libre para el acoplamiento covalente a la superficie de las microesferas. 
Está comercializado por New England BioLaps, y se ha acoplado con éxito a la superficie de las micropartículas 
de la invención. 
 45 
Los sustratos de la invención se preparan generalmente mediante métodos estándar conocidos en la técnica. Por 
ejemplo, en la solicitud de patente WO 2005/085470 se explican métodos particulares. 
 
Los métodos de la invención requieren que los sustratos de AGT se acoplen covalentemente a los soportes 
sólidos. En el contexto de la presente invención, un sustrato de AGT se “acopla covalentemente” a un soporte 50 
sólido si está unido permanentemente a dicho soporte sólido, y no se desorberá o lixiviará con el tiempo. Según 
la invención, un sustrato de AGT se une permanentemente al mencionado soporte sólido si permanece unido 
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durante un período prolongado de almacenamiento, por ejemplo, típicamente, por lo menos 6 meses de 
almacenamiento. Hasta ahora se ha descrito un número de procedimientos de acoplamiento. En el 
inmunoensayo de la invención se puede usar cualquiera de estos procedimientos de acoplamiento, con la 
condición de que el sustrato de AGT se una permanentemente al soporte sólido. 
 5 
En el inmunoensayo de la invención, el acoplamiento covalente se lleva a cabo preferentemente poniendo en 
contacto los sustratos de AGT (que contienen un grupo reactivo Y, como se menciona anteriormente) con 
soportes sólidos que se han funcionalizado previamente con un grupo complementario tal como los descritos en 
la tabla I del documento WO 2010/107433. 
 10 
De este modo, en una forma de realización preferida, los métodos de la invención usan soportes sólidos que se 
han funcionalizado con un grupo que es complementario al grupo reactivo del sustrato de AGT, antes de 
ponerlos en contacto con el sustrato de AGT. 
 
Un procedimiento convencional y preferido para acoplar covalentemente un sustrato de AGT a las superficies de 15 
soportes sólidos se basa en la reacción de carbodiimida, y usa carbodiimida soluble en agua. Según este 
procedimiento, los soportes sólidos tienen grupos carboxilo en la superficie disponibles para la unión del sustrato 
de AGT reactivo que contiene amina o sulfhidrilo. De este modo, en esta forma realización preferida, los métodos 
de la invención usan soportes sólidos que se han funcionalizado con grupos carboxilo de la superficie antes de 
ponerlos en contacto con el sustrato de AGT. 20 
 
En este caso, la primera etapa del método de la invención es activar los grupos carboxilo que revisten los 
soportes sólidos. Esta activación se lleva a cabo habitualmente añadiendo un denominado “amortiguador de 
activación”, por ejemplo una disolución de EDAC 50 mg/ml o una disolución de S-NHS 50 mg/ml. Estas 
disoluciones están comercialmente disponibles. La activación de los soportes sólidos se lleva a cabo típicamente 25 
incubando dichos soportes con el amortiguador de activación a temperatura ambiente durante unos pocos 
minutos (por ejemplo, 5 minutos a 30 minutos), según las instrucciones del fabricante. 
 
De forma importante, el acoplamiento covalente del sustrato de AGT al soporte sólido se ha de llevar a cabo en 
condiciones particulares, para preservar la solubilidad del sustrato de AGT y la integridad de la perla (fluorocromo 30 
interno). Los inventores han observado que los sustratos de AGT deberían de suspenderse en un amortiguador 
de “acoplamiento covalente” que contiene entre 0 y 20% de dimetilsulfóxido (DMSO). En particular, los inventores 
han observado que concentraciones de DMSO por encima de 20% pueden afectar a la etapa de detección de los 
métodos de la invención. Preferentemente, dicho amortiguador es un amortiguador de PBS que contiene entre 0 
y 20% de DMSO, más preferentemente entre 10% y 20% de DMSO. 35 
 
Ventajosamente, los sitios inespecíficos en los soportes sólidos que no se han unido covalentemente al sustrato 
de AGT se pueden bloquear adicionalmente por cualquier medio convencional, por ejemplo usando un 
amortiguador de bloqueo que contiene 1% de seroalbúmina bovina (BSA) o cualquier proteína saturante (por 
ejemplo caseína). 40 
 
Una vez que los soportes sólidos de la invención se han acoplado covalentemente con el sustrato de AGT 
(preferentemente a través de un enlace covalente de carbodiimida), los soportes sólidos se ponen entonces en 
contacto con las proteínas de fusión de la invención, para acoplar los epítopos que son reconocidos 
específicamente por los anticuerpos diana a dichos soportes. 45 
 
Nuevamente, esta etapa de acoplamiento se ha de llevar a cabo en condiciones particulares, de hecho, el sitio 
catalítico de la enzima AGT, y la estructura conformacional de los antígenos/epítopos que son portados por las 
proteínas de fusión, se han de conservar durante los procedimientos de acoplamiento. Los inventores 
identificaron que la proteína de fusión debería de suspenderse en un amortiguador que contiene ditiotreitol 50 
(DTT), preferentemente un amortiguador de PBS/DTT, para que el acoplamiento sea eficiente. Ventajosamente, 
el mencionado amortiguador de acoplamiento contiene tween 20; de hecho, se ha observado por los presentes 
inventores que la adición de tween 20 al medio de acoplamiento ayuda a evitar la agregación de las perlas. 
Preferentemente, el amortiguador de acoplamiento contiene 0,02% de tween 20. Más Preferentemente, el 
amortiguador de acoplamiento covalente de la invención es un amortiguador de PBS de pH 7,4, que contiene 55 
0,2% de tween 20, y 1 mM de DTT. 
 
Otras condiciones de acoplamiento son las habituales. Preferentemente, el acoplamiento covalente del sustrato 
de AGT y el acoplamiento de la proteína de fusión a los soportes sólidos se llevan a cabo a temperatura 
ambiente. Si los soportes sólidos están marcados fluorescentemente, dichos procedimientos se llevan a cabo 60 
más preferentemente en la oscuridad. 
 
La presente solicitud describe un método para acoplar covalentemente un polipéptido de AGT, que tiene 
actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa, sobre un soporte sólido funcionalizado, que comprende las 
siguientes etapas: 65 
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a) activar el mencionado soporte sólido funcionalizado,  
 
b) añadir un sustrato de dicho polipéptido de AGT, suspendiéndose dicho sustrato en un amortiguador que 

contiene entre 0 y 20% de DMSO, en condiciones apropiadas de manera que el sustrato se una 
covalentemente a dicho soporte, 5 

 
c) poner en contacto el mencionado polipéptido de AGT con el soporte revestido con sustrato de la etapa b) 

en un amortiguador de PBS/DTT, 
 
en el que las moléculas no unidas se eliminan por lavado tras las etapas b) y c). 10 
 
Los lavados se pueden llevar a cabo usando cualquier tipo de amortiguadores de lavado apropiados. Tales 
amortiguadores se usan normalmente por el experto en la materia, y no necesita detallarse adicionalmente en la 
presente memoria. Preferentemente, se usa un amortiguador de PBS. 
 15 
Como se usa en la presente memoria, las “condiciones apropiadas” son las habituales. Preferentemente, el 
acoplamiento covalente del sustrato de AGT se lleva a cabo a temperatura ambiente y, si los soportes sólidos 
están marcados fluorescentemente, en la oscuridad. 
 
La funcionalización del soporte sólido se puede llevar a cabo por cualquier medio convencional (como los 20 
recordados anteriormente). La activación de dicho soporte sólido funcionalizado se lleva a cabo 
consecuentemente. En una forma de realización preferida, los mencionados soportes sólidos se funcionalizan 
con grupos carboxilo superficiales, y se activan adicionalmente con un amortiguador de activación clásico, por 
ejemplo una disolución de EDAC 50 mg/ml o una disolución de S-NHS 50 mg/ml. 
 25 
En una forma de realización preferida, DTT está a una concentración de 1 mM en el amortiguador de PBS/DTT. 
 
La presente solicitud describe un soporte sólido que se ha obtenido mediante el mencionado método, y al uso de 
dicho soporte sólido en el inmunoensayo de la invención.  
 30 
Los mencionados soportes sólidos se pueden almacenar entonces en amortiguadores de almacenamiento 
convencionales, por ejemplo que contienen 0,5 g/l de azida sódica, 0,1% de BSA, 0,02% de tween 20, y/o 1 mM 
de DTT. 
 
Todas estas etapas de acoplamiento se llevan a cabo preferentemente in vitro, en amortiguadores que están 35 
desprovistos de células vivas, de manera que no es necesario tener en cuenta la reacción con enzimas AGT 
endógenas, y por lo tanto la reacción de la proteína de fusión de AGT (exógena) es muy específica. 
 
Los soportes sólidos que se pueden usar en los métodos de la invención pueden ser de cualquier tipo, por 
ejemplo tubos de ensayo, pocillos de microtitulación, láminas, perlas, chips, y/o micropartículas, con la condición 40 
de que se puedan identificar específicamente entre sí. Tal identificación es posible, por ejemplo, cuando están 
situados espacialmente de forma separada (por ejemplo, los pocillos en una placa de microtitulación, o diferentes 
localizaciones en un chip), o cuando están marcados de forma diferente. Por lo tanto, un “soporte sólido” se ha 
de entender en un significado amplio, es decir, designando partes pequeñas discretas de un soporte sólido 
completo (en el caso de una placa o un biochip), o un gran número de micropartículas idénticas que comparten 45 
características detectables comunes (en adelante denominado en la presente memoria como “subconjunto”) de 
micropartículas. 
 
En una forma de realización preferida, los soportes sólidos usados en esta invención se pueden identificar 
específicamente por su localización específica, tamaño, diámetro, peso, granulometría, y/o marcaje. Tal marcaje 50 
es, por ejemplo, un fluorocromo, un fluoróforo, un cromóforo, un radioisótopo, una etiqueta másica, o cualquier 
tipo de etiqueta detectable que sea conocida en la técnica. 
 
Los soportes sólidos usados en la invención pueden estar hechos de cualquier material, por ejemplo en 
poliestireno, celulosa, nitrocelulosa, vidrio, cerámica, resina, caucho, plástico, sílice, silicona, metal, y/o polímero. 55 
Los materiales poliméricos incluyen poliestireno bromado, poliácido acrílico, poliacrilonitrilo, poliamida, 
poliacrilamida, poliacroleína, polibutadieno, policaprolactona, policarbonato, poliéster, polietileno, politereftalato 
de etileno, polidimetilsiloxano, poliisopreno, poliuretano, poliacetato de vinilo, policloruro de vinilo, polivinilpiridina, 
policloruro de vinilbenceno, poliviniltolueno, policloruro de vinilideno, polidivinilbenceno, polimetacrilato de metilo, 
polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida), polianhídrido, poliortoéster, polifosfaceno, polifosfozano, 60 
polisulfona, o combinaciones de los mismos, que son asimismo aceptables. La mayoría de estos soportes están 
comercialmente disponibles. Por ejemplo, las perlas de polímeros sintéticos tales como poliestireno, 
poliacrilamida, poliacrilato, o látex, están comercialmente disponibles de numerosas fuentes, tales como Bio-Rad 
Laboratories (Richmond, Calif.) y LKB Produkter (Estocolmo, Suecia). Las perlas formadas de macromoléculas 
naturales y partículas tales como agarosa, agarosa reticulada, globulina, ácido desoxirribonucleico, y liposomas, 65 
están comercialmente disponibles de fuentes tales como Bio-Rad Laboratories, Pharmacia (Piscataway, NJ), e 
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IBF (Francia). Las perlas formadas de copolímeros de poliacrilamida y agarosa están comercialmente disponibles 
de fuentes tales como IBF y Pharmacia. 
 
Cuando se usan soportes poliméricos, se pueden añadir grupos carboxilo a la superficie del soporte sólido 
incorporando en los polímeros monómeros que contienen tales grupos (por ejemplo, ácido acrílico, ácido 5 
metacrílico, ácido itacónico, y similares). Alternativamente, se pueden añadir al soporte mediante reacción 
química adicional de un polímero que tiene otros grupos reactivos precursores que se pueden convertir en 
grupos carboxilo (por ejemplo, mediante hidrólisis de anhídridos, tal como anhídrido maleico, o mediante 
oxidación de grupos terminales metilol o aldehído superficiales), como ya se ha descrito. 
 10 
En una forma de realización preferida, los soportes sólidos usados en la invención son micropartículas. Dichas 
micropartículas tienen preferentemente un diámetro menor que 1 mm, preferentemente un diámetro que oscila 
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1.000 micrómetros (µm). Incluso aunque las micropartículas 
pueden tener cualquier tamaño, el tamaño preferido es 1-100 µm, más preferentemente 2-50 µm, más 
preferentemente 3-25 µm, e incluso más preferentemente aproximadamente 6-12 µm. Las micropartículas están 15 
hechas de cualquier material conformado regularmente. La forma preferida es esférica; sin embargo, se pueden 
emplear partículas de cualquier otra forma, puesto que este parámetro es inmaterial para la naturaleza de la 
invención. La forma de la partícula puede servir como un parámetro de distinción adicional, que es discriminado 
por citometría de flujo, por ejemplo mediante un método de barrido por ranura de alta resolución. 
 20 
Como se usa en la presente memoria en adelante, los términos “micropartículas”, “microesferas”, o “microperlas” 
se usan de forma intercambiable, y poseen significados equivalentes ya que se refieren a pequeñas partículas 
con un diámetro global que cae esencialmente en el intervalo micrométrico. Los términos “nanoesferas”, 
“nanopartículas”, o “nanoperlas” se refieren a partículas más pequeñas con un tamaño global que cae 
esencialmente en el intervalo nanométrico. Como se usa en la presente memoria en adelante, el término general 25 
partículas, esferas, o “perlas”, se refiere tanto a micropartículas como a nanopartículas, que pueden servir 
eficazmente como soportes sólidos en los métodos de la invención. 
 
En el contexto de la presente invención, un “subconjunto” de micropartículas corresponde a numerosas 
micropartículas idénticas que tienen las mismas características y que se han revestido con el mismo epítopo. De 30 
forma importante, cada subconjunto de micropartículas debe ser distinguible de otros subconjuntos de la 
población en por lo menos una característica (por ejemplo, localización, tamaño, diámetro, peso, granulometría, 
y/o marcaje). 
 
