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Las infecciones por flavivirus son de importancia mundial para la salud humana y significan, como lo ilustra la 5
propagación de los virusZika, dengue y el virus del Nilo Occidental, una amenaza creciente. El diagnóstico serológico 
de las infecciones recientes por flavivirus requiere inmunoensayos que detectan anticuerpos IgM específicos con alta 
sensibilidad. Para este propósito, se usan varios formatos de ensayo que están diseñados de diferentes maneras, por 
ejemplo: a) ELISA indirectos en los que el antígeno de flavivirus directamente unido a una fase sólida (por ejemplo, 
una placa de microtitulación) esincubado con el suero del paciente y en los que los anticuerpos IgM unidos al antígeno 10
inmovilizado son detectadosusando un anticuerpo contra la IgM humana; b) ELISA de captura de anticuerpos M (MAC) 
en el que la fase sólida está revestida con un anticuerpo contra la IgM humana y esincubada con el suero del paciente 
y en el que la detección de la IgM específica se realiza usando el antígeno de flavivirus respectivo (documento WO 
2011/004324 A1, WO 2016/022071 A1).

Un ELISA indirecto para la detección de anticuerpos IgG después de las inmunizaciones para flavivirusse describe, 15
por ejemplo, en el documento WO 99/06068 A2. El ensayo allídescrito usa la forma dimérica truncada de la proteína 
de envoltura del dengue como antígeno inmovilizado para la detección de anticuerpos IgG contra flavivirus.

La ventaja del ELISA de MAC en comparación con el ELISA indirecto es la minimización de una posible interferencia 
con factores reumatoides y otras reacciones no específicas, así como la capacidad de intercambio de antígenos dentro 
del mismo formato de prueba.20

Esto fue resaltado porVan Loon et al. (J. Clin. Microbiol. 13(1981): 416-422) y Van Loon et al. (J. Clin. Microbiol. 
17(1983): 997-1004) en losque el desempeño de los ELISA de MAC directos para el diagnóstico de infecciones por 
toxoplasma o citomegalovirus, respectivamente, se comparó con los ELISA indirectos. Tal comparación también se 
desveló en Heinz et al. (J. Clin. Microbiol. 14 (1981): 141-146), quienes confirmaron que el ELISA de MAC para la 
detección de anticuerpos IgM contra el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas en suero y líquido 25
cefalorraquídeo es más sensible que un ELISA indirecto.

Por lo tanto, este formato de prueba se ha convertido en el procedimiento estándar para el serodiagnóstico de las 
infecciones por dengue (Shamala 2015) y es recomendado por la OMS como un requisito mínimo para los laboratorios 
de diagnóstico (Ref: OMS 2009). El componente más crítico para la calidad del ELISA de MAC es el antígeno y el 
procedimiento de su detección.30

Los sistemas de prueba para la detección de infección por flavivirus en pacientes humanos se desvelanadicionalmente 
en Revetz et al. (Clin. Biochem. 42 (2009), 180-184), los documentos WO 99/09414 A1, WO 2008/152528 A2 y EP 
2980099 A1.

La diana principal de los anticuerpos neutralizantes de flavivirus es la proteína E de la envoltura de flavivirus, que se 
compone de tres dominios (D1, DII, DIII). Se ha descubiertoque la actividad neutralizante del flavivirus es impulsada 35
principalmente por anticuerpos dirigidos a los dominios DI y DII de la proteína E o a la estructura del dímero E(Jarmer 
et al., J. Virol. 88 (2014): 13845-13857) Otro estudio asignó la actividad neutralizante del flavivirus tras la vacunación 
contra la fiebre amarilla (FA) a anticuerpos dirigidos a epítopos cuaternarios complejos de la proteína E exhibidosen 
la superficie del virión. (Vratskikh et al., Plos Pathogens 9 (2013): e1003458).

Vogt et al. (J. Virol. 83(2009): 6494-6507) caracterizaron dos anticuerpos monoclonales humanos específicos del virus 40
del Nilo Occidental (VNO) y desvelaronque su actividad neutralizante podría verse alterada por mutaciones en la 
interfaz del dímero en DII de la proteína E, así como en la bisagra entre DI y DII.

Como consecuencia, se han desarrollado diversascomposiciones inmunes compuestas de diferentes formas 
recombinantes de la proteína E para la vacunación contra flavivirus (por ejemplo, documentos WO 2004/052293 A2, 
WO 2006/115548 A2, WO 2016/012800 A1).45

Si bien estos estudios son importantes para definir las respuestas de IgG humana a la proteína E del flavivirus, no 
están relacionados con el diagnóstico serológico de las infecciones por flavivirus mediante la detección de anticuerpos 
IgM que se producen temprano en la infección.

Por lo tanto, un objeto de la presente invención es proporcionar un procedimiento ventajoso para la detección de IgM 
específicas contra flavivirus en muestras de pacientes, especialmente para proporcionar ELISA de MAC mejorados 50
para la detección de anticuerpos IgM específicos contra flavivirus para la detección de infecciones recientes por 
flavivirus.

Por lo tanto, la presente invención desvela un procedimiento para la detección de un anticuerpo IgM específico para 
un flavivirus en una muestra, comprendiendo las etapas de

DESCRIPCIÓN 

Procedimiento para la detección de un anticuerpo IgM específico para un flavivirus en una muestra 

La presente invención se refiere a un procedimiento para la detección de un anticuerpo IgM específico para un flavivirus 
en una muestra. 
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(a) poner en contacto la muestra con un soporte sólido que comprende moléculas de unión a IgM inmovilizadas,

(b) permitir la unión de anticuerpos IgM en la muestra a las moléculas de unión de IgM en el soporte sólido de 
modo que los anticuerpos IgM también se inmovilicen en el soporte sólido y

(c) detectar anticuerpos IgM específicos para un flavivirus permitiendo la unión de un complejo comprendiendo

(i) un dímero antiparalelo de la proteína E soluble (sE) de flavivirus y5

(ii) un marcador

e identificar la unión del complejo al anticuerpo IgM específico para el flavivirus mediante la detección del marcador.