En una forma de realización preferida, los diferentes subconjuntos de micropartículas se pueden distinguir ya que 35 
están marcados de forma diferente (por ejemplo, con un fluorocromo, un fluoróforo, un cromóforo, un 
radioisótopo, una etiqueta másica, o cualquier tipo de etiqueta detectable que sea conocida en la técnica). 
 
En una forma de realización más preferida, los diferentes subconjuntos de micropartículas se pueden distinguir 
ya que están marcados fluorescentemente de forma diferente, como se propone en las patentes US nº 40 
5.736.330, US nº 5.981.180, US nº 6.057.107, US nº 6.268.222, US nº 6.449.562, US nº 6.514.295, US nº 
6.524.793 y US nº 6.528.165. De forma más precisa, estos diferentes subconjuntos se pueden colorear con 
diferentes colorantes fluorescentes, y/o con diferentes concentraciones de uno o más colorantes fluorescentes. 
Como tal, los diferentes subconjuntos pueden tener diferentes signaturas fluorescentes (por ejemplo, diferente 
longitud o longitudes de onda fluorescente, diferentes intensidades fluorescentes, etc.), que se pueden medir y 45 
se pueden usar mediante un sistema de medida para determinar el subconjunto al que pertenecen las 
micropartículas individuales (es decir, para clasificar las micropartículas según el subconjunto). 
 
En una forma de realización preferida, las micropartículas usadas en la invención están marcadas internamente 
con colorantes fluorescentes, como se propone en el documento EP 1204869. 50 
 
Estas micropartículas pueden incorporar también un imán u óxidos metálicos magnéticamente sensibles 
seleccionados del grupo que consiste en óxido metálico superparamagnético, paramagnético, y ferromagnético. 
Las perlas magnéticas están disponibles comercialmente, por ejemplo, de fuentes tales como Dynal Inc. (Great 
Neck, NY), o se pueden preparar usando métodos conocidos en la técnica como se describen, por ejemplo, en 55 
las patentes US nº 4.358.388; US nº 4.654.267; US nº 4.774.265; US nº 5.320.944; y US nº 5.356.713. En una 
forma de realización preferida, los soportes sólidos usados en la invención son por lo tanto magnéticos. 
 
En una forma de realización más preferida, los soportes sólidos usados en la invención son micropartículas 
marcadas internamente con colorantes fluorescentes con magnetita encapsulada en un revestimiento exterior 60 
polimérico funcional que contiene grupos carboxilo superficiales para el acoplamiento covalente de ligandos, 
tales como las comercializadas por Luminex Corp con el nombre comercial MagPlex. 
 
También es posible usar microesferas MicroPlex (vendidas por Luminex) que son micropartículas de poliestireno 
carboxilado que se han codificado por colores en regiones espectralmente distintas. Estas regiones se pueden 65 
distinguir rápidamente mediante un instrumento xMAP, que permite interrogar hasta 100 analitos diferentes 
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simultáneamente a partir de un volumen de una sola muestra. 
 
También es posible usar microesferas SeroMAP (vendidas por Luminex), que son una formulación especial de 
microesferas MicroPlex que se han optimizado para reducir la unión no específica en ensayos serológicos. 
 5 
La última etapa del método de la invención consiste en detectar la presencia de los anticuerpos que se unen a 
los epítopos, y por lo tanto al soporte sólido detectable. Analizando a qué subconjunto de micropartículas se 
unen los anticuerpos, se inferirá fácilmente qué anticuerpos estaban presentes en la muestra biológica, y por lo 
tanto mediante cuál patógeno estaba infectado el sujeto ensayado. 
 10 
Para detectar la presencia de los anticuerpos que se unen a los soportes sólidos, se puede usar cualquier 
tecnología conocida. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos secundarios marcados que reconocen 
específicamente la parte constante de las inmunoglobulinas del sujeto, como se muestra en la parte experimental 
a continuación. Es importante señalar que el marcaje de los anticuerpos detectores debería ser diferente del del 
soporte sólido, para distinguir entre los soportes sólidos que están acoplados a los anticuerpos, y aquellos que 15 
no lo están. 
 
Alternativamente, las inmunoglobulinas presentes en sueros de animales o seres humanos infectados se pueden 
conjugar directamente a R-ficoeritrina (R-PE), usando un protocolo de marcaje de anticuerpos de una etapa (Kit 
de Conjugación de R-ficoeritrina Lightning-Link™ - Innova Biosciences). El tiempo invertido para todo el 20 
procedimiento es habitualmente 20-30 segundos, y permite el marcaje de pequeñas cantidades de 
inmunoglobulinas con una recuperación del 100%. Este procedimiento elimina la necesidad de reactivos 
secundarios, tales como anticuerpos conjugados anti-especies y estreptavidina-R-ficoeritrina, en experimentos 
de inmunoensayos múltiplex. 
 25 
Cuando se usan micropartículas marcadas internamente con colorantes fluorescentes, el instrumento de 
detección fluorescente debería estar equipado con un primer láser para detectar el tipo de microesfera, y un 
segundo láser para asegurar la cuantificación del IgM o IgG capturado al excitar el fluoróforo que está conjugado 
con el anticuerpo de detección específico. 
 30 
Con sus capacidades multiplexadoras amplias y un límite más bajo de detección, este enfoque ofrece ahorros 
sustanciales de coste y de muestra con respecto a las medidas de ELISA tradicionales. 
 
Además, los conjuntos seleccionados de microesferas son adaptables a un sistema de detección fluorescente 
asequible, compacto, y robusto, tal como el MagPix (Luminex Corporation). 35 
 
En esta forma de realización, el método de la invención hace posible analizar simultáneamente hasta 100 tipos 
de microesferas acopladas por pocillo usando una herramienta de análisis de flujo, y produce una sensibilidad 
enormemente mejorada, que se espera que esté del orden de varios órdenes de magnitud mayor que el de los 
sistemas y métodos usados actualmente. 40 
 
De forma interesante, el método de la invención permite llevar a cabo un cribado serológico de alto rendimiento 
para diagnosticar múltiples infecciones en un individuo, ya sea un ser humano o un animal. 
 
La presente solicitud describe un kit que es adecuado para uso en la detección de anticuerpos según el método 45 
de la invención. 
 
El kit comprende por lo menos dos soportes sólidos como se define anteriormente, más precisamente: 
 

- un primer soporte sólido como se obtiene en la etapa (c) del método de la invención, estando acoplado 50 
covalentemente dicho soporte con un primer epítopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana, y 

 
- un segundo soporte sólido como se obtiene en la etapa (f) del método de la invención, estando acoplado 

covalentemente dicho soporte con un segundo epítopo que es reconocido por un segundo anticuerpo 
diana, y no por dicho primer anticuerpo diana, 55 

 
en el que los por lo menos dos soportes sólidos se pueden identificar específicamente entre sí y permitir detectar 
dos anticuerpos diana diferentes. 
 
En un segundo aspecto, la presente invención se refiere al uso de un kit para la detección de por lo menos dos 60 
anticuerpos diana en una muestra biológica, comprendiendo dicho kit: 
 

(a) un primer soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una primera 
proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN 
alquiltransferasa y un primer epítopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana; y 65 
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b) un segundo soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una segunda 
proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN 
alquiltransferasa y un segundo epítopo que es reconocido por un segundo anticuerpo diana, pero no por 
dicho primer anticuerpo diana. 

 5 
En una forma de realización preferida, dicho primer y/o segundo epítopo está presente en una proteína vírica 
escogida en el grupo que consiste en: la proteína EDIII del virus 1 del dengue codificada por SEC ID NO:3, la 
proteína EDIII del virus 2 del dengue codificada por SEC ID NO:4, la proteína EDIII del virus 3 del dengue 
codificada por SEC ID NO:5, la proteína EDIII del virus del 4 dengue codificada por SEC ID NO:6, la proteína 
EDIII del virus del Nilo Occidental codificada por SEC ID NO:7, la proteína EDIII del virus de la fiebre amarilla 10 
codificada por SEC ID NO:8, la proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa codificada por SEC ID NO:9, la 
proteína EDIII del virus del Zika codificada por SEC ID NO:10, la proteína EDIII del virus de Wesselbron 
codificada por SEC ID NO:11, la proteína EDIII del virus de Rocio codificada por SEC ID NO:12, la proteína EDIII 
del virus de la encefalitis de Murray codificada por SEC ID NO:13, la proteína EDIII del virus de la encefalitis de 
San Luis codificada por SEC ID NO:14, la proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 1 15 
codificada por SEC ID NO:54, la proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 2 codificada por 
SEC ID NO:55, la proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 4 codificada por SEC ID NO:56, 
la proteína EDIII del virus de la encefalitis japonesa de genotipo 5 codificada por SEC ID NO:57, y la proteína 
EDIII del virus de Rabensburg codificada por SEC ID NO:58, y la proteína vírica de VIH1, de VIH2, del virus de la 
hepatitis B, del virus de la hepatitis C, del virus de la hepatitis E, del virus del Nilo Occidental y de cepas 20 
oncogénicas de HPV tales como HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. 
 
Preferentemente, este kit también contiene los medios para detectar los por lo menos dos anticuerpos diana que 
están unidos a los soportes sólidos. Tales medios son más preferentemente anticuerpos secundarios que 
reconocen la parte constante de los anticuerpos diana. Dichos anticuerpos secundarios se pueden marcar, con la 25 
condición de que el marcaje no sea el mismo que aquellos que están presentes en el soporte sólido. Sin 
embargo, es posible usar el mismo marcaje para todos los anticuerpos secundarios que se usan para detectar 
los anticuerpos unidos a un soporte o a soportes sólidos, puesto que la información referida al patógeno o 
patógenos infecciosos se da solamente mediante la identificación del soporte sólido que está unido a los 
anticuerpos. 30 
 
El kit puede contener otros ingredientes que están aceptados como reactivos estándar, tales como un 
amortiguador de lavado, material de plástico necesario, y similares. 
 
En una forma de realización preferida, el kit usado en la invención comprende por lo menos 10, preferentemente 35 
por lo menos 50, más preferentemente por lo menos 100 soportes sólidos acoplados diferentemente, siendo 
dichos soportes sólidos, por ejemplo, subconjuntos de micropartículas como se definen anteriormente. 
 
En una forma de realización más preferida, los mencionados soportes sólidos son microesferas, por ejemplo 
aquellas que están marcadas internamente con un colorante fluorescente con magnetita encapsulada en un 40 
revestimiento exterior polimérico funcional que contiene grupos carboxilo superficiales. 
 
En otra forma de realización preferida, en el kit usado en la invención, los mencionados soportes sólidos se 
mezclan juntos en por lo menos un único compartimiento. 
 45 
Ventajosamente, este kit contiene soporte o soportes convencionales, por ejemplo placas de microtitulación, que 
contienen los diferentes subconjuntos de micropartículas revestidas con antígeno definidos anteriormente. En 
una forma de realización preferida, los mencionados subconjuntos de micropartículas se mezclan juntos en por lo 
menos un único compartimiento (por ejemplo, un pocillo o un tubo). Tal dispositivo se describe en la figura 11. 
 50 
El kit también puede contener recipientes (por ejemplo, tubos) que contienen los mencionados subconjuntos de 
micropartículas revestidas con antígeno. 
 
La presente invención se refiere al uso del kit para detectar por lo menos dos, preferentemente por lo menos 10, 
más preferentemente por lo menos 50, e incluso más preferentemente por lo menos 100 anticuerpos diana en 55 
una muestra biológica procedente de un sujeto. 
 
En una forma de realización preferida, este kit se usa para detectar por lo menos dos, preferentemente por lo 
menos 10, y más preferentemente por lo menos 20 anticuerpos diana que se generan con la infección mediante 
virus o parásitos endémicos de la misma región geográfica. Por ejemplo, este kit podría contener micropartículas 60 
que están revestidas con antígenos de virus o parásitos que son específicos de regiones de África, tales como el 
virus del dengue tipo 1, tipo 2, tipo 3, tipo 4, el virus de la fiebre amarilla, el virus del Nilo Occidental, el virus de 
Usutu, el virus del Zika, el virus de Wesselsbron, el virus de Shamonda, el virus de la fiebre del Valle del Rift, el 
virus de Chikungunya, el virus de la fiebre hemorrágica de Crimea-Congo, el virus del Ébola, el virus de 
Marburgo, el virus de Lassa, el virus de la hepatitis C, el virus de la hepatitis E, en Enterovirus 71, Plasmodium 65 
falciparum, o Leptospira interrogans. 
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La Tabla 1 a continuación describe ejemplos de combinaciones de microesferas acopladas con antígeno que se 
pueden incluir en este kit dependiendo de la región geográfica para la que está destinado (Asia, Europa, 
America, Oceanía, o África). 
 5 
Este kit puede contener alternativamente microesferas acopladas a antígeno que permiten el diagnóstico de virus 
o parásitos que incluyen síntomas específicos (similares a la gripe, encefalitis, o fiebre hemorrágica), o que 
infectan animales específicos, de manera que se puede adaptar a cada paciente/animal. 
 
La Tabla 1 a continuación describe ejemplos de combinaciones de microesferas acopladas a antígeno que se 10 
pueden incluir en este kit, dependiendo de los síntomas del paciente o del animal. 
 
Finalmente, los kits que contienen combinaciones de antígenos que se proponen mediante agencias de salud 
nacionales también están obviamente englobados en la presente invención. 
 15 
En particular, el kit usado en la invención comprende por lo menos dos soportes sólidos revestidos con por lo 
menos dos proteínas de fusión que se seleccionan en el grupo que consiste en: SEC ID NO:21, SEC ID NO:42, 
SEC ID NO:49, SEC ID NO:51, SEC ID NO:53, SEC ID NO:60, SEC ID NO:62, SEC ID NO:64, SEC ID NO:66, 
SEC ID NO:68, SEC ID NO:70, SEC ID NO:72, SEC ID NO:74, SEC ID NO:76, SEC ID NO:78, SEC ID NO:80, 
SEC ID NO:82, SEC ID NO:84, SEC ID NO:86, SEC ID NO:88, SEC ID NO:90, SEC ID NO:92, SEC ID NO:94, 20 
SEC ID NO:96, SEC ID NO:98, SEC ID NO:100, SEC ID NO:102 SEC ID NO:104 SEC ID NO:109 SEC ID 
NO:111, SEC ID NO:113, SEC ID NO:115, SEC ID NO:117, SEC ID NO:119, SEC ID NO:121, SEC ID NO:123, 
SEC ID NO:125, SEC ID NO:127, SEC ID NO:129, SEC ID NO:131, SEC ID NO:133, SEC ID NO:135, SEC ID 
NO:137, SEC ID NO:139, SEC ID NO:141, SEC ID NO:143, SEC ID NO:145, SEC ID NO:147, SEC ID NO:149 y 
SEC ID NO:151. 25 
 
En una forma de realización preferida, el kit usado en la invención contiene una combinación de por lo menos 
dos, por lo menos tres, por lo menos cuatro, por lo menos cinco, por lo menos seis, por lo menos siete, por lo 
menos ocho, por lo menos nueve, por lo menos diez, por lo menos once, por lo menos doce, por lo menos trece, 
por lo menos catorce, por lo menos quince, por lo menos dieciséis, por lo menos diecisiete, por lo menos 30 
dieciocho, por lo menos diecinueve o por lo menos veinte soportes sólidos revestidos con dichas proteínas de 
fusión. 
 
En una forma de realización más preferida, el kit usado en la invención contiene una combinación de por lo 
menos cinco soportes sólidos (por ejemplo, subconjuntos de microesferas) que están revestidos con por lo 35 
menos cinco proteínas de fusión diferentes que contienen antígenos como se recomienda por la Food and Drug 
Administration, a saber, antígenos de los virus HBV, HCV, VIH1, VIH2 y del Nilo Occidental. 
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La presente solicitud describe un método para fabricar el kit como se define anteriormente, comprendiendo dicho 
método las etapas de: 
 

(a) proporcionar una primera proteína de fusión que comprende: 
 5 

- un polipéptido que comprende un primer epítopo que es reconocido por un primer anticuerpo diana, y 
- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa, 

 
(b) poner en contacto dicha primera proteína de fusión con un primer soporte sólido, estando acoplado 

covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT, 10 
 
(c) obtener un primer soporte sólido acoplado covalentemente con un primer epítopo que es reconocido por 

el primer anticuerpo diana, 
 
(d) proporcionar por lo menos una segunda proteína de fusión que comprende: 15 
 

- un polipéptido que comprende un segundo epítopo, siendo reconocido dicho segundo epítopo 
mediante un segundo anticuerpo diana pero no por dicho primer anticuerpo diana, y 

 
- un polipéptido de AGT que tiene actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa, 20 

 
(e) poner en contacto dicha segunda proteína de fusión con un segundo soporte sólido, estando acoplado 

covalentemente dicho soporte con un sustrato de dicho polipéptido de AGT,  
 
(f) obtener un segundo soporte sólido acoplado covalentemente con un segundo epítopo que es reconocido 25 

por el segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana, 
 
en el que por lo menos primer y por lo menos segundo soportes sólidos se pueden identificar específicamente 
entre sí, 
 30 
comprendiendo el kit por lo menos dichos soportes primero y segundo. 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método de inmunoensayo de cribado múltiplex que 
comprende por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sólidos como se definen anteriormente, y en el que cada uno de 
dichos soportes sólidos emite una longitud de onda diferente y distinguible tras la excitación. 35 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método de inmunoensayo de cribado múltiplex que 
comprende: 
 

a) poner en contacto una o varias muestras biológicas con por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sólidos como 40 
se definen anteriormente, y en el que cada uno de los soportes sólidos emite una longitud de onda 
diferente y distinguible tras la excitación, y 

 
b) detectar la presencia o ausencia de anticuerpos diana. 

 45 
En una forma de realización preferida, dichos anticuerpos diana son específicos contra antígenos de virus a 
detectar en un banco de sangre según las directrices de la OMS o de la FDA, tales como, por ejemplo, los virus 
seleccionados de HBV, HCV, VIH1, VIH2, y WNV. 
 
En otra forma de realización preferida, dichos anticuerpos diana son específicos contra cepas oncogénicas de 50 
HPV, tales como HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. 
 
En otra forma de realización preferida, cada uno de dichos anticuerpos diana se marcan con un marcador 
detectable. 
 55 
La presente solicitud describe un aparato para llevar a cabo el método para fabricar el kit como se define 
anteriormente, que comprende un dispositivo técnico para detectar las fuentes de luz emitidas desde los soportes 
sólidos y la fuente de luz emitida desde los anticuerpos diana o anticuerpos marcados que se unen a los 
anticuerpos diana, y un dispositivo de cálculo u ordenador para identificar qué soportes sólidos están unidos con 
anticuerpos diana, indicando de ese modo la presencia o ausencia de antígenos, bacterias, virus, o parásitos en 60 
la muestra analizada. 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método in vitro para diagnosticar por lo menos una 
enfermedad diana en un sujeto, siendo conocido que dicha enfermedad diana induce la síntesis de por lo menos 
dos anticuerpos diana en dicho sujeto, que comprende llevar a cabo el método de inmunoensayo de la invención, 65 
en el que a dicho sujeto se le diagnostica que sufre de dicha por lo menos una enfermedad diana si la cantidad 
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de dichos por lo menos dos anticuerpos diana es mayor que un valor de control. 
 
Preferentemente, este método de diagnóstico permite diagnosticar dos, preferentemente tres, y más 
preferentemente cuatro enfermedades diana en un sujeto que lo necesite. Sin embargo, este número no es 
limitante: de hecho es posible diagnosticar hasta 100 enfermedades diana en tanto que sea posible detectar 5 
hasta 100 anticuerpos diferentes con el método de detección de la invención. 
 
En una forma de realización preferida, dicha por lo menos una enfermedad diana es una infección vírica, 
bacteriana, por levaduras o mediada por hongos, preferentemente una infección vírica causada por un virus del 
papiloma o un virus de ARN de la familia de los Flaviviridae (virus del dengue, de la fiebre amarilla, del Nilo 10 
Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la hepatitis C), los 
Togaviridae (virus de Chikungunya, del Río Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental, de la encefalitis 
equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorrágica de Crimea-
Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los 
Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ébola, Marburgo), una infección bacteriana causada por Leptospirosa 15 
Interrogans, o una infección causada por Plasmodium falciparum. 
 
En una forma de realización preferida, dicho método in vitro se usa para diagnosticar por lo menos 5, más 
preferentemente por lo menos 15, más preferentemente por lo menos 50, e incluso más preferentemente por lo 
menos 100 infecciones víricas y/o bacterianas y/o parasitarias en dicho sujeto. 20 
 
En una forma de realización preferida, el valor de control usado en dicho método representa la cantidad de dicho 
anticuerpo diana en una muestra procedente de un sujeto que no sufre dicha enfermedad diana, preferentemente 
un sujeto sano. 
 25 
Los métodos de la invención se pueden usar para diagnosticar infecciones en animales. 
 
En particular, se pueden usar para el diagnóstico de enfermedades de animales, así como para un protocolo de 
DIVA (Diferenciación de Animales Infectados de Vacunados), para diferenciar animales infectados de forma 
natural de animales vacunados. El uso de una estrategia de DIVA que complementa nuevas vacunas permitiría 30 
la implementación de una vacunación como estrategia de control dirigida junto a estrategias convencionales 
(ensayo, sacrificio e inspección de la carne). Además, la mayor especificidad de los ensayos tendría un beneficio 
económico importante al reducir los números de animales falsamente positivos que se pueden sacrificar 
innecesariamente. Por último, una sensibilidad mejorada, particularmente cuando se usan ensayos de 
diagnóstico nuevos, tendría un beneficio adicional al reducir la carga económica del control de la enfermedad, 35 
incluso en ausencia de vacunación. 
 
En una forma de realización preferida, los métodos de la invención se aplican a seres humanos. 
 
Finalmente, la presente invención se refiere al uso del kit de la invención para diagnosticar por lo menos dos 40 
enfermedades diana en un sujeto, en el que dicha enfermedad diana es una enfermedad vírica causada por un 
virus del papiloma o un virus de ARN de la familia de los Flaviviridae (virus del dengue, de la fiebre amarilla, del 
Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis portada por las garrapatas, de la hepatitis C), los 
Togaviridae (virus de Chikungunya, del Río Ross, de Mayaro, de la encefalitis equina occidental, de la encefalitis 
equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus de la fiebre hemorrágica de Crimea-45 
Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae (virus de la hepatitis E), los 
Arenaviridae (Lassa) y los Filoviridae (Ébola, Marburgo), una infección bacteriana causada por Leptospirosa 
Interrogans, o una infección causada por Plasmodium falciparum. 
 
Recientemente se ha secuenciado un nuevo arbovirus emergente, y afecta a ganado en Alemania, Benelux y 50 
Francia. Este virus se denomina virus de Schmallenberg (SBV), y está relacionado con el virus de Akabane que 
pertenece al serogrupo Simbu del género Orthobunyavirus de la familia Bunyaviridae. El genoma vírico del virus 
de Schmallenberg comprende tres segmentos de ARN monocatenario conocidos como S, L y M. El segmento S 
codifica la nucleoproteína N y la proteína no estructural NSs. La nucleoproteína N comparte determinantes 
antigénicos con diferentes Bunyavirus. Las tres secuencias víricas de ARN de la cepa BH80/11-4 del virus de 55 
Schmallenberg están disponibles con los números HE649913.1, HE649914.1, y HE649912.1. 
 
Los presentes inventores observaron que la fusión, como una proteína quimérica, de la enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) con la proteína N de SBV mejora la producción de proteína N recombinante, en 
particular en células de invertebrados, tales como células S2.  60 
 
Los presentes inventores proponen en la presente memoria por primera vez usar la enzima AGT (EC 2.1.1.63), 
un mutante de la misma, un dominio catalítico de la misma, o subfragmentos de la misma, para potenciar la 
producción de la nucleoproteína N a partir de SBV en células hospedantes, en particular en células de animales 
no vertebrados. El efecto potenciador se observa cuando las células hospedantes expresan un polipéptido de 65 
fusión que comprende por lo menos i) un péptido señal de la secreción que es funcional en dichas células 
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hospedantes, ii) la enzima AGT, un mutante, un dominio catalítico o subfragmentos de la misma, y iii) la 
nucleoproteína N de SBV. Para que se produzca el efecto potenciador, la enzima AGT tiene que estar 
físicamente enlazada, directa o indirectamente (se pueden introducir espaciadores y otros aminoácidos), a la 
proteína de interés. Sin estar atados por la teoría, se contempla que las enzimas AGT actúan como una proteína 
chaperona, por ejemplo facilitando la secreción desde la célula hospedante y estabilizando el polipéptido de 5 
fusión sintetizado en el sobrenadante de las células hospedantes, o evitando que se metabolice durante y 
después de su síntesis y secreción a partir de las células hospedantes. Además, se ha observado que AGT tiene 
una estructura globular tridimensional que comprende una hélice α (Wibley J.E.A. et al, 2000), que es compatible 
con un papel de formación de armazón de AGT. 
 10 
En el contexto de la presente invención, células “hospedantes” son cualesquiera células que se pueden usar 
para producir proteínas recombinantes, tales como células “de animales no vertebrados” (o de invertebrados), 
células de vertebrados, células vegetales, células de levadura, o células procariotas. Preferentemente son 
células de animales no vertebrados y de vertebrados. 
 15 
Los animales no vertebrados (también conocidos como invertebrados) comprenden diferentes filos, siendo los 
más famosos los insectos, arácnidos, crustáceos, moluscos, anélidos, los cirrípedos, los radiados, los 
celenterados y los infusorios. Ahora se clasifican en aproximadamente 30 filos, desde organismos simples, tales 
como esponjas marinas y platelmintos, hasta animales complejos, tales como artrópodos y moluscos. En el 
contexto de la invención, las células de animales no vertebrados son preferentemente células de insectos, tales 20 
como células de Drosophila o de mosquito, más preferentemente células S2 de Drosophila. 
 
Los ejemplos de células derivadas de organismos vertebrados que son útiles como estirpes de células 
hospedantes incluyen células madre embrionarias no humanas, o derivados de las mismas, por ejemplo células 
EBX aviares; la estirpe CVI de riñón de mono transformada mediante secuencias de SV40 (COS-7, ATCC CRL 25 
1651); una estirpe de riñón embrionario humano (293); células de riñón de hámster neonato (BHK, ATCC CCL 
10); células de ovario de hámster chino (CHO); células de Sertoli de ratón [TM$]; células de riñón de mono (CVI, 
ATCC CCL 70); células de riñón de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma de 
cuello uterino humano (HeLa, ATCC CCL 2); células de riñón canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de hígado 
de rata búfalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmón humano (W138, ATCC CCL 75); células de hígado 30 
humano (Hep G2, HB 8065); células de tumor mamario de ratón (MMT 060562, ATCC CCL51); células de 
hepatoma de rata [HTC, M1.5]; YB2/O (ATCC nº CRL1662); NIH3T3; HEK y células TRI. En el contexto de la 
invención, las células de vertebrados son preferentemente células EBX, CHO, YB2/O, COS, HEK, NIH3T3, o 
derivados de las mismas. 
 35 
Las células vegetales que se pueden usar en el contexto de la invención son las variedades de cultivo del tabaco 
Bright Yellow 2 (BY2) y Nicotiana tabaccum 1 (NT-1).  
 
Las células de levadura que se pueden usar en el contexto de la invención son: Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces pombe, y Hansenula pofymorpha, así como levaduras metilotrópicas como Pichia pastoris 40 
y Pichia methanolica. 
 
Las células procariotas que se pueden usar en el contexto de la invención son típicamente bacterias de E. coli o 
bacterias de Bacillus subtilis. 
 45 
Los métodos descritos en la presente memoria permiten obtener por lo menos 40 mg/l, preferentemente por lo 
menos 50 mg/l, más preferentemente por lo menos 60 mg/l de la nucleoproteína N sustancialmente pura del virus 
Schmallenberg en el sobrenadante del cultivo celular recuperado. 
 
La presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-ADN-50 
alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
nucleoproteína N del virus de Schmallenberg de SEC ID NO: 16. 
 