La presente invención proporciona un procedimiento para la detección de un anticuerpo IgM específico para un 
flavivirus en una muestra, comprendiendo las etapas de

(a) poner en contacto la muestra con un soporte sólido comprendiendo moléculas de unión a IgM inmovilizadas,10

(b) permitir la unión de anticuerpos IgM en la muestra a las moléculas de unión de IgM en el soporte sólido de 
modo que los anticuerpos IgM también se inmovilicen en el soporte sólido, y

(c) premezclar un dímero antiparalelo de la proteína E soluble (sE) de flavivirus con un marcador para la 
formación de un complejo comprendiendo el dímero sE y el marcador, en el que el dímero antiparalelo de sE 
comprende una etiqueta y en elque la etiqueta une el marcador al dímero antiparalelo de sE, y15

(d) detectar los anticuerpos IgM específicos para un flavivirus permitiendo la unión del complejo preformado

e identificar la unión del complejo al anticuerpo IgM específico para el flavivirus mediante la detección del marcador.

Por lo tanto, la presente invención proporciona un nuevo sistema de detección específicamente adecuado para el 
formato de prueba ELISAde MAC. Los antígenos usados hasta la fechaen los ELISA de MAC de flavivirus incluyen 
preparaciones de virus o partículas similares a virus producidas de forma recombinante que se detectan en una etapa20
posterior mediante un anticuerpo específico de virus mediante una reacción enzimática. Por un lado, la producción de 
preparaciones de virus requiere la manipulación de agentes altamente infecciosos, en muchos casos de nivel de 
bioseguridad 3, y su inactivación para aplicaciones comerciales; las partículas similares a virus, por otro lado, son 
relativamente costosas, difíciles de purificar, producir y estandarizar.

El formato ELISA de MAC es el formato específicamente preferente del procedimiento y el sistema de prueba de 25
acuerdo con la presente invención. La prueba de IgM es de importancia general para el diagnóstico de infecciones por 
flavivirus porque la detección directa del virus (por ejemplo, mediante PCR) solo es posible en un período de tiempo 
limitado después de una infección, y en muchos casos ya es negativa a pesar de la presencia de síntomas clínicos. 
En el contexto de la medicina de viaje, el virus rara vez será detectable al regresar de un viaje a regiones endémicas 
de flavivirus. En consecuencia, la serología, en particular la detección de IgM, es muy importante para el diagnóstico 30
del flavivirus.

Entre los flavivirus patógenos humanos más importantes se encuentran los virus dengue (serotipos 1 a 4) y el virus 
Zika derápida propagación, que circulan simultáneamente en las regiones tropicales y subtropicales. Dado que estas 
regiones también son destinos turísticos populares, las pruebas confiables para diferenciar estas infecciones no solo 
son de gran importancia en las áreas endémicas, sino también en los países de origen de los viajeros.35

En comparación con los formatos ELISA de MAC existentes para detectar IgM de flavivirus, el sistema de prueba de 
diagnóstico de acuerdo con la presente invención tiene varias ventajas: el ensayo de acuerdo con la invención tiene 
una excelente idoneidad para la detección altamente específica de anticuerpos IgM contra flavivirus, en particular el 
virus dengue, el virus Zika, el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (ETG). Los datos obtenidos en el 
transcurso de la presente invención también muestran que esta prueba no solo puede distinguir perfectamente entre 40
infecciones con virus Zika y dengue, sino que también es adecuada para el diagnóstico específico de serotipo de 
infecciones por virus dengue (serotipo 1 a 4). Además, el procedimiento de acuerdo con la presente invención también 
permitela detección de infecciones dobles, por ejemplo, con virus dengue y Zika.

Además, debido a la estabilidad del presente sistema de prueba y a la provisión confiable de sus componentes 
(especialmente el complejo comprendiendo el dímero sE y el marcador), el sistema de prueba de acuerdo con la 45
presente invención puede estandarizarse de manera eficaz y confiable. En particular, el antígeno específico del virus 
(proteína E soluble) se puede producir de forma recombinante en grandes cantidades y en forma altamente purificada. 
Para la producción de sE, es adecuado cualquier sistema recombinante que permita el plegamiento nativo de sE (por 
ejemplo, en células HEK, células CHO, células 293, células de Drosophila o sistemas de expresión basadosen 
baculovirus). También los otros componentes se pueden adquirir comercialmente.50

En contraste con esto, los sistemas de prueba comparables actualmente en el mercado usan virus inactivados, lisados 
de células infectadas o partículas similares a virus producidas de forma recombinante. La principal desventaja de los 
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virus inactivados o los lisados de células es que requieren la manipulación de virus que son altamente patógenos para 
los seres humanos. Las principales desventajas de las partículas similares a virus (VLP, RSP, antígeno recombinante 
prM-E) son (1) lainexistencia de un enfoque relativamente simple para la purificación del antígeno (aunque es posible 
la producción recombinante); sin embargo, estos antígenos se usan como un sobrenadante de cultivo celular no 
purificado, lo que tiene la desventaja de que se requiere un reactivo adicional y una etapa de prueba adicional (a saber, 5
un anticuerpo específico de virus y un reactivo de detección de anticuerpos correspondiente) y de que para cada 
prueba de virus (dengue, Zika, TBE, etc.), se necesita un anticuerpo específico; (2) el hecho de que las partículas 
similares a virus contienen una membrana lipídica y, por lo tanto, son inherentemente propensas a la inestabilidad y, 
por lo tanto, a problemas de almacenamiento (en contraste con los antígenos solubles extremadamente estables en 
el ensayo de acuerdo con la invención); (3) que las partículas, mediante las que las proteínas E están ancladas en la 10
membrana lipídica, son sensibles al pH; de hecho, a valores de pH ácidos, las proteínas E en la superficie de la 
partícula se pliegan a una forma completamente diferente, lo que conduce a la agregación de las partículas; en 
consecuencia, las formas particuladas de antígenos, tal como VLP, son antígenos diagnósticos muy sensibles.