En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un 
homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 55 
 
Este polipéptido de fusión comprende preferentemente además un marcador, como se define anteriormente. 
Este marcador es preferentemente un marcador de polihistidina, y está situado preferentemente en el extremo C 
terminal de la nucleoproteína N del virus de Schmallenberg. 
 60 
El polipéptido de fusión de la invención es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 41 (que 
corresponde a la proteína de fusión BiPlike/SNAP/SBV.N/Histag) o SEC ID NO: 46 (que corresponde a la 
proteína de fusión ssBiP/SNAP/SBV.N/Histag) o SEC ID NO:42 (que corresponde a la proteína de fusión 
SNAP/SBV.N). 
 65 
Esta proteína quimérica SNAP-SBV.N puede ser útil como un agente de diagnóstico para la detección de la 
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infección vírica por el virus de Schmallenberg, o para la detección de anticuerpos específicos del mencionado 
virus en fluidos corporales, tales como sangre, suero, saliva, y similar. 
 
De este modo, la presente solicitud describe el uso de la proteína de fusión [SNAP-SBV.N] obtenida 
anteriormente para identificar la presencia de dichos microorganismos patógenos o no patógenos en una 5 
muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína VP1 del virus EV71. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la proteína de 10 
SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). Este 
polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 49 (que corresponde a la 
proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/EV71.VP1/proTEV2/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-EV71.VP1] para identificar la presencia 15 
del enterovirus 71 en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína E soluble (sE) del virus de la encefalitis japonesa (JEV.sE). En este polipéptido de fusión, dicha enzima 20 
AGT es preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como 
se define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID 
NO: 51 (que corresponde a la proteína de fusión JEV.sE/SNAP-like/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-JEV.sE] para identificar la presencia del 25 
virus de la encefalitis japonesa (JEV) en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la 
presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 30 
proteína EDIII del virus JE-1, JE-2, JE-4, o JE-5. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
53 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/JE-1.EDIII/Histag), SEC ID NO: 60 (que corresponde a la 
proteína de fusión SNAP-like/JE-2.EDIII/Histag), SEC ID NO: 62 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-35 
like/JE-4.EDIII/Histag), o SEC ID NO: 64 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/JE-5.EDIII/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de cualquiera de estas proteínas de fusión [SNAP-JE-1.EDIII], [SNAP-JE-
2.EDIII], [SNAP-JE-4.EDIII] o [SNAP-JE-5.EDIII] para identificar la presencia del virus de la encefalitis japonesa 
de genotipo 1, 2, 4 o 5, respectivamente, en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la 40 
presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína EDIII del virus de Rabensburg. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 45 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 66 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/RabV.EDIII/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-RabV.EDIII] para identificar la presencia 50 
del virus de Rabensburg en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 55 
proteína sE2 del virus del Río Ross. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 70 (que corresponde a 
la proteína de fusión RR.sE2/SNAP-like/Histag). 
 60 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-RR.sE2] para identificar la presencia del 
virus del Río Ross en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 65 
proteína sE2 del virus de Mayaro (MAY.sE2). En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
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preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
72 (que corresponde a la proteína de fusión MAY.sE2/SNAP-like/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-MAY.sE2] para identificar la presencia del 5 
virus de Mayaro en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína sE2 del virus de WEE. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la proteína 10 
de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). Este 
polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 74 (que corresponde a la 
proteína de fusión WEE.sE2/SNAP-like/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-WEE.sE2] para identificar la presencia del 15 
virus de la encefalitis equina occidental en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la 
presente invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 20 
proteína sE2 del virus de EEE. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la proteína 
de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). Este 
polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 76 (que corresponde a la 
proteína de fusión EEE.sE2/SNAP-like/Histag). 
 25 
Además, la presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-EEE.sE2] para identificar la 
presencia del virus de la encefalitis equina oriental en una muestra biológica, por ejemplo gracias al 
inmunoensayo de la presente invención. 
 
La presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-ADN-30 
alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína sE2 del virus de VEE. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la proteína 
de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). Este 
polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 78 (que corresponde a la 
proteína de fusión VEE.sE2/SNAP-like/Histag). 35 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-VEE.sE2] para identificar la presencia del 
virus de la encefalitis equina venezolana en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la 
presente invención. 
 40 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
nucleoproteína N del virus de Akabane. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 80 (que corresponde a 45 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/AKA.N/pro-TEV2/Histag). 
 
La presente invención describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-AKA.N] para identificar la presencia del 
virus de Akabane en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 50 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
nucleoproteína N del virus de Aino. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 82 (que corresponde a 55 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/AIN.N/pro-TEV2/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-AIN.N] para identificar la presencia del 
virus de Aino en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 60 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
nucleoproteína N del virus de Shamonda. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 84 (que corresponde a 65 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/SHA.N/pro-TEV2/Histag). 
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La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-SHA.N] para identificar la presencia del 
virus de Shamonda en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-5 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
nucleoproteína N de betacoronavirus humano. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
86 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/huCOV.N/proTEV2/Histag). 10 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-huCOV.N] para identificar la presencia del 
betacoronavirus humano en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención.  
 15 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
forma soluble de la proteína spike S de betacoronavirus humano. En este polipéptido de fusión, dicha enzima 
AGT es preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como 
se define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID 20 
NO: 88 (que corresponde a la proteína de fusión huCOV.S/SNAP-like/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-huCOV.S] para identificar la presencia del 
betacoronavirus humano en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 25 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína C del virus de la hepatitis C (HCV.C). En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 30 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
90 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/HCV.C/proTEV2/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-HCV.C] para identificar la presencia del 
virus de la hepatitis C en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  35 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína C del virus de la hepatitis E (HEV.C). En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 40 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
151 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/HEV.C/proTEV2/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-HEV.C] para identificar la presencia del 
virus de la hepatitis E en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  45 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína MSP-1+AMA-1 de Plasmodium falciparum. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 50 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
92 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/MSP-1/proTEV2/AMA-1/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-MSP-1+AMA-1] para identificar la 
presencia del parásito Plasmodium falciparum en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo 55 
de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína HbpA de la bacteria Leptospira interrogans. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 60 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
94 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/HbpA/proTEV2/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-HbpA] para identificar la presencia de la 65 
bacteria Leptospira en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
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Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
péptido MUB 40. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la proteína de SEC ID NO: 
2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). Este polipéptido de fusión 5 
es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 96 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-
like/proTEV1/MUB40/proTEV2/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-MUB40] para identificar la presencia de 
un ligando en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención. 10 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
forma soluble de ratón o humana de lectina de tipo C (CLEC5A). En este polipéptido de fusión, dicha enzima 
AGT es preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como 15 
se define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID 
NO: 98 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/mo-CLEC5A/proTEV2/Histag) o la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 100 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/hu-
CLEC5A/proTEV2/Histag).  
 20 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-mo-CLEC5A] o [SNAP-hu-CLEC5A] para 
detectar la presencia de flavivirus en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-25 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína VAGO del mosquito Aedes albopictus. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
104 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/aaVAGO/Histag).  30 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-aaVAGO] para identificar la presencia de 
un ligando en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-35 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína VAGO del mosquito Culex quinquefasciatus. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
102 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/cxVAGO/Histag).  40 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-cxVAGO] para identificar la presencia de 
un ligando en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-45 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
nucleoproteína N del virus de Crimea-Congo. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
109 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/CCHF.N/proTEV2/Histag). 50 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-CCHF.N] para identificar la presencia del 
virus de Crimea-Congo en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-55 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
nucleoproteína N del virus del Ébola. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 111 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/EBO.N/proTEV2/Histag).  60 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-EBO.N] para identificar la presencia del 
virus del Ébola en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-65 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
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nucleoproteína N del virus de Marburgo. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 113 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/MAR.N/proTEV2/Histag). 
 5 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-MAR.N] para identificar la presencia del 
virus de Marburgo en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 10 
nucleoproteína N del virus de Lassa. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 115 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/lAS.N/proTEV2/Histag).  
 15 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-LAS.N] para identificar la presencia del 
virus de Lassa en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 20 
nucleoproteína N del virus de Junin. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 117 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/JUN.N/proTEV2/Histag).  
 25 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-JUN.N] para identificar la presencia del 
virus de Junin en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 30 
nucleoproteína N del virus de Machupo. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 119 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/MAC.N/proTEV2/Histag). 
 35 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-MAC.N] para identificar la presencia del 
virus de Machupo en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 40 
nucleoproteína N del virus de Guanarito. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 121 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/GUA.N/proTEV2/Histag).  
 45 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-GUA.N] para identificar la presencia del 
virus de Guanarito en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 50 
nucleoproteína N del virus de Sabia. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 123 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/proTEV1/SAB.N/proTEV2/Histag).  
 55 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-SAB.N] para identificar la presencia del 
virus de Sabia virus en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención.  
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 60 
proteína EDIII del virus de Omsk. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 125 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/OMSK.EDIII/Histag).  
 65 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-OMSK.EDIII] para identificar la presencia 
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del virus de Omsk en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 
proteína EDIII del virus de la enfermedad del Bosque de Kyasanur. En este polipéptido de fusión, dicha enzima 5 
AGT es preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como 
se define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID 
NO: 127 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/KYA.EDIII/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-KYA.EDIII] para identificar la presencia 10 
del virus de la enfermedad del Bosque de Kyasanur en una muestra biológica, por ejemplo gracias al 
inmunoensayo de la presente invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) la 15 
proteína EDIII del virus de Alkhurma. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es preferentemente la 
proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se define anteriormente). 
Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 129 (que corresponde a 
la proteína de fusión SNAP-like/ALK.EDIII/Histag).  
 20 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-ALK.EDIII] para identificar la presencia 
del virus de Alkhurma en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 25 
ectodominio de la glicoproteína GP1 del virus de Lassa. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
131 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/LAS.ectoGP1/Histag). 
 30 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-LAS.ectoGP1] para identificar la 
presencia del virus de Lassa en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-35 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP1 del virus de Junin. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
133 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/JUN.ectoGP1/Histag). 40 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-JUN.ectoGP1] para identificar la 
presencia del virus de Junin en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 
 45 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP1 del virus de Machupo. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 50 
135 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/MAC.ectoGP1/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-MAC.ectoGP1] para identificar la 
presencia del virus de Machupo en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 55 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP1 del virus de Guanarito. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 60 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
137 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/GUA.ectoGP1/Histag).  
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-GUA.ectoGP1] para identificar la 
presencia del virus de Guanarito en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 65 
invención.  
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Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP1 del virus de Sabia. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 5 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
139 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/SAB.ectoGP1/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-SAB.ectoGP1] para identificar la 
presencia del virus de Sabia en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 10 
invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP2 del virus de Lassa. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 15 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
141 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/LAS.ectoGP2/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-LAS.ectoGP2] para identificar la 20 
presencia del virus de Lassa en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 25 
ectodominio de la glicoproteína GP2 del virus de Junin. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
143 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/JUN.ectoGP2/Histag). 
 30 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-JUN.ectoGP2] para identificar la 
presencia del virus de Junin en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-35 
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP2 del virus de Machupo. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
145 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/MAC.ectoGP2/Histag). 40 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-MAC.ectoGP2] para identificar la 
presencia del virus de Machupo en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 
 45 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP2 del virus de Guanarito. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 50 
147 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/GUA.ectoGP2/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-GUA.ectoGP2] para identificar la 
presencia del virus de Guanarito en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 
invención. 55 
 
Además, la presente solicitud describe un polipéptido de fusión que comprende a) una enzima 6-alquilguanina-
ADN-alquiltransferasa (AGT) (EC 2.1.1.63), un mutante de la misma o un dominio catalítico de la misma, y b) el 
ectodominio de la glicoproteína GP2 del virus de Sabia. En este polipéptido de fusión, dicha enzima AGT es 
preferentemente la proteína de SEC ID NO: 2, o un homólogo de la misma (siendo dicho homólogo como se 60 
define anteriormente). Este polipéptido de fusión es, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 
149 (que corresponde a la proteína de fusión SNAP-like/SAB.ectoGP2/Histag). 
 
La presente solicitud describe el uso de esta proteína de fusión [SNAP-SAB.ectoGP2] para identificar la 
presencia del virus de Sabia en una muestra biológica, por ejemplo gracias al inmunoensayo de la presente 65 
invención. 
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Ejemplos  
 
En el contexto de la invención, se desarrolló un inmunoensayo a base de perlas múltiplex para la detección 
rápida y simultánea de anticuerpos contra arbovirus en fluidos biológicos. 5 
 
El sistema se basa en la tecnología xMAP (Luminex corporation), y usa una mezcla de microesferas revestidas 
con antígeno como reactivos de captura para inmunoglobulinas humanas específicas. Se acoplaron distintos 
conjuntos de microesferas (Magplex, Luminex corporation) con proteínas de fusión de AGT purificadas, a saber, 
las proteínas recombinantes víricas etiquetadas con SNAP: sSNAP-DV1.EDIII, sSNAP-DV2.EDIII, sSNAP-10 
DV3.EDIII, sSNAP-DV4.EDIII, sSNAP-WN.EDIII, sSNAP-JE.EDIII, sSNAP-USU.EDIII, sSNAP-TBE.EDIII, 
sSNAP-YF.EDIII, sSNAP-MVE.EDIII, sSNAP-Rocio.EDIII, sSNAP-WSL.EDIII, sSNAP-ZIKA.EDIII, SNAP-
DV1ectoM, sSNAP-N.RVF, sSNAP-N.TOS, y CHIK.sE2-SNAP. Los antígenos recombinantes se acoplaron 
covalentemente a la superficie carboxílica de la microesfera usando un sustrato de la proteína AGT como 
enlazador (BG-PEG-NH2, New England Biolabs), potenciando de ese modo la eficiencia de la captura de 15 
anticuerpos en comparación con los procedimientos de acoplamiento amínico estándar. 
 
La validación técnica usando anticuerpos anti-etiqueta de SNAP y anticuerpos monoclonales específicos de ratón 
confirmó la eficiencia del acoplamiento y demostró la estabilidad del antígeno a largo plazo (hasta seis meses). 
Esta solicitud no está limitada a antígenos víricos, ya que se puede usar cualquier péptido o polipéptido para el 20 
revestimiento de las perlas y la captura subsiguiente de anticuerpos. 
 
I) Material y métodos 
 

1. Se usaron los siguientes amortiguadores y disoluciones: 25 
 

a) amortiguador de PBS: 100 ml de 10X PBS, pH 7,4 en 1 l H2O estéril 
 
b) amortiguador de acoplamiento de SNAP (PBS-DTT): 100 ml de 10 X PBS, pH 7,4, 0,5 ml de 10% de 

tween 20, 1 ml de 1,0 M de DTT, en 1 l de H2O estéril 30 
 
c) amortiguador de bloqueo/de ensayo (PBS-B): PBS, 1% de BSA, pH 7,4 en 1 l H2O estéril 
 
d) amortiguador de almacenamiento (PBS-TBN): 100 ml de 10X de PBS, 1 g de BSA, 2 ml de 10% de 

tween 20, 500 me de azida sódica, 1 ml de 1,0M de DTT, en 1 l de H2O estéril 35 
 
e) disolución de sustrato (4 mg/ml): 2 mg de BG-PEG-NH2, DMSO 500 µl. 
 
f) disolución de activación (EDAC/SNHS): 50 mg/ml de disolución de EDAC, o 50 mg/ml de SNSHS en 

agua destilada 40 
 

2. Se usaron los siguientes materiales: 
 

2.1. microesferas de MagPlex Luminex: MC 100XX-ID (en el que XX es la región de fluorescencia), XX 
puede ser, por ejemplo, 26, 27, 28, 29, 34, 35, 36, 37, 45, 52, 53, 63, 64, como se menciona en la 45 
figura 7B 

 
2.2. sustrato de hAGT: PEG-BG-NH2 (NEB S9150S) 
 

 50 
 
2.3. proteínas de fusión SNAP-EDIII vírica: 

 
La generación de una proteína de fusión que comprende restos de AGT y de EDIII vírica es bien conocida por el 
experto en la materia. Para este fin, se puede usar cualquier procedimiento de síntesis conocido, con la 55 
condición de que la enzima AGT permanezca activa en la proteína de fusión. 
 
En el presente caso, se ha usado el mutante SNAP de AGT de SEC ID NO: 2, y se han generado proteínas de 
fusión SNAP-EDIII vírica. 
 60 
Se ha escogido el sistema de expresión inducible en Drosophila S2 (DES, Invitrogen), para la producción en 
masa de EDIII individual de flavivirus en células de animales no vertebrados, y se ha usado el plásmido 
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pMT/BiP/V5-HisA de Invitrogen. 
 
Este plásmido contiene: 
 

- el promotor de metalotioneína pMT, 5 
 
- una secuencia de ssBiP de insecto de SEC ID NO: 22, 
 
- sitios de restricción de Bgl II y Age I, 
 10 
- el ADN de SEC ID NO: 28 que codifica una etiqueta de His6 situada en dirección 3’ del sitio de restricción 

de AgeI, y 
 
- la secuencia espaciadora de ADN de SEC ID NO: 26 situada entre el sitio de restricción de AgeI y el ADN 

que codifica una etiqueta de His6. 15 
 
Los genes sintéticos que codifican el dominio III de longitud completa de las proteínas E de los flavivirus WN, 
USU, JE, TBE, DEN-1 a DEN-4, YF, Rocio, MVE, Zika, SLE, y WSL se dan en SEC ID NO: 3 a SEC ID NO: 14. 
Las secuencias de aminoácidos de ED III se fusionaron en el marco al término C de la proteína SNAP, estando 
ambos restos separados por un enlazador GGGS (SEC ID NO: 25). Las secuencias de ADN que codifican 20 
SNAP-EDIII se insertaron en el plásmido pMT/BiP/V5-Histag (Invitrogen) para generar los plásmidos 
pMT/BiP/SNAP/EDIII/Histag. 
 
Los plásmidos resultantes pMT/BiP/SNAP-EDIII-Histag, que pueden conducir la expresión de proteínas de fusión 
segregadas SNAP-EDIII-His6, se co-transfectaron con el marcador de selección pCo-Blast en células S2 para 25 
generar la estirpe celular estable S2/sSNAP-ED III-Histag, que muestra resistencia a blasticidina. 
 
Las estirpes celulares S2 estables que se hicieron crecer en una botella agitadora (1000 ml) se estimularon 10 
días con metal pesado cadmio (Cd2+), y las proteínas del medio extracelular se concentraron y se purificaron. 
 30 
Se observó acumulación de la proteína segregada SNAP-EDIII etiquetada en los sobrenadantes de células 
estables S2/sSNAP-EDIII-Histag, después de 10 días de inducción con el metal pesado cadmio. 
 
En consecuencia, se han producido las proteínas SNAP-DEN1.EDIII de SEC ID NO: 21, SNAP-DEN2.EDIII de 
SEC ID NO:X, SNAP-DEN3.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-DEN4.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-WN.EDIII de 35 
SEC ID NO:X, SNAP-JE.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-YF.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-MVE.EDIII de SEC ID 
NO:X, SNAP-Rocio.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-WSL.EDIII de SEC ID NO:X, SNAP-ZIKA.EDIII de SEC ID 
NO:X, SNAP-SLE.EDIII de SEC ID NO:X. 
 

3. Preparación de las perlas acopladas al antígeno 40 
 
La producción de perlas acopladas al antígeno comprendió dos etapas: la funcionalización de las superficies 
de las microesferas con un derivado de O6-bencilguanina (BG-PEG-amino), y la inmovilización covalente de 
las proteínas quiméricas de SNAP-Ags víricos, usando el BG-PEG-amino como un anclaje (figura 1). Las 
superficies carboxílicas de las microesferas se revistieron covalentemente con el sustrato BG-PEG-amino 45 
usando un procedimiento de carbodiimida de dos etapas optimizado (Wong et al Journal of Clinical 
Microbiology 42(1): 65-72, 2004). Subsiguientemente, los compuestos de BG-PEG-amino acoplados se 
enlazaron irreversiblemente a las proteínas quiméricas de SNAP-Ags víricos mediante transferencia del grupo 
bencílico a la cisteína del sitio activo de la proteína SNAP. Debido a la elevada especificidad de esta 
reacción, la proteína de fusión se acopla exclusivamente vía el dominio de SNAP, dejando al antígeno vírico 50 
accesible para interacciones con anticuerpos. 
 

3.1. En primer lugar, las perlas comerciales se activaron según las instrucciones del fabricante (usando 
las disoluciones de activación de SNHS y EDAC), y se lavaron en un amortiguador de PBS. Todas 
las etapas se llevaron a cabo en la oscuridad para evitar la extinción fluorescente de las perlas, 55 
según las instrucciones del fabricante. 

 
Para cada procedimiento de acoplamiento se usaron aproximadamente 1,25 x 106 perlas. 
 
3.2. Entonces se añadió el sustrato de AGT PEG-BG-NH2 en la disolución de DMSO durante 6 horas a 60 

temperatura ambiente, o toda la noche a 4ºC, sobre las perlas activadas, y subsiguientemente se 
lavaron con amortiguador de PBS. 

 
3.3. Los sitios carboxílicos no unidos se bloquearon entonces con el amortiguador de bloqueo durante 30 

minutos a temperatura ambiente, y las perlas se lavaron subsiguientemente con el amortiguador de 65 
acoplamiento de SNAP. 
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3.4. Las proteínas SNAP-EDIII resuspendidas en el amortiguador de acoplamiento de SNAP (1 mg/ml) se 

incubaron con las perlas así obtenidas durante dos horas a temperatura ambiente, y entonces se 
lavaron una vez con el amortiguador de acoplamiento de SNAP, y tres veces con el amortiguador de 
almacenamiento (PBS-TBN). 5 

 
4. Inmunoensayos fluorescentes de las microesferas 
 
Los conjuntos de perlas, conjugados con diferentes SNAP-Ags víricos, se mezclaron mediante vórtice para 
asegurar la dispersión total de las perlas. Después de ajustar la densidad de las perlas a 100 perlas/µl, se 10 
transfirieron 25 µl de cada uno de los conjuntos de perlas (que contienen 2500 microesferas) a una placa de 
microtitulación de 96 pocillos (placa de fondo plano Bio-Plex Pro, BioRad) en pocillos separados para 
ensayos singleplex, o se mezclaron en los mismos pocillos para ensayos múltiplex. Las microesferas se 
lavaron 3 veces con 100 µl de amortiguador de lavado (Amortiguador de Lavado BioPlex, BioRad) usando 
una estación de lavado de microplacas para perlas magnéticas (Estación de Lavado BioPlex Pro, BioRad). 15 
Las muestras (anticuerpos o sueros) se diluyeron en amortiguador de ensayo (PBS-BSA), y se añadieron 50 
µl de las disoluciones resultantes a los pocillos de ensayo que contienen las perlas conjugadas. Tras la 
incubación en la oscuridad en un agitador de placas durante 30 min., la placa se lavó como antes. 
Subsiguientemente, se diluyó un anticuerpo secundario marcado con fluorocromo en amortiguador de ensayo 
(PBS-BSA) a 2 µg/ml, y se añadieron 50 µl de las disoluciones resultantes a los pocillos de ensayo que 20 
contienen las perlas conjugadas. Tras incubar en la oscuridad en un agitador de placas durante 30 min., la 
placa se lavó como antes. Finalmente, se diluyó estreptavidina-ficoeritrina (SAPE, Invitrogen Molecular 
Probes) en amortiguador de ensayo (PBS-BSA) a 2 µg/ml, y se añadieron 50 µl de la disolución resultante a 
los pocillos de la microplaca. La placa se incubó en la oscuridad en un agitador de placas durante 10 min. y 
se lavó como antes, antes de resuspender los contenidos de los pocillos en 125 µl de amortiguador de 25 
ensayo. La intensidad media de la fluorescencia (MFI) del anticuerpo de detección unido a las microesferas 
individuales se evaluó a partir del análisis de flujo de 50 microesferas por pocillo usando un analizador de 
flujo de láser dual (instrumento BioPlex 200, BioRad). El instrumento de detección fluorescente está equipado 
con un primer láser para detectar el tipo de perla, y un segundo para asegurar la cuantificación del IgM o IgG 
capturado al excitar el fluoróforo (rojo de ficoeritrina) conjugado con el anticuerpo de detección específico. 30 

 
4.1 Confirmación del acoplamiento del antígeno 
 

El acoplamiento del antígeno se confirmó ensayando las microesferas acopladas al antígeno con 
diluciones de anticuerpo policlonal de conejo anti-etiqueta de SNAP (GenScript). Los inmunoensayos 35 
de fluorescencia se llevaron a cabo en formato singleplex, como se describe anteriormente. Se llevó 
a cabo en PBS-BSA una serie de diluciones de dos veces de anticuerpo anti-SNAP partiendo de 
4000 ng/ml y terminando en 3,9 ng/ml, y los volúmenes de cada dilución se añadieron a los pocillos 
de ensayo que contienen las perlas. Para detectar anticuerpos anti-SNAP unidos, se usó IgG de 
cabra anti-conejo conjugado con biotina (2 µg/ml en 50 µl de PBS-BSA) como anticuerpo 40 
secundario. 

 
La figura 2 muestra los resultados de la fluorescencia observados para la detección del anticuerpo 
anti-SNAP en 8 conjuntos diferentes de microesferas acopladas a proteínas quiméricas de SNAP-
antígenos víricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-45 
WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-TBE). 

 
4.2 Detección de anticuerpos específicos 

 
La captura y detección de anticuerpos específicos mediante las microesferas conjugadas al antígeno se evaluó 50 
usando anticuerpos monoclonales purificados de ratón (anti-WNV, anti-DV1 y anti-DV2) y sueros policlonales de 
ratón (anti-DV3, anti-DV4, anti-YF y anti-JE) o sueros humanos (anti-DV1). Los inmunoensayos de fluorescencia 
se llevaron a cabo en un formato singleplex y múltiplex, como se describe anteriormente. Se llevó a cabo en 
PBS-BSA una serie de diluciones de cuatro veces de anticuerpos monoclonales purificados de ratón, partiendo 
de 400 ng/ml y terminando en 0,1 ng/ml, y sueros de ratón y humanos partiendo de 1:25 y terminando en 55 
1:102400, y los volúmenes de cada dilución se añadieron a los pocillos de ensayo que contienen las perlas. Para 
detectar anticuerpos de ratón monoclonales y policlonales unidos, se usó como anticuerpo secundario un IgG de 
cabra anti-ratón conjugado con biotina (2 µg/ml en 50 µl de PBS-BSA). Para detectar anticuerpos IgM o IgG 
unidos en suero humano, se usaron respectivamente un IgM de cabra anti-humano conjugado a biotina (2 µg/ml 
en 50 µl de PBS-BSA) o un IgG de cabra anti-humano conjugado a biotina (2 µg/ml en 50 µl de PBS-BSA). 60 
 
La figura 3 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la detección del anticuerpo 
monoclonal purificado anti-DV2 en la proteína quimérica SNAP-DV2.EDIII conjugada a microesferas vía el 
sustrato de la proteína hAGT (acoplamiento de la invención) o acoplada a través del Kit de Acoplamiento de 
Amina Bio-Plex, BIORAD. 65 
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La figura 4 compara la sensibilidad del experimento de inmunoensayo para la detección del anticuerpo 
monoclonal purificado anti-DV1 en la proteína quimérica SNAP-DV1.EDIII conjugada a microesferas, ya sea en 
un formato singleplex o en un formato múltiplex con otras proteínas quiméricas de SNAP-Ags víricos (SNAP-
DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-TBE) acopladas a 5 
microesferas. 
 
La figura 5 muestra la reactividad y especificidad del experimento del inmunoensayo múltiplex para la detección 
de diluciones de anticuerpo monoclonal purificado anti-WNV en proteínas quiméricas de SNAP-Ags víricos 
(SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, 10 
SNAP-TBE) acopladas a microesferas. 
 