Los hallazgos de que las poblaciones de anticuerpos en sueros de pacientes infectados por o vacunados contra
flavivirus consisten principalmente en anticuerpos IgG dirigidos a epítopos complejos de los dominios DI y/o DII de la 15
proteína E del flavivirus(Jarmer et al., J. Virol. 88 (2014): 13845-13857; Vratskikh et al., Plos Pathogens 9 (2013): 
e1003458; Vogt et al. J. Virol. 83(2009): 6494-6507) sienta las bases para el desarrollo de mejores protocolos de 
inmunización y ensayos de detección de anticuerpos. Como tal, el documento WO 99/06068 A2 describe un proceso 
de inmunización de ratones con proteínas E diméricas truncadas recombinantes y de análisis de los sueros diez días 
después de la última inyección, demostrando la presencia de anticuerpos IgG usando proteínas E diméricas truncadas 20
recombinantes como antígenos en un ELISA indirecto, así como anticuerpos neutralizantes (PRNT). Por el contrario, 
el sistema de prueba de lapresente proporciona un complejo de marcador-dímero sE preformado en un sistema ELISA 
de MAC para el diagnóstico de infecciones agudas por flavivirus. Las ventajas del ensayo de la invenciónse manifiestan 
en la detección altamente específica de anticuerpos IgM contra flavivirus en sueros humanos para el diagnóstico 
diferencial simultáneo de diversas infecciones por flavivirus. Si bien se esperaba de la técnica anterior (Van Loon et 25
al. J. Clin. Microbiol. 13(1981): 416-422; Van Loon et al. J. Clin. Microbiol. 17(1983): 997-1004 y Heinz et al. J. Clin. 
Microbiol. 14 (1981): 141-146) que un ensayo ELISA de MAC pudieraser más sensible que un ELISA indirecto, el 
efecto técnico observado debido al uso de un complejo de marcador-dímero sE preformado de acuerdo con la presente 
invención, en lugar de solo sE, fue inesperado y proporciona una prueba más rápida y más confiable en pacientes con 
sospecha de infección por flavivirus (Fig. 3 y 9).30

Por lo tanto, la presente invención desvela un nuevo sistema de detección,comprendiendo los siguientes 
componentes: una proteína E de flavivirus soluble recombinante (sE; el componente principal de la superficie del 
flavivirus; véase la Figura 1A) proporcionada como un dímero antiparalelo (Figura 1B). Es importante para el ensayo 
de la presente invención proporcionar la proteína E como dímero antiparalelo de sE y no en otra forma (como formas 
monoméricas de sE o en una forma inmadura o madura natural (por ejemplo, en partículas virales completas o VLP)). 35
El dímero antiparalelo sE comprende una etiqueta (preferentemente en el terminal carboxi). A través de esta etiqueta, 
se puede formar un complejo con un marcador (por ejemplo, una proteína marcada con enzima), y este complejo 
preformado se usa como detector en el ELISA de MAC (Figura 2). Con esta configuración, se proporciona una prueba 
altamente sensible y específica para la detección de anticuerpos IgM de flavivirus. Es decisivo para la calidad de la 
prueba que a) se use la estructura dimérica antiparalela de la proteína E (Figura 1B), y que b) se use un complejo 40
preformado (Figura 2), y no los componentes individuales en forma secuencial (Figura 3). Además, es altamente
ventajoso usar una proteína que reconozcala etiqueta con múltiples sitios de unión para preformar el complejo aañadira 
los anticuerpos IgM de la muestra que fueron capturados por las moléculas de unión a IgM inmovilizadas.

Los experimentos realizados en el transcurso de la presente invención (véase la sección de ejemplos a continuación; 
Figuras 3 y 4) han demostrado que el efecto técnico observado de la presente invención (es decir, una prueba 45
altamente sensible y específica; Figura 3) no podría lograrse si a) las proteínas recombinantes E se usaran como 
monómeros en lugar de como dímeros antiparalelos (Figura 4A, B) yb) los antígenos no se proporcionaran como un 
complejo preformado con el marcador (por ejemplo, la proteína multivalente marcada con enzima) sino que se usaran 
secuencialmente (línea discontinua en la Figura 3). Por el otro lado, se muestra un desempeñoinesperadamente
ventajoso del procedimiento y sistema de ensayo de la presente invención, por ejemplo, en la Figura 5 en la queel 50
sistema de ensayo de la invenciónse compara con un sistema de prueba establecido para TBE y en la Figura 6, en la 
quese ilustra el desempeño en el diagnóstico de infecciones recientes con virus TBE (Fig. 5A), virus Zika (Fig. 5B) y 
virus dengue (Figura 5C). El efecto técnico observado de la presente invención también se mostró en una prueba de 
comparación con ELISA de MAC convencionales usando formas diméricas de sE (Figura 9). Si bien la adición 
secuencial del dímero sE soluble y el marcador (Figura 9, línea punteada negra) resultaen una sensibilidad más débil 55
en comparación con los ELISA de MAC convencionales (Figura 9, líneas continuas grises y discontinuas), la adición 
de un complejo preformado comprendiendo el dímero sE soluble y el marcador de acuerdo con la presente invención 
conducea un aumento drástico de la sensibilidad, superior a todos los demás formatos (Figura 9, línea continua negra).