La figura 6 muestra la reactividad y especificidad de la detección de IgG anti-DV3 en suero policlonal de ratón 
frente a DV3 (A), y la detección de IgG anti-YF en suero policlonal de ratón frente a YF (B), en inmunoensayos 
múltiplex en proteínas quiméricas de SNAP-Ags víricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, 15 
SNAP.DV4.EDIII, SNAP-WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-MVE, SNAP-SLE, 
SNAP-ZIKA) acopladas a microesferas. 
 
La figura 7 muestra la reactividad y especificidad de la detección de IgM anti-DV1 (A) y de la detección de IgG 
anti-DV1 (B) en suero infectado con DV1 de un paciente humano en inmunoensayos múltiplex en proteínas 20 
quiméricas de SNAP-Ags víricos (SNAP-DV1.EDIII, SNAP-DV2.EDIII, SNAP.DV3.EDIII, SNAP.DV4.EDIII, SNAP-
WNV, SNAP-YF, SNAP-JE, SNAP-WSL, SNAP-ROCIO, SNAP-MVE, SNAP-SLE, SNAP-ZIKA, SNAP-TBE) 
acopladas a microesferas. 
 
II. Resultados 25 
 
El sistema de la invención usa una mezcla de microesferas Magplex revestidas con antígeno (Luminex 
Corporation) como reactivos de captura para inmunoglobulinas humanas específicas. Cada conjunto de 
microesferas codificadas internamente con un color se ha acoplado a un antígeno recombinante específico y se 
ha mezclado con otros tipos de microesferas en un volumen pequeño de muestra. El poder de este sistema se 30 
basa en el hecho de que es posible analizar simultáneamente hasta 100 tipos de microesferas acopladas por 
pocillo usando una herramienta de análisis de flujo. El instrumento de detección fluorescente está equipado con 
un primer láser para detectar el tipo de perla, y un segundo para asegurar la cuantificación del IgM o IgG 
capturado al excitar el fluoróforo (ficoeritrina) conjugado al anticuerpo de detección específico. Con sus 
capacidades multiplexadoras amplias y el límite de detección más bajo, este enfoque ofrece ahorros sustanciales 35 
de coste y de muestras con respecto a las medidas de ELISA tradicionales. 
 
Actualmente, se han acoplado 16 conjuntos distintos de microesferas con proteínas quiméricas purificadas de 
SNAP-Ags víricos, permitiendo la titulación de anticuerpos séricos específicos contra los serotipos 1 a 4 del virus 
del dengue, el virus del Nilo Occidental, el virus de la fiebre amarilla, el virus de la encefalitis japonesa, el virus de 40 
la encefalitis portada por garrapatas, el virus de la encefalitis de San Luis, el virus de la encefalitis del Valle de 
Murray, el virus de Wesselsbron, de Zika, de Rocio, de Usutu, de la fiebre del Valle del Rift, y de Chikungunya. 
La producción del sistema es muy eficaz en cuanto al coste y al tiempo, ya que solamente se requiere una 
cantidad muy pequeña de antígeno recombinante (< 50 µg) para producir un conjunto de microesferas acopladas 
al antígeno (∼1,25 x 106 microesferas), suficiente para llevar a cabo 500 ensayos individuales. Además, los 45 
conjuntos seleccionados de microesferas son adaptables a un sistema de detección fluorescente económico, 
compacto y robusto, tal como el MagPix (Luminex Corporation). 
 
La evaluación del acoplamiento del antígeno usando un anticuerpo anti-SNAP (figura 2) confirmó la eficiencia del 
acoplamiento, y demostró que las cantidades relativas de antígenos unidos son comparables entre los diferentes 50 
conjuntos de microesferas acopladas. La evaluación de la captura y detección de los anticuerpos usando 
anticuerpos de ratón purificados mostró una captura mejorada de los anticuerpos específicos por las 
microesferas producidas acopladas al antígeno, en comparación con microesferas acopladas al antígeno 
obtenidas mediante procedimientos de acoplamiento amínico estándar (figura 3). Además, demostró el límite 
bajo de detección del método, y confirmó que la multiplexación no afecta a la detección de los anticuerpos (figura 55 
4). Adicionalmente, las microesferas conjugadas al antígeno exhibieron una estabilidad a largo plazo cuando se 
almacenaron a 4ºC (> 6 meses). Finalmente, la especificidad de cada conjunto de microesferas acopladas en 
inmunoensayos múltiplex se demostró para anticuerpos monoclonales purificados de ratón (figura 5), para 
anticuerpos IgG en sueros policlonales de ratón (figura 6A-B), y para anticuerpos tanto IgM como IgG en sueros 
policlonales de seres humanos infectados (figura 7). 60 
 
Con sus capacidades multiplexadoras amplias (hasta 100 tipos de microesferas acopladas por pocillo) y su límite 
de detección más bajo, este enfoque ofrece ahorros sustanciales de coste y de muestra con respecto a las 
medidas de ELISA tradicionales. 
 65 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 38

III. Generación de una proteína de fusión que comprende SNAP y la nucleoproteína N del virus de 
Schmallenberg 
 
1. Construcción de los vectores que codifican la proteína de fusión SNAP-SBV.N 
 5 
La proteína de fusión quimérica que comprende SNAP y la nucleoproteína N del virus de Schmallenberg se ha 
obtenido según lo siguiente: 
 

En una primera etapa, la secuencia del marco de lectura abierto del segmento S que codifica la 
nucleoproteína N y la proteína NSs de la cepa BH80/11-4, se mutó insertando un sitio de restricción EcoRV 10 
en su término 5’ y un sitio de restricción XmaI en su término 3’. Además, el sitio de restricción EcoRV interno 
se eliminó mutando el nucleótido 294T a 294A. Esta secuencia mutada se muestra en SEC ID NO: 17. 

 
Esta secuencia mutada se insertó entonces en los sitios de restricción EcoRV y XmaI del casete pDeSNAP Univ 
de SEC ID NO: 34, generando el casete de ADN “pDeSNAP Univ/SBV.N” de SEC ID NO: 36. 15 
 
El denominado casete de ADN “pDeSNAP Univ/SBV.N” comprende (véase la figura 9 y SEC ID NO: 36): 
 

- la secuencia de BiP-like de insecto de SEC ID NO: 23, 
 20 
- la secuencia de SNAP-like de SEC ID NO: 31, 
 
- una primera secuencia de ADN, SEC ID NO: 26, que codifica la secuencia espaciadora GGGS (SEC ID 

NO: 25), 
 25 
- una secuencia de ADN, SEC ID NO: 29, que codifica un sitio de escisión de pro-TEV1 de secuencia 

ENLYFQS (SEC ID NO: 32), 
 
- la secuencia de ADN de SEC ID NO: 17 (que corresponde a la secuencia de SBV.N natural, en la que el 

sitio de EcoRV interno se ha suprimido, y se han añadido en los extremos dos sitios de EcoRV y XmaI, 30 
 
- una secuencia de ADN, SEC ID NO: 30, que codifica un sitio de escisión de pro-TEV2 de secuencia 

ENLYFQG (SEC ID NO: 33), 
 
- una secuencia de ADN, SEC ID NO: 28, que codifica una secuencia de HisTag. 35 

 
Obsérvese que este casete comprende, además de un sitio de NheI en dirección 5’ del ATG, un sitio de BglII 
entre la secuencia de BiP-like y la secuencia de SNAP-like, y un sitio de AgeI y un sitio de HindIII que están 
situados ambos en dirección 3’ del codón de parada. 
 40 
La secuencia comprendida entre los sitios de restricción de BglII y AgeI del casete pDeSNAPUniv/SBV.N (véase 
la figura 9) se cortó mediante digestión enzimática, después se clonó en el plásmido pMT/BiP/V5-A (Invitrogen) 
para generar el vector pMT/BiP/SNAP-SBV.N. Este vector se ha usado para generar células S2 estables que 
segregan la proteína de fusión SNAP-SBV.N. 
 45 
La secuencia comprendida entre los sitios de restricción de NheI y NotI del casete pDeSNAPUniv/SBV.N se 
clonó entonces en el plásmido pcADN3 (Invitrogen) para generar el vector pcADN3/SNAP-SBV.N. Este vector se 
usó entonces para generar células de mamífero estables que segregan la proteína de fusión SNAP-SBV.N. 
 
2. Producción de la proteína de fusión SNAP-SBV.N 50 
 
Los plásmidos resultantes pMT/BiP/SNAP-SBV.N que permiten la producción de proteínas SBV.N etiquetadas 
con SNAP como proteínas de fusión segregadas se cotransfectaron con el marcador de selección pCo-Blast en 
células S2 para generar la estirpe celular estable S2/SNAP-SBV.N, que muestra resistencia a blasticidina. 
 55 
Esta estirpe celular se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) del 
Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, con el número CNCM 1-4616. 
 
Las estirpes celulares S2 estables que se hicieron crecer en una botella agitadora (1000 ml) se estimularon 10 
días con el metal pesado cadmio (Cd2+). 60 
 
Se observó acumulación de la proteína segregada SNAP-SBV.N en los sobrenadantes de las células S2/SNAP-
SBV.N después de 10 días de inducción con el metal pesado cadmio. 
 
Se ensayaron 0,01 ml procedentes de 4 ml de sobrenadante de células S2/SNAP-SBV.N inducidas 10 días con 65 
Cd2+ mediante ensayo de inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-Histag (dilución 1:1.000) (véase la 
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figura 10). 
 
La proteína quimérica SNAP-SBV.N se comparó con cantidades definidas de la proteína quimérica SNAP-TOS.N 
(que corresponde a la proteína de fusión que comprende SNAP y la nucleoproteína N del virus de la Toscana, 
que es un flebovirus). 5 
 
La producción de SNAP-SBV.N purificada a partir de células S2/SNAP+SBV.N inducidas durante 10 días es 18 
mg por litro de cultivo celular (Fig. 10B). 
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Listado de secuencias  35 
 
<110> INSTITUT PASTEUR 
 
<120> INMUNOENSAYO DE CRIBADO MÚLTIPLEX 
 40 
<130> 362007D30751 
 
<150> PCT EP2011/072387 
<151> 2011-12-09 
 45 
<150> US 61/642,924 
<151> 2012-05-04 
 
<160> 153 
 50 
<170> PatentIn version 3.5 
 
<210> 1 
<211> 238 
<212> PRT 55 
<213> homo sapiens 
 
<400> 1  
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<210> 2 5 
<211> 193 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Secuencia de aminoácidos de SNAP 
 
<400> 2  
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<210> 3 5 
<211> 404 
<212> ADN 
<213> Virus del dengue 1 
 
<400> 3  10 
 

 
 
<210> 4 
<211> 404 15 
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<212> ADN 
<213> Virus del dengue 2 
 
<400> 4  
 5 

 
 
<210> 5 
<211> 401 
<212> ADN 10 
<213> Virus del dengue 3 
 
<400> 5  
 

 15 
 
<210> 6 
<211> 401 
<212> ADN 
<213> Virus del dengue 4 20 
 
<400> 6  
 

 
 25 
<210> 7 
<211> 398 
<212> ADN 
<213> Virus del Nilo Occidental 
 30 
<400> 7  
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<210> 8 
<211> 410 
<212> ADN 5 
<213> Virus de la fiebre amarilla 
 
<400> 8  
 

 10 
 
<210> 9 
<211> 410 
<212> ADN 
<213> Virus de la encefalitis japonesa 15 
 
<400> 9  
 

 
 20 
<210> 10 
<211> 397 
<212> ADN 
<213> Virus del Zika  
 25 
<400> 10  
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<210> 11 
<211> 385 
<212> ADN 5 
<213> Virus de Wesselbron  
 
<400> 11  
 

 10 
 
<210> 12 
<211> 397 
<212> ADN 
<213> Virus de Rocio  15 
 
<400> 12  
 

 
 20 
<210> 13 
<211> 397 
<212> ADN 
<213> Virus de la encefalitis de Murray  
 25 
<400> 13  
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<210> 14 
<211> 397 
<212> ADN 5 
<213> Virus de la encefalitis de Saint-Louis  
 
<400> 14  
 

 10 
 
<210> 15 
<211> 579 
<212> ADN 
<213> artificial 15 
 
<220> 
<223> ADN que codifica SNAP original (contenido de G/C normal) 
 
<400> 15  20 
 

 
 
<210> 16 
<211> 235 25 
<212> PRT 
<213> artificial 
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<220> 
<223> Proteína N mutada del virus de Schmallenberg  
 
<400> 16  
 5 

 
 

 
 
<210> 17 10 
<211> 707 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia de ADN mutada que codifica la proteína N del virus de Schmallenberg  
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<400> 17  
 

 
 
<210> 18 5 
<211> 211 
<212> PRT 
<213> mus musculus 
 
<400> 18  10 
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<210> 19 
<211> 209 
<212> PRT 5 
<213> Rattus norvegicus 
 
<400> 19  
 

 10 
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<210> 20 
<211> 963 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica SNAP – enlazador - DEN1 EDIII – enlazador - Histag 
 10 
<400> 20  
 

 
 

 15 
 
<210> 21 
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<211> 316 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 5 
<223> SNAP - enlazador - DEN1 EDIII - enlazador - Histag 
 
<400> 21  
 

 10 
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<210> 22 
<211> 54 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica la secuencia de ssBiP  
 10 
<400> 22 
 
54   atgaagttat gcatattact ggccgtcgtg gcctttgttg gcctctcgct cggg 
 
<210> 23 15 
<211> 66 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 20 
<223> ADN artificial que codifica la secuencia señal de BiP-like = péptido señal de ssBiP de insecto + señal de 
DEN1prM del sitio de escisión 
 
<400> 23  
 25 

 
 

 
<210> 24 
<211> 22 30 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 
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<223> Secuencia señal de BiP-like = péptido señal de ssBiP de insecto + señal de DEN1prM del sitio de escisión  
 
<400> 24  
 

 5 
 
<210> 25 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos del espaciador 
 
<400> 25  15 
 

 
 
<210> 26 
<211> 12 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN del espaciador 25 
 
<400> 26 
 
12   ggtggcggat ct 
 30 
<210> 27 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> artificial 
 35 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de HIS TAG 
 
<400> 27  
 40 

 
 
<210> 28 
<211> 18 
<212> ADN 45 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica His Tag 
 50 
<400> 28 
 
18   catcatcatc atcatcat 
 
<210> 29 55 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 60 
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<223> ADN que codifica el sitio 1 de escisión de pro-TEV  
 