Por consiguiente, es esencial para el procedimiento de acuerdo con la presente invención añadir el complejo 
comprendiendo el dímero antiparalelo de sE y el marcador a los anticuerpos IgM inmovilizados en lugar de añadir los 60
componentes del complejo por separado.
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La provisión de un dímero antiparalelo de sE en el sistema de prueba de la presente es de particular relevancia para 
el desempeño de la presente invención. Las proteínas del flavivirus E están bien caracterizadas y consisten en un 
ectodominio, seguido de unaregión de tallo que une el ectodominio a un ancla de membrana que ancla la proteína en 
la membrana de la bicapa lipídica. El ectodominio contiene tres dominios, el Dominio I (con el extremo N-
terminalrevestido dentro del dominio), el Dominio II y el Dominio III, cada unocomprendiendo determinantes 5
antigénicos que generalmente no se superponen. El ancla de membrana tiene dos segmentos transmembrana en los 
que el extremo C-terminal está presente sobre el lado del tallo/ectodominio de la membrana (véase, por ejemplo, 21 
(para ETG), 22 (para dengue), 23 (para Zika)). Un gran número de secuencias de la proteína E del flavivirus son 
conocidas y están disponibles en las bases de datos de secuencias, los ejemplos representativos del virus de la 
encefalitis transmitida por garrapatas (ETG) están disponibles en GenBank Núm.U27495; del virus dengue(VD), 10
especialmente de VD serotipo 1 (DEN1) bajo GenBank Núm. AF226687, de VD serotipo 2 (DEN2) bajo GenBank Núm.
U87411, de VD serotipo 3 (DEN3) bajo GenBank Núm. DQ863638, y de VD serotipo 4 (DEN4) bajo GenBank Núm.
NC_002640; y el virus Zika (VZ) bajo GenBank Núm. KJ776791 (todas las entradas de la base de datos de secuencia 
referidas en la presente solicitudson según la información del20 de mayo de 2016).

LasE se define por comprender el ectodominio completo de la proteína E del flavivirus, opcionalmente 15
comprendiendopartes o todo el dominio del tallo y careciendo del dominio de anclaje. El dímero sE de acuerdo con la 
presente invención se define como “antiparalelo”, lo que significa que el dímero debe ser un agregado “cabeza a cola”
(véase, por ejemplo, la Fig.1B) en contraste con dímeros con otras configuraciones de subunidades.

La sE usada en la presente invención es, por definición, una proteína “soluble”. Esto significa que el sE carece de 
todaancla de membrana. En consecuencia, sE carece de aminoácidos constituyendo el segmento transmembrana 20
(por ejemplo, comenzando en el aminoácido 454, 455 o 456 en TBE, 453, 454 o 455 en VD1,2 y 4, 451, 452 o 453 en 
VD3, y 462, 463 o 464 en VZ).

LasE de la presente invención puede contener partes de la región del tallo o incluso toda la región del tallo, por 
ejemplo,los aminoácidos entre el aminoácido 400 a 410 al aminoácido 454, 455 o 456 en ETG, los aminoácidos entre 
el aminoácido 399 a 409 al aminoácido 453, 454 o 455 en VD1,2 y 4, los aminoácidos entre el aminoácido 397 a 407 25
al aminoácido 451, 452 o 453 en VD3, los aminoácidos entre el aminoácido 408 a 418 al aminoácido 462, 463 o 464 
en VZ.

De acuerdo conuna realización preferente, elsE de acuerdo con la presente invención también carece de 
todasecuencia de la región del tallo.

La proteína sE de acuerdo con la presente invención se proporciona mediante tecnología recombinante debido a 30
razones prácticas. En consecuencia, está compuesta principal o exclusivamente por las secuencias de la proteína E 
del flavivirus de origen natural o sus combinaciones (por ejemplo, proteínas E quiméricas conteniendo secuencias de 
la proteína E de dos o más flavivirus (por supuesto, aúnformando dímeros sE antiparalelos), opcionalmente 
complementados o incrustados en secuencias naturales (es decir, secuencias que no se producen en flavivirus 
nativos). Por lo tanto, es posible incluir secuencias adicionales, que no son necesariamente de origen de flavivirus.35
Por ejemplo, se prefiere específicamente proporcionar una cola al sE, preferentemente en el extremo C-terminal, que 
puede servir como etiqueta. La etiqueta puede usarse para la purificación del sE, así como para la formación del 
complejo de acuerdo con la presente invención y para la detección del sE (y el complejo en su conjunto) después de 
unirse al anticuerpo IgM.

Las secuencias de sE también pueden estar sujetas a cambios específicos para mejorar las propiedades del sE, por 40
ejemplo, tornándolomás fácil de producir, purificar, manipular, haciéndolomás antigénicamente más reactivo, 
cambiando sus propiedades antigénicas, cambiando sus propiedades de unión a inmunoglobulinas, etc. Asimismo, 
tales variantes de sE pueden aplicarse a la presente invención, a condición de que, por supuesto, la variación no 
conduzca a la incapacidad para formar las estructuras de dímero antiparalelo necesarias para la presente invención o 
deteriore las propiedades de unión a la IgM específica (o destruya la estructura del ectodominio).45

Las moléculas de unión a IgM no son cruciales para la presente invención a condición de que sean lo suficientemente 
específicas como para unirse de manera eficaz a las moléculas de IgM en la muestra. Preferentemente, las moléculas 
de unión a IgM son anticuerpos anti-IgM o sus fragmentos de unión a IgM; estas moléculas de unión a IgM ya se han 
aplicado con éxito en los ELISA de MAC de la técnica anterior para IgM de flavivirus. También otros aglutinantes de 
afinidad con IgM son ampliamente conocidos en la técnica; algunos son derivados de anticuerpos o basados en 50
anticuerpos, otros no. Los ejemplos de tales moléculas de unión a IgM usadas o sugeridas comercialmente son 
moléculas Affibody® anti-IgM (de abcam, por ejemplo, ab36088), Clq (documento US 5.077.391 A), la proteína de 
unión a manano (documento US 5.112.952 A, por ejemplo, ImmunoPure®), la proteína de unión a manosa (26), 
péptidos de unión inespecífica a IgM (documentos WO 98/26794 A1, EP 0 752 425 A2), péptidos de unión específica 
a IgM (por ejemplo, KAPTIN-M ™ de Technogen o péptidos de acuerdo con el documento WO 2001/002001 A1). Otro 55
ejemplo de una molécula de unión a IgM adecuada es un receptor de Fc específico para IgM, por ejemplo, elreceptor 
para Fc de cadenas pesadas de IgM (FcµI), en particular, Faim 3/Toso y también CD351 (Fcµ/αR), o uno de sus
fragmentos funcionales, preferentemente comprendiendo el dominio similar a Ig de Faim 3/Toso (como se describe en 
el documento WO 2016/059018 A1). La molécula de IgM específica ausar en el ensayo generalmente se puede 
seleccionar en función de la naturaleza de los virus específicos a probar, la muestra y la especificidad de la molécula 60
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de unión de IgM (por ejemplo, que permita una discriminación específica entre IgM y IgG; las moléculas de unión a 
IgM preferentes son, por lo tanto, moléculas que muestran una mayor afinidad por IgM que por IgG, es decir, que 
permiten una unión selectiva de IgM de una muestra conteniendo IgG/IgM). Existen diversastecnologías disponibles 
para crear moléculas de unión a IgM específicas basadas en andamiajes derivados de anticuerpos de ingeniería y 
secuencias de unión derivadas de anticuerpos aleatorios.5

El procedimientode acuerdo con la presente invención es particularmente adecuado para detectar IgM específicas 
para el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (ETG), el virus dengue(VD), especialmente el serotipo 1 de 
VD(DEN1), el serotipo 2 de VD(DEN2), el serotipo 3 de VD(DEN3) y VD serotipo 4 (DEN4) y virus Zika (VZ).

El procedimiento de acuerdo con la presente invención se realiza preferentemente en muestras cuyocontenido 
potencial de IgM específicas de flavivirus es conocido. En consecuencia, todas las muestras preferentes son muestras 10
posibles derivadas de sangre (muestras derivadas de sangre humana), especialmente muestras de suero o plasma y 
muestras de líquido cefalorraquídeo (LCR).

La presente invención usa una molécula sE con una etiqueta que se une al marcador. En consecuencia, el dímero 
antiparalelo de sE comprende una etiqueta y la etiqueta une el marcador al dímero antiparalelo de sE. Los ejemplos 
de etiquetas adecuadas, por ejemplo,se revisan en la referencia 24 o 25 e incluyen poli-His, glutatión S-transferasa, 15
proteína de unión a maltosa, péptido de unión a calmodulina, dominio de unión a inteína-quitina, etiquetas basadas en 
estreptavidina/biotina, His-Patch ThioFusion, etiquetas de afinidad en tándem, etiquetas de péptido/epítopo, etiquetas 
reportero, beta-galactosidasa, fosfatasa alcalina, cloranfenicol acetil transferasa, peroxidasa de rábano picante, 
modificadores de ubiquitina, HaloTags®, Profinity eXact™, etiquetas basadas en el dominio PDZ, FLAG, c-Myc, GM-
CSF, Twin StrepII, MBP, GST , almidón, fluoroapetita, diatomita, beta-GRP, ELP, RTX, ELK16, Fh8, 4AaCter, PagP, 20
eGFP, heme, PYP, NusA, SUMO, Trx, XTEN, FATT, etc. (véase 24, 25). En una realización preferente, la etiqueta es 
una etiqueta Strep, o una etiqueta His.

En el procedimiento de la presente, se pueden aplicar todos los marcadores adecuados que puedan proporcionarse 
en un complejo con el dímero antiparalelo de sE. Preferentemente, todos los marcadores que se han establecido en 
los ELISA de MAC son adecuados, especialmente aquellos que ya se han aplicado en los ELISA de MAC de flavivirus. 25
Por consiguiente, los marcadores preferentes se seleccionan del grupo que consiste en un marcador de afinidad, un 
marcador de fluorescencia, un marcador radiactivo, un marcador de ácido nucleico, un marcador cromogénico, un 
marcador de luminiscencia, un marcador magnético o sus combinaciones. Por ejemplo, el marcador puede 
seleccionarse de un cromógeno, una enzima, un catalizador, un fluoróforo, un coloide de oro y una etiqueta visual 
directa. En el caso de una etiqueta visual directa, se puede usar una partícula coloidal metálica o no metálica, una 30
partícula colorante, una enzima o un sustrato, un polímero orgánico o una partícula de látex. Un gran número de 
enzimas adecuadas para su uso como etiquetas se desvelan, por ejemplo, en los documentos US 4.366.241 A; 
4.843.000 A y 4.849.338 A. Los marcadores enzimáticos adecuados en la presente invención incluyen fosfatasa 
alcalina, peroxidasa de rábano picante, preferentemente peroxidasa de rábano picante. El marcador enzimático se 
puede usar solo o en combinación con una segunda enzima, que está en solución. En la presente invención, un 35
anticuerpo secundario unido a la peroxidasa de rábano picante, que despuésse hace reaccionar con su sustrato DAB 
y produce un cambio de color detectable visualmente, preferentemente logra la detección del complejo. También se 
pueden usar otros procedimientos de marcado, tal como biotinilación o marcado con un resto fluorescente como FITC, 
PE o una proteína fluorescente. También puede usarse un segundo anticuerpo marcado, preferentemente monoclonal, 
para detectar y cuantificar los complejos inmunes. Si el marcador es biotina, la detección puede realizarse añadiendo40
una enzima marcada con avidina o estreptavidina en una etapa adicional. La adición de un sustrato de la enzima, 
como es bien conocido en el estado de la técnica, permite la cuantificación del marcador y, en consecuencia, del 
anticuerpo en forma inmunocomplejada.

En una realización preferente, el complejo usado en el procedimiento de acuerdo con la presente invención comprende 
un anticuerpo marcado, especialmente un anticuerpo siendo específico para una etiqueta del dímero antiparalelo de 45
sE; una proteína de unión a etiqueta Strep, especialmente una proteína de unión a etiqueta Strep comprendiendo un 
marcador como se mencionó anteriormente.