<400> 29 
 
21   gaaaacctgt acttccagag c 5 
 
<210> 30 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> ADN que codifica el sitio 2 de escisión de pro-TEV 
 
<400> 30 15 
 
21   gagaatctat attttcaagg g 
 
<210> 31 
<211> 530 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de SNAP-like con contenido bajo de G/C  25 
 
<400> 31  
 

 
 30 
<210> 32 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> artificial 
 35 
<220> 
<223> Sitio 1 de escisión de pro-TEV  
 
<400> 32  
 40 

 
 
<210> 33 
<211> 7 
<212> PRT 45 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Sitio 2 de escisión de pro-TEV  
 50 
<400> 33  
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<210> 34 
<211> 798 5 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Casete de ADN pDeSNAP Univ (BIPlike - SNAPlike- proTEV/Histag) 10 
 
<400> 34  
 

 
 15 

 
 
<210> 35 
<211> 1439 
<212> ADN 20 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Casete de ADN pDeSNAP Univ +SBV.N (ssBIP - SNAPlike- SBV.N-proTEV/Histag) 
 25 
<400> 35  
 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 55

 
 
<210> 36 
<211> 1480 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Casete de ADN pDeSNAP Univ +SBV.N (BIPlike - SNAPlike-SBV.N -proTEV/Histag) 
 10 
<400> 36  
 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 56

 
 
<210> 37 
<211> 18 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la secuencia de ssBiP  
 10 
<400> 37  
 

 
 
<210> 38 15 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Cepa IS-98-ST1 del virus del Nilo Occidental 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 57

 
<400> 38  
 

 
 5 
<210> 39 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Virus del dengue 
 10 
<400> 39  
 

 
 
<210> 40 15 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 20 
<223> Sitio de escisión de enterocinasa 
 
<400> 40  
 

 25 
 
<210> 41 
<211> 480 
<212> PRT 
<213> artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de BiPlike+SNAPlike+proTEV+SBV.N+proTEV+Histag 
 
<400> 41  35 
 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 58

 
 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 59

 
 
<210> 42 
<211> 438 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión SNAP+SCHM.N (sin BiPlike + HisTag 
 10 
<400> 42  
 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 60

 
 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 61

 
 
<210> 43 
<211> 4194 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> pMT/BiP/SNAP-Histag con casete DeSNAP Univ 
 10 
<400> 43  
 

E12798308
21-11-2017ES 2 648 899 T3

 



 62

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 63

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 64

 
 
<210> 44 
<211> 3458 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> pUC57 sin casete DeSNAP Univ  
 10 
<400> 44  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 65

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 66

 
 
<210> 45 
<211> 6365 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> pcADN3 con casete DeSNAP Univ  
 10 
<400> 45  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 67

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 68

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 69

 
 
<210> 46 
<211> 476 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de ssBiP+SNAPlike+proTEV+SBV.N+proTEV+Histag (codificada por SEC ID 
NO:35) 10 
 
<400> 46  
 

ES 2 648 899 T3

 



 70

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 71

 
 
<210> 47 
<211> 891 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN modificada que codifica el enterovirus 71 VP1 (cepa JL-AFP-EV71-07-03) 
 10 
<400> 47  
 

ES 2 648 899 T3

 



 72

 
 
<210> 48 
<211> 1643 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN de DeSNAPuniv-EV71.VP1 quimérica (ssBiP - SNAPlike - sitio de escisión de proTEV 
- EV71-VP1 modificada - sitio de escisión de proTEV - Histag) para la expresión en células S2  10 
 
<400> 48  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 73

 
 
<210> 49 
<211> 523 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike - proTEV - VP1 EV71 - proTEV- Histag] 
 10 
<400> 49  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 74

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 75

 
 
<210> 50 
<211> 2386 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica DeSNAPuniv-JE. -sE quimérica (ssBiP- sE de JEV cepa SA-14 -
SNAPlike) para la expresión en células S2 10 
 
<400> 50  
 

ES 2 648 899 T3

 



 76

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 77

 
 
<210> 51 
<211> 773 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [sE de JEV cepa SA-14 - SNAPlike - Histag] 
 10 
<400> 51  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 78

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 79

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 80

 
 
<210> 52 
<211> 1020 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica la proteína de fusión BiPlike-SNAPlike-EDIII del virus de la encephalitis 
japonesa genotipo del virus de la encefalitis japonesa genotipo I clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresión en 10 
células S2 
 
<400> 52  
 

 15 
 

ES 2 648 899 T3

 



 81

 
 
<210> 53 
<211> 319 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa 
genotipo I - Histag 10 
 
<400> 53  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 82

 
 
<210> 54 
<211> 406 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica el dominio III de la proteína E de cubierta del virus de la encefalitis 
japonesa de genotipo 1 (JE-1.EDIII) 10 
 
<400> 54  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 83

 
 
<210> 55 
<211> 406 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica el dominio III de la proteína E de cubierta del virus de la encefalitis 
japonesa de genotipo 2 (JE-2.EDIII) 10 
 
<400> 55  
 

 
 15 
<210> 56 
<211> 406 
<212> ADN 
<213> artificial 
 20 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica el dominio III de la proteína E de cubierta del virus de la encefalitis 
japonesa de genotipo 4 (JE-4.EDIII) 
 
<400> 56  25 
 

 
 
<210> 57 
<211> 406 30 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica el dominio III de la proteína E de cubierta del virus de la encefalitis 35 

ES 2 648 899 T3

 



 84

japonesa de genotipo 5 (JE-5.EDIII) 
 
<400> 57  
 

 5 
 
<210> 58 
<211> 394 
<212> ADN 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN del dominio III que codifica la proteína E de cubierta del virus de Rabensburg 
(RabV.EDIII) 
 15 
<400> 58  
 

 
 
<210> 59 20 
<211> 1020 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 25 
<223> Secuencia de ADN que codifica la proteína de fusión BiPlike -SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis 
japonesa genotipo 2 clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresión en células S2 
 
<400> 59  
 30 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 85

 
 
<210> 60 
<211> 319 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa 
genotipo 2 - Histag 10 
 
<400> 60  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 86

 
 
<210> 61 
<211> 1020 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica la proteína de fusión BiPlike -SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis 
japonesa genotipo 4 clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresión en células S2 10 
 
<400> 61  
 

ES 2 648 899 T3

 



 87

 
 
<210> 62 
<211> 319 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa 
genotipo 4 - Histag 10 
 
<400> 62  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 88

 
 

 
 
<210> 63 5 
<211> 1020 
<212> ADN 
<213> artificial 

ES 2 648 899 T3

 



 89

 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica la proteína de fusión BiPlike -SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis 
japonesa genotipo 5 clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresión en células S2 
 5 
<400> 63  
 

 
 
<210> 64 10 
<211> 319 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión SNAPlike-EDIII del virus de la encefalitis japonesa 
genotipo 5 - Histag 
 
<400> 64  
 20 

ES 2 648 899 T3

 



 90

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 91

 
 
<210> 65 
<211> 1008 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica la proteína de fusión BiPlike -SNAPlike-EDIII del virus de Rabensburg 
clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresión en células S2 10 
 
<400> 65  
 

 
 15 

 
 
<210> 66 
<211> 314 
<212> PRT 20 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión SNAPlike-EDIII del virus de Rabensburg - Histag 

ES 2 648 899 T3

 



 92

 
<400> 66  
 

 
 5 

ES 2 648 899 T3

 



 93

 
 
<210> 67 
<211> 977 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica la proteína de fusión ssBiP-SNAPlike-EDIII de un virus flavivirus de 
insecto clonado en pMT/BiP/SNAP para la expresión en células S2 10 
 
<400> 67  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 94

 
 
<210> 68 
<211> 305 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión SNAPlike-EDIII de un flavivirus de insecto - Histag 
 10 
<400> 68  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 95

 
 
His 
 
305 5 
 
<210> 69 
<211> 1783 
<212> ADN 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 de la cepa QML-1 del virus del Río Ross -SNAPlike-Histag 
para la expresión en células S2 
 15 
<400> 69  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 96

 
 
<210> 70 
<211> 572 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión [sE2 de la cepa QML-1 del virus del Río Ross -
SNAPlike-Histag] 10 
 
<400> 70  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 97

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 98

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 99

 
 
<210> 71 
<211> 1783 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 de la cepa IQD2668 del virus de Mayaro -SNAPlike-Histag 
para la expresión en células S2 10 
 
<400> 71  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 100

 
 
<210> 72 
<211> 572 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión [sE2 de la cepa IQD2668 del virus de Mayaro -
SNAPlike-Histag] 10 
 
<400> 72  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 101

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 102

 
 
<210> 73 
<211> 1786 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 del virus de la encefalitis equina occidental -SNAPlike-Histag 
para la expresión en células S2 10 
 
<400> 73  
 

ES 2 648 899 T3

 



 103

 
 
<210> 74 
<211> 573 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión [sE2 de la encefalitis equina occidental -SNAPlike-
Histag] 10 
 
<400> 74  
 

ES 2 648 899 T3

 



 104

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 105

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 106

 
 
<210> 75 
<211> 1786 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 del virus de la encefalitis equina oriental -SNAPlike-Histag para 
la expresión en células S2 10 
 
<400> 75  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 107

 
 
<210> 76 
<211> 573 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión [sE2 de la encefalitis equina oriental -SNAPlike-Histag] 
 10 
<400> 76  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 108

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 109

 
 
<210> 77 
<211> 1792 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-sE2 del virus de la encefalitis equina venezolana -SNAPlike-Histag 
para la expresión en células S2 10 
 
<400> 77  

ES 2 648 899 T3

 



 110

 

 
 

 
 5 
<210> 78 
<211> 575 
<212> PRT 
<213> artificial 
 10 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión [sE2 de la encefalitis equina venezolana -SNAPlike-
Histag] 
 
<400> 78  15 

ES 2 648 899 T3

 



 111

 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 112

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 113

 
 
<210> 79 
<211> 1442 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike-proteína N de Akabane –sitio de escisión de proTEV -
Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 79  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 114

 
 
<210> 80 
<211> 458 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proteína N de Akabane -Histag] 
 10 
<400> 80  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 115

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 116

 
 
<210> 81 
<211> 1451 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike-proteína N de Aino –sitio de escisión de proTEV -Histag 
para la expresión en células S2 10 
 
<400> 81  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 117

 
 
<210> 82 
<211> 459 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proteína N de Aino -Histag] 
 10 
<400> 82  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 118

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 119

 
 
<210> 83 
<211> 1448 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP - SNAPlike-proteína N de Shamonda –sitio de escisión de proTEV -
Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 83  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 120

 
 
<210> 84 
<211> 458 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proteína N de Shamonda -Histag] 
 10 
<400> 84  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 121

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 122

 
 
<210> 85 
<211> 1991 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP -SNAPlike-sitio de escisión de proTEV –proteína N de la cepa 
2cEMC/2012 de betacoronavirus humano- Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 85  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 123

 
 
<210> 86 
<211> 639 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV-proteína N de COV -Histag] 
 10 
<400> 86  
 

ES 2 648 899 T3

 



 124

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 125

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 126

 
 
<210> 87 
<211> 4465 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- proteína S de la cepa 2cEMC/2012 de betacoronavirus humano- 
SNAPlike - Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 87  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 127

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 128

 
 

 
 
<210> 88 5 
<211> 1463 
<212> PRT 
<213> artificial 

ES 2 648 899 T3

 



 129

 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [proteína huCOV.S-SNAPlike-Histag] 
 
<400> 88  5 
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 130

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 131

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 132

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 133

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 134

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 135

 
 
<210> 89 
<211> 1325 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP - SNAPlike -proTEV- proteína C de la cepa TCHM-R2/03 del virus 
de la hepatitis C de genotipo 1b - -proTEV - Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 89  
 

 
 15 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 136

<210> 90 
<211> 417 
<212> PRT 
<213> artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV-proteína C de HCV-proTEV-Histag] 
 
<400> 90  
 10 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 137

 
 

 
 
<210> 91 5 
<211> 1376 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike – antígeno MSP1(19) de Plasmodium falciparum - 

ES 2 648 899 T3

 



 138

proTEV – antígeno AMA-1(III) de Plasmodium falciparum - Histag para la expresión en células S2 
 
<400> 91  
 

 5 
 
<210> 92 
<211> 434 
<212> PRT 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-MSP1-proTEV-AMA1-Histag] 
 
<400> 92  15 
 

ES 2 648 899 T3

 



 139

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 140

 
 
<210> 93 
<211> 2195 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike -proTEV- forma corta modificada de HbpA de Leptospira 
interrogans serovar Lai str.56601 - proTEV- Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 93  
 

ES 2 648 899 T3

 



 141

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 142

 
 
<210> 94 
<211> 707 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV-HbPA1-proTEV-Histag] 
 10 
<400> 94  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 143

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 144

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 145

 
 
<210> 95 
<211> 968 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike -proTEV- MUB40 - proTEV-Histag para la expresión en 
células S2 10 
 
<400> 95  
 

 
 15 

 
 
<210> 96 
<211> 298 
<212> PRT 20 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV-MUB40-proTEV-Histag] 

ES 2 648 899 T3

 



 146

 
<400> 96  
 

 
 5 

ES 2 648 899 T3

 



 147

 
 
<210> 97 
<211> 1238 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike -proTEV- forma soluble de lectina similar a tipo C de 
ratón (CLEC5A) - proTEV- Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 97  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 148

 
 
<210> 98 
<211> 388 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV-moCLEC5A-proTEV-Histag] 
 10 
<400> 98  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 149

 
 

 
 
<210> 99 5 
<211> 1229 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- SNAPlike -proTEV- forma soluble de lectina similar a tipo C de 

ES 2 648 899 T3

 



 150

ratón (CLEC5A) - proTEV- Histag para la expresión en células S2 
 
<400> 99  
 

 5 
 
<210> 100 
<211> 385 
<212> PRT 
<213> artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV-huCLEC5A-proTEV-Histag] 
 
<400> 100  15 
 

ES 2 648 899 T3

 



 151

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 152

 
 