El soporte sólido usado en el presente procedimiento puede ser cualquier soporte sólido adecuado que permita (1) la 
unión de las moléculas de unión de IgM y (2) la unión de la IgM en la muestra a las moléculas de unión de IgM unidas 
a la superficie sólida. El soporte sólido también debe permitir la manipulaciónadecuadade las muestras de IgM 50
inmovilizadas en la unión al complejo y la detección del evento de unión del complejo a la IgM inmovilizada. Por lo 
tanto, el soporte sólido es preferentemente un material ya usado en ELISA, especialmente en ELISA de MAC. Por lo 
tanto, los soportes sólidos preferentes son una placa de microtitulación, un microchip biológico, un cordón, un disco, 
una partícula magnética u otros recipientes o superficies de plástico, un sensor de fibra óptica, un portaobjetos de 
vidrio o una membrana, preferentemente una membrana de nitrocelulosa, una membrana de politetrafluoretileno, una 55
membrana de acetato de celulosa o una membrana de nitrato de celulosa. Preferentemente, el procedimiento de 
acuerdo con la presente invención se realiza en un sistema automatizado. Por consiguiente, todos los soportes sólidos 
establecidos o adecuados para sistemas de detección automatizados pueden aplicarse en el procedimiento de 
acuerdo con la presente invención. Por ejemplo, el procedimiento y la configuración de prueba de acuerdo con la 
presente invención se pueden adaptar fácilmente a sistemas automatizados ya existentes, disponibles 60
comercialmente, tal como Analizador de inmunoensayo Architect (Abbott); Inmunoanalizador Vidas (Biomerieux); 
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Analizadores de inmunoensayo automatizados Cobas y Elecsys (Roche Diagnostics); Analizador Liaison (Diasorin); 
Analizadores Euroimmun (Euroimmun), etc.

Dependiendo de la naturaleza del marcador, puede ser necesario en el procedimientode la presente añadir sustancias 
adicionales para finalmente detectar el marcador. La adición de otras sustancias genera una señal o activa el marcador 
creando una señal detectable (o creando otro marcador que después se somete a la creación de una señal). Esta 5
señal puede finalmente detectarse y medirse para detectar y eventualmente también cuantificar la cantidad de 
anticuerpos IgM específicos para flavivirus unidos a las moléculas de unión de IgM en la superficie sólida. Esto permite 
la conclusión de si la muestra contenía o no IgM específicas para flavivirus (y en caso afirmativo, en qué cantidad). 
Esto es indicativo de si la persona de la que se obtuvo esta muestra se vio afectada por una infección por flavivirus.

Con la configuración del presente ensayo también es posible discriminar entre diferentes infecciones por flavivirus e 10
incluso discriminar entre los serotipos de dengue y detectar múltiples infecciones con diferentes flavivirus.

De acuerdo con una realización preferente de la presente invención, el procedimiento aplica sE de un flavivirus 
relacionado distantemente con los flavivirus patógenos importantes para el ser humano (tal como los virus Rio Bravo, 
Modoc, Yokose, del murciélago Entebbe, Barkedji, Lammi) como un control para determinar anticuerpos de flavivirus 
con reacción cruzada amplia. Un ejemplo específicamente preferente para dichosE de control es elsE del virus Rio 15
Bravo. El uso detal sE puede ser ventajoso para optimizar el procedimiento de acuerdo con la presente invención para 
controlar la señal de fondo específicade anticuerpos con reacción cruzada amplia. El término “anticuerpos con reacción 
cruzada amplia (flavivirus)” se refiere a anticuerpos que tienen reacción cruzada con todos o la mayoría de los flavivirus 
y distingue de “anticuerpos con reacción cruzada con serocomplejo”, tal como los anticuerpos teniendo reacción 
cruzada, por ejemplo, entre los serotipos de dengue. Con el sE del virus Rio Bravo, se pueden determinar (y eliminarde 20
los resultados generales) no solo las señales de fondo inespecíficas,sino también las señales defondo específicas de 
anticuerpos de flavivirus con reacción cruzada amplia.

De acuerdo conotro aspecto, la presente invención se refiere al uso de un kit para realizar el procedimientode acuerdo 
con la presente invención. Este kit para uso de acuerdo con la presente invención comprende:

- un soporte sólido comprendiendo moléculas de unión a IgM inmovilizadas y25

- un complejo comprendiendo

(i) un dímero antiparalelo de la proteína E de flavivirus soluble (sE) y

(ii) un marcador.

El kit para uso de acuerdo con la presente invención puede comprender además medios para detectar el marcador, 
preferentemente medios para detectar un marcador de afinidad, un marcador de fluorescencia, un marcador 30
radioactivo, un marcador cromogénico, un marcador de luminiscencia o un marcador magnético.

Preferentemente, el kit para uso de acuerdo con la presente invención, además comprende una muestra o un 
recipiente contiendo una muestra y/o un estándar comprendiendoanticuerpos IgM específicos para un flavivirus.

Como ya se indicó anteriormente, es ventajoso realizar el presente procedimiento con sE del virus Rio Bravo u otro
flavivirus relacionado de forma distante con los flavivirus patógenos humanos importantes para determinar el fondo 35
específico de los anticuerpos de reacción cruzada con flavivirus amplia. Por consiguiente, el kit para uso de acuerdo 
con la presente invención comprende preferentemente tales sE o el complejo comprendiendotales sE.

El procedimientode acuerdo con la presente invención se realiza preferentemente como un sistema automatizado. Por 
consiguiente, el kit para uso de acuerdo con la presente invención también comprende preferentemente componentes 
que son necesarios o útiles para llevar a cabo dicha detección automatizada. De acuerdo con una realización 40
preferente, el presente kit comprende además un sistema de detección automatizado, comprendiendopreferentemente
un dispositivo de transporte de muestras, un dispositivo de detección, una unidad de procesamiento de ordenador y/o 
una pantalla para mostrar la señal de la unidad de detección procesada por programas de software ejecutados con la 
unidad de procesamiento de ordenador.

Los componentes específicamente preferentes de dicho sistema automatizado son aquellos que ya forman parte de 45
sistemas automatizados disponibles comercialmente, tal como el Analizador de inmunoensayo Architect (Abbott); 
Inmunoanalizador Vidas (Biomerieux); Analizadores de inmunoensayo automatizados Cobas y Elecsys (Roche 
Diagnostics); Analizador Liaison (Diasorin); Analizadores Euroimmun (Euroimmun), etc. mencionados anteriormente.

El kit se puede proporcionar en una configuración comercial como un kit listo para usar. Preferentemente, los 
componentes del kit están empaquetadosen una envoltura estéril, preferentemente en una envoltura de plástico 50
transparente estéril. Los componentes pueden estar preesterilizados, proporcionarse mediante producción estéril o 
pueden ser esterilizadosal final del procedimiento de producción, es decir, incluso después de envolver los 
componentes del kit para el embalaje final. El kit puede estaracompañado de folletos del producto adecuados con 
instrucciones de uso y finalmente entregarse en una caja de producto (por ejemplo, una caja de producto sellada) para 
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suventa. Si el kit se comercializa como un sistema automatizado, por lo general, no todo el sistema debe estar envuelto 
estérilmente. Por consiguiente, se prefiere proporcionar al menos el soporte sólido y/o el complejo y/o el sE y el 
marcador empaquetados en una envoltura estéril, preferentemente en una envoltura de plástico transparente estéril.

La presente invención se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y las figuras, pero sin limitarse a 
los mismos.5

Figura 1: Ilustración de antígenos usados en la presente invención; A: Representación esquemática de una 
partícula de flavivirus en forma inmadura (izquierda) y madura (derecha). Proteínas virales: E - envoltura; prM 
- precursor de la proteína de membrana; M - proteína de membrana; C - proteína de la cápside; sE: forma 
soluble de E truncada en el extremo C-terminal que carece del denominado “tallo” y del ancla transmembrana. 
B: diagrama de cinta de la estructura cristalina de sE del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (ETG). 10
Panel superior: vista superior (mostrando la estructura dimérica antiparalela de esta proteína); panel inferior: 
vista lateral. Codificación de color de los tres dominios sE: Dominio I (DI) - rojo; dominio II (DII) - amarillo; 
dominio III (DIII) - azul. Codificación de color de los tres dominios sE: Dominio I (DI) - gris; dominio II (DII) - gris 
claro; dominio III (DIII) - gris oscuro. C: diagramas de cinta de formas monoméricas solubles de E en sus vistas 
laterales (1º panel: monómero sE (TBE); 2º panel: sEΔFP (monómero sE de ETG en el que los aminoácidos 15
98 a 111 fueron reemplazados por un conector GGGG); 3ºpanel: Monómero DI + DII (TBE); 4º panel: monómero 
pr + sE (DEN2), FP - péptido de fusión).

Figura 2: Representación esquemática del principio de prueba en la presente invención; Formato ELISA de 
MAC (captura de anticuerpos IgM) usado en la invención; HRP - peroxidasa de rábano picante.

Figura 3: Curvas de titulación de un acervo de sueros de infecciones recientes por el virus ETGhumano en tres 20
ELISA de MAC diferentes. Línea continua negra: ensayo de acuerdo con la invención. Línea continua gris: 
ensayo convencional de acuerdo con las referencias (4), (17). Línea punteada negra: ensayo de acuerdo con 
la invención pero usando adición secuencial de los componentes detectores.

Figura 4: ELISA de MAC usando antígenos E monoméricos y diméricos en el complejo detector. A: Se analizó 
una dilución 1:100 de un acervo de sueros de infecciones recientes por virus ETG humano en el ensayo 25
inventivo usando el dímero sE de ETG (columna negra), sE ΔFP de ETG, DI + II de ETG y pr-sE de 
ETG(columnas sombreadas en gris) como antígenos en el complejo detector. B: Se analizaron cuatro muestras 
de suero de infecciones recientes por virusNO humano a una dilución de 1:100 en el formato del ensayo 
inventivo usando el sE monomérico de NOen el complejo detector (columnas negras) en comparación con un 
ELISA de MAC que usa partículas de virus NO enteras purificadas como antígeno (columnas grises). HRP -30
peroxidasa de rábano picante; mab - anticuerpo monoclonal.

Figura 5: Resultados de las determinaciones de IgM de ETGen 31 muestras de suero humano de infecciones 
recientes por virus ETG en el ensayo de la invención(puntos negros) en comparación con el ELISA de MAC 
convencional que usa virus ETG infeccioso purificado (cuadrados abiertos), expresado en unidades arbitrarias. 
Ns: no significativo. Las barras indican los intervalos de confianza promedio de +/- 95%. Dilución de suero -35
1:1000.

Figura 6: Demostración de la estructura oligomérica de proteínas sE recombinantes de los virus ETG, Zika, 
NOy DEN4. SDS-PAGE de proteínas sE recombinantes sin (-) y después de la reticulación química con DMS 
(+). Tinción con azul de Coomassie.

Figura 7: Resultados del análisis de muestras de suero de infecciones recientes por flavivirus usando el ensayo 40
de la invencióncon un panel de antígenos sE de flavivirus como se indica en el eje x. A: infección por el virus 
ETG; B: infección por el virus Zika; C: infección por el virus dengue 2; D: infección por el virus dengue 3; E: 
infecciones dobles del virus Zika y dengue 2; F: infección por el virus dengue 3. Dilución de suero - 1:100.

Figura 8: Resultados del análisis de muestras de suero de infecciones recientes por dengue usando el ensayo 
de la invencióncon antígenos sE de serotipo 1 a 4 dengue como se indica en el eje x. A: infección por el virus 45
dengue 1; B: infección por el virus dengue 2; C: infección por el virus dengue 3; D: infección por el virus dengue
4. Dilución de suero - 1:100.