<210> 101 
<211> 962 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike- SNAPlike- proteína cxVAGO de Culex quinquefasciatus - Histag 
para la expresión en células S2 10 
 
<400> 101  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 153

 
 
<210> 102 
<211> 300 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-cxVAGO-Histag] 
 10 
<400> 102  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 154

 
 
<210> 103 
<211> 962 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike- SNAPlike- proteína aaVAGO de Aedes albopictus - Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 103  
 

 
 15 

ES 2 648 899 T3

 



 155

 
 
<210> 104 
<211> 300 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-aaVAGO-Histag] 
 10 
<400> 104  
 

 
 

ES 2 648 899 T3

 



 156

 
 
<210> 105 
<211> 4108 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN de OpIE2SP-SNAP clonado en pUC57 para la expresión constitutiva de la proteína 
quimérica segregada SNAP-target en células de invertebrados 10 
 
<400> 105  
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<210> 106 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN de etiqueta del péptido de término C de OpIE2SP-SNAP 
 
<400> 106 10 
 
24   gactataaag atgacgacga taag 
 
<210> 107 
<211> 8 15 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de etiqueta del péptido de término C de OpIE2SP-SNAP 20 
 
<400> 107  
 

 
 25 
<210> 108 
<211> 2200 
<212> ADN 
<213> artificial 
 30 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1- nucleoproteína N del virus de la fiebre 
hemorrágica de Crimea-Congo -proTEV2-Histag para la expresión en células S2 
 
<400> 108  35 
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<210> 109 
<211> 707 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-CCHF.N-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 109  
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<210> 110 
<211> 2974 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteína N del virus del Ébola -proTEV2-
Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 110  
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<210> 111 
<211> 965 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-EBO.N-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 111  
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<210> 112 
<211> 2842 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteína N del virus de Marburgo -
proTEV2-Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 112  
 

 
 15 
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<210> 113 
<211> 921 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-EBO.N-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 113  
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<210> 114 
<211> 2461 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteína N del virus de Lassa -proTEV2-
Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 114  
 

 
 15 
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<210> 115 
<211> 794 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-LAS.N-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 115  
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<210> 116 
<211> 2446 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteína N del virus de Junin -proTEV2-
Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 116  
 

 
 15 
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<210> 117 
<211> 789 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aa de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-JUN.N-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 117  
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<210> 118 5 
<211> 2446 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteína N del virus de Machupo -
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proTEV2-Histag para la expresión en células S2 
 
<400> 118  
 

 5 
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<210> 119 
<211> 789 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-MAC.N-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 119  
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<210> 120 
<211> 2434 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteína N del virus de Guanarito -
proTEV2-Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 120  
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<210> 121 
<211> 785 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-GUA.N-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 121  
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<210> 122 
<211> 2440 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-SNAPlike-proTEV1-nucleoproteína N del virus de Sabia-proTEV2-
Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 122  
 

 
 15 
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<210> 123 5 
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<211> 787 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-SAB.N-proTEV2-Histag] 
 
<400> 123  
 

 10 
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<210> 124 
<211> 992 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike-SNAPlike- proteína EDIII del virus de Omsk -Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 124  
 

 
 15 
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<210> 125 
<211> 310 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-OMSK.EDIII-Histag] 
 10 
<400> 125  
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<210> 126 
<211> 992 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike-SNAPlike- proteína EDIII del virus de la enfermedad del bosque 
de Kyasanur -Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 126  
 

 
 15 
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<210> 127 
<211> 310 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-KYA.EDIII-Histag] 
 10 
<400> 127  
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<210> 128 
<211> 992 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike-SNAPlike- proteína EDIII del virus de Alkhumra-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 128  
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<210> 129 
<211> 310 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SNAPlike-ALK.EDIII-Histag] 
 10 
<400> 129  
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<210> 130 
<211> 1288 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- glicoproteína GP1 del virus de Lassa-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 130  
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<210> 131 
<211> 407 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [LAS.ectoGP1-SNAPlike-Histag] 
 10 
<400> 131  
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<210> 132 
<211> 1264 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteína GP1 del virus de Junin-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 132  
 

 
 15 
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<210> 133 
<211> 399 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [JUN.ectoGP1-SNAPlike-Histag] 
 10 
<400> 133  
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<210> 134 
<211> 1297 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteína GP1 del virus de Machupo-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 134  
 

 
 15 
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<210> 135 
<211> 410 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [MAC.ectoGP1-SNAPlike-Histag] 
 10 
<400> 135  
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<210> 136 
<211> 1246 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteína GP1 del virus de Guanarito- SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 136  
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<210> 137 
<211> 393 5 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [GUA.ectoGP1-SNAPlike-Histag] 10 
 
<400> 137  
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<210> 138 
<211> 1273 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteína GP1 del virus de Sabia-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 138  
 

 
 15 
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<210> 139 
<211> 396 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SAB.ectoGP1-SNAPlike-Histag] 
 10 
<400> 139  
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<210> 140 
<211> 1189 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteína GP1 del virus de Lassa-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 140  
 

 
 15 

 
 
<210> 141 
<211> 374 
<212> PRT 20 
<213> artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [LAS.ectoGP2-SNAPlike-Histag] 
 
<400> 141  
 5 
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<210> 142 
<211> 1189 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP- Gliproteína GP1 del virus de Junin-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 142  
 

 
 15 
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<210> 143 
<211> 374 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [JUN.ectoGP2-SNAPlike-Histag] 
 10 
<400> 143  
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<210> 144 
<211> 1189 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-Gliproteína GP1 del virus de Machupo-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 144  
 

 
 15 

 
 
<210> 145 
<211> 374 
<212> PRT 20 
<213> artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [MAC.ectoGP2-SNAPlike-Histag] 
 
<400> 145  
 5 
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<210> 146 
<211> 1189 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-Gliproteína GP1 del virus de Guanarito- SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 146  
 

 
 15 
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<210> 147 
<211> 374 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [GUA.ectoGP2-SNAPlike-Histag] 
 10 
<400> 147  
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<210> 148 
<211> 1189 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica ssBiP-Gliproteína GP1 del virus de Sabia-SNAPlike-Histag para la 
expresión en células S2 10 
 
<400> 148  
 

 
 15 

 
 
<210> 149 
<211> 374 
<212> PRT 20 
<213> artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de proteína de fusión [SAB.ectoGP2-SNAPlike-Histag] 
 
<400> 149  
 5 
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<210> 150 
<211> 2774 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN que codifica BiPlike- SNAPlike-proTEV1-proteína C del virus de la hepatitis E- 
proTEV2-Histag para la expresión en células S2 10 
 
<400> 150  
 

 
 15 
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<210> 151 
<211> 899 
<212> PRT 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aa de proteína de fusión [SNAPlike-proTEV1-HEV.C-proTEV2-Histag] 
 10 
<400> 151  
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<210> 152 
<211> 51 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> ADN que codifica la secuencia BiPlike  
 10 
<400> 152 
 
51   atgaaactat gtattctact tgcagttgtt gcgttcgtag gattgtcctt a 
 
<210> 153 15 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> artificial 
 
<220> 20 
<223> Aminoácidos de la secuencia de BiPlike 
 
<400> 153  
 

 25 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método de ensayo in vitro para detectar por lo menos dos anticuerpos diana en una muestra biológica que 
comprende: 
 5 

(a) poner en contacto un primer soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente 
a una primera proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que presenta una actividad de 
O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un primer epítopo que es reconocido por un primer anticuerpo 
diana con la muestra biológica, en el que dicho sustrato de AGT está acoplado covalentemente además a 
dicho primer soporte sólido;  10 

 
(b) poner en contacto un segundo soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado 

covalentemente a una segunda proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que presenta 
una actividad de O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un segundo epítopo que es reconocido por un 
segundo anticuerpo diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana con la muestra biológica, en el que 15 
dicho sustrato de AGT está acoplado covalentemente además a dicho segundo soporte sólido y 

 
(c) detectar la presencia o ausencia de los dos anticuerpos diana. 

 
2. Método de ensayo según la reivindicación 1, en el que dicho método se utiliza para detectar por lo menos 5, 20 
más preferentemente por lo menos 15 y todavía más preferentemente por lo menos 50 anticuerpos diana en una 
muestra biológica de un sujeto. 
 
3. Método de ensayo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho sustrato de dicho 
polipéptido de AGT es un derivado de O6-bencilguanina que presenta la fórmula I: 25 
 

R1-X-CH2-R3-R4-Y 
 
en la que: 
 30 

- R1 es un grupo heteroaromático que contiene 1 a 5 átomos de nitrógeno, preferentemente un radical 
purínico de la fórmula: 

 

 
 35 

 en la que R5 es hidrógeno, halógeno, por ejemplo cloro o bromo, trifluorometilo, o hidroxi; R6 es 
hidrógeno, hidroxi, o amino no sustituido o sustituido; y R2 es hidrógeno, un alquilo de 1 a 10 átomos de 
carbono, o un resto de sacárido; 

 
- X es un átomo de oxígeno o de azufre; preferentemente un átomo de oxígeno; 40 
 
- R3 es un grupo aromático o heteroaromático, o un grupo alquilo, cicloalquilo o heterociclilo insaturado 

opcionalmente sustituido, con el doble enlace conectado a CH2; preferentemente un fenilo, por ejemplo un 
fenilo sustituido mediante R4 en posición para o meta, 

 45 
- R4 es un resto enlazador, preferentemente -CH2-NH-CO-NH-[C2H4-O]n-, en el que n está comprendido 

entre 1 y 8, preferentemente 2 a 6; 
 
- Y es un grupo reactivo. 

 50 
4. Método de ensayo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dichos soportes sólidos se 
pueden identificar específicamente por su ubicación, tamaño, diámetro, peso, granulometría, y/o marcado 
específicos. 
 
5. Método de ensayo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos soportes sólidos están 55 
marcados con un fluorocromo, un cromóforo, un radioisótopo, y/o una etiqueta másica. 
 
6. Método de ensayo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dichos soportes sólidos son 
micropartículas, preferentemente micropartículas magnéticas o micropartículas marcadas internamente con 
colorantes fluorescentes. 60 
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7. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que los primer y segundo soportes sólidos se 
obtienen acoplando covalentemente el polipéptido de AGT comprendido en la proteína de fusión como se define 
en la reivindicación 1 a unos primer y segundo soportes sólidos funcionalizados, llevando a cabo un método que 
comprende las etapas de: 5 
 

i) activar cada uno de dichos soportes sólidos funcionalizados, 
 
ii) añadir un sustrato de dicho polipéptido de AGT, suspendiéndose dicho sustrato en un amortiguador que 

contiene entre 0 y 20% de DMSO, en unas condiciones apropiadas de manera que el sustrato se une 10 
covalentemente a dicho soporte, y 

 
iii) poner en contacto dicho polipéptido de AGT con cada uno de los soportes revestidos con sustrato de la 

etapa b) en un amortiguador de PBS/DTT, estando el DTT preferentemente a una concentración de 1 mM 
en el amortiguador de PBS/DTT, en el que las moléculas no unidas se eliminan por lavado tras las etapas 15 
ii) y iii). 

 
8. Utilización de un kit que comprende: 
 

(a) un primer soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una primera 20 
proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que presenta una actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un primer epítopo que es reconocido por un primer anticuerpo 
diana, en la que dicho sustrato de AGT está acoplado covalentemente además a dicho primer soporte 
sólido; y 

 25 
(b) un segundo soporte sólido que comprende un sustrato de AGT acoplado covalentemente a una segunda 

proteína de fusión que comprende un polipéptido de AGT que presenta una actividad de O6-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa y un segundo epítopo que es reconocido por un segundo anticuerpo 
diana, pero no por dicho primer anticuerpo diana, en la que dicho sustrato de AGT está acoplado 
covalentemente además a dicho primer soporte sólido, 30 

 
para detectar por lo menos dos anticuerpos diana en una muestra biológica de un sujeto, preferentemente para 
diagnosticar por lo menos dos enfermedades diana en un sujeto, en la que dicha enfermedad diana es una 
infección vírica causada por un virus del papiloma o un virus de ARN de la familia de los Flaviviridae (virus del 
dengue, de la fiebre amarilla, del Nilo Occidental, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis transmitida por las 35 
garrapatas, de la hepatitis C), los Togaviridae (virus de Chikungunya, del río Ross, de Mayaro, de la encefalitis 
equina occidental, de la encefalitis equina oriental, de la encefalitis equina venezolana), los Bunyaviridae (virus 
de la fiebre hemorrágica de Crimea-Congo, de la fiebre del valle del Rift, de Schmallenberg), los Caliciviridae 
(virus de la hepatitis E), los Arenaviridae (Lassa) o los Filoviridae (Ébola, Marburgo), una infección bacteriana 
causada por Leptospirosa Interrogans, o una infección causada por Plasmodium falciparum. 40 
 
9. Método in vitro para diagnosticar por lo menos una enfermedad diana en un sujeto, conociéndose que dicha 
enfermedad diana induce la síntesis de por lo menos dos anticuerpos diana en dicho sujeto, que comprende 
llevar a cabo el método de ensayo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho 
sujeto se diagnostica que sufre dicha por lo menos una enfermedad diana si la cantidad de dichos por lo menos 45 
dos anticuerpos diana es superior a los valores de control. 
 
10. Método de diagnóstico in vitro según la reivindicación 9, en el que dicho método se utiliza para diagnosticar 
por lo menos 5, más preferentemente por lo menos 15 y todavía más preferentemente por lo menos 50 
infecciones víricas en dicho sujeto. 50 
 
11. Método de inmunoensayo de cribado múltiplex que utiliza por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sólidos como 
se define en la reivindicación 1, en el que cada uno de dichos soportes sólidos emite una longitud de onda 
diferente y distinguible tras la excitación. 
 55 
12. Método de inmunoensayo de cribado múltiplex según la reivindicación 11, que comprende: 
 

a) poner en contacto una o varias muestras biológicas con por lo menos 2, 25, 50, 96 soportes sólidos como 
se definen en la reivindicación 1, en el que cada uno de los soportes sólidos emite una longitud de onda 
diferente y distinguible tras la excitación, y 60 

 
b) detectar la presencia o ausencia de anticuerpos diana, estando dichos anticuerpos diana marcados 

preferentemente con un marcador detectable. 
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