Figura 9: Curvas de titulación de un acervo de suero de infecciones recientes por el virus ETG humano en 
cuatro ELISA de MAC diferentes. Línea continua negra: ensayo de acuerdo con la invención. Línea punteada 
negra: Ensayo de acuerdo con la invención pero usando adición secuencial de los componentes del detector. 50
Línea continua gris: ELISA de MAC deETGconvencional, usando el mismo sE recombinante con etiqueta Strep
que en el complejo inventivo, pero un anticuerpo monoclonal específico de proteína E marcado con biotina 
(mab) y estreptavidina-HRP para la detección. Línea discontinua gris: ELISA de MAC de ETGconvencional, 
usando un dímero sE sin etiquetar (forma aislada del virus ETG purificado, Heinz et al. 1991, J Virol 65 (10): 
5579-5583) y un anticuerpo monoclonal específico de proteína E marcado con biotina (mab) y estreptavidina-55
HRP para la detección.

Ejemplos:

E17727873
25-02-2020ES 2 774 497 T3

 



9

Abreviaturas:

DI, II, III dominio I, II, III

DEN dengue

DMS dimetil suberimidato

ELISA ensayo inmunosorbente ligado a enzimas5

FP péptido de fusión

HRP peroxidasa de rábano picante

JE encefalitis japonesa

ELISA de MAC ELISA de captura de anticuerpos IgM

PBS solución salina tamponada con fosfato10

RB Rio Bravo

SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

sE E soluble

ETG encefalitis transmitida por garrapatas

NO Nilo Occidental15

Materiales y procedimientos 

Muestras de suero humano

Se enviaron muestras de suero de pacientes al Departamento de Virología, Universidad de Medicinade Viena, y se 
almacenaron a -20°C.

Producción e inactivaciónde virus20

La producción de virus se realizó esencialmente como se describe en las referencias (3, 19). En resumen, se infectaron 
células primarias de embriones de pollo con el virus ETG, cepa Neudörfl (GenBank # U27495) o virus NO, cepa NY99 
(GenBank # AF196835). 24-48 horas p.i. el sobrenadante celular se recogió y se clarificó por centrifugación. El virus 
NO se inactivó con formalina (1: 2000) durante 24 horas 37°C. Las suspensiones con virus se concentraron por 
ultracentrifugación y se purificaron por centrifugación de velocidad zonal seguida de centrifugación de equilibrio de25
gradiente de densidad de sacarosa.

Producción de proteínas E recombinantes

Los antígenos recombinantes se produjeron en el Sistema de expresión de Drosophila (Invitrogen) con una doble 
etiqueta Strep como se describe en las referencias (5, 18-20). El vector de expresión pT389 codifica la secuencia de 
señal de exportación Bip, un sitio de escisiónde enteroquinasa y la doble etiqueta strep. Las células de Drosophila 30
Schneider 2 se transfectaron de manera estable usando blasticidina para suselección. La expresión de proteínas se 
indujo mediante la adición de CuSO4 y los sobrenadantes se recogieron 7-10 días después de la inducción. Los 
antígenos se purificaron mediante cromatografía de afinidad con columnas de estreptactina (IBA) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante.

Las siguientes proteínas recombinantes se expresaron y usaron como antígenos en el ELISA de MAC de la invención:35

Virus ETG: sE - aminoácidos E 1 a 400; DI + II de Virus ETG - aminoácidos E 1 a 302; sE ΔFP de Virus ETG-
aminoácidos 1 a 400 (los aminoácidos 98-111 fueron reemplazados por un conector GGGG); pr + sE de Virus 
ETG[aminoácidos sE 1 a 400; prM 1 a 129 con una mutación en el sitio de escisión de furina como se describe 
en la referencia (2); prM y sE se conectaron mediante el sitio de escisión de ataque químico de la proteasa del 
virus del tabaco como se describe en la referencia (7)]40

Virus NO: sE - aminoácidos E 1 a 400; Virus DEN: sE - aminoácidos E 1 a 399 para VD1,2 y 4; 1 a 397 para 
VD3; Virus Zika: sE - aminoácidos E 1 a 408; Rio Bravo: sE - aminoácidos E 1 a 395

ETG(Neudorfl); GenBank # U27495

NO (NY99); GenBank # AF196835
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Dengue 1 (FGA/89); GenBank # AF226687

Dengue 2 (16681); GenBank # U87411

Dengue 3 (CH53489); GenBank # DQ863638

Dengue 4 (11070); GenBank # NC_002640

Zika (H/PF/2013); GenBank # KJ7767915

Rio Bravo (RiMAR); GenBank # AF144692

Marcado de virus y mab

El virus ETG infeccioso purificado y el anticuerpo monoclonal específico de NO se marcaron con peroxidasa de rábano 
picante (HRP) usando el “kit de marcado Lightning link HRP” (Innova Biosciences) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante.10

Reticulaciónquímica y SDS-PAGE

La reticulación química de proteínas recombinantes se realizó esencialmente como se describió anteriormente (1). 
Brevemente, se añadió dimetil suberimidato 10 mM (DMS; Pierce) a las proteínas recombinantes en tampón de 
trietanolamina pH 8,0 y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reticulación se detuvo mediante la 
adición de etanolamina a una concentración final de 10 mM. Las proteínas se precipitaron con ácido tricloroacético, 15
se sometieron a SDS-PAGE usando geles de poliacrilamida al 5% en condiciones no reductoras como se describe en 
la referencia (9) y se tiñeron con azul de Coomassie R-250.

ELISAde MAC 

Para todos los formatos de ELISA de MAC, se revistieron placas Nunc MaxiSorp durante lanoche a 4°C con 50 
µl/pocillo de inmunoglobulina de conejo contra cadenas µ humanas (DAKO) diluida 1:1000 en tampón de carbonato 20
(pH 9,6; Na2CO30,159% y NaHCO30,293%). Después de la eliminación de la solución de revestimiento, se añadieron
muestras de suero en tampón PBS (solución salina tamponada con fosfato) pH 7,4 (conteniendo 2% de Tween 20 y 
2% de suero de oveja) y se incubaron durante 45 minutos a 37°C.

Despuésse extrajeron muestras de suero y después de tres etapas de lavado con PBS pH 7,4 se aplicaron diferentes 
sistemas de detección de la siguiente manera:25

a) ELISA de MAC de ETG convencional (4, 17): el virus ETG infeccioso marcado con peroxidasa se incubó 
durante 30 minutos a 37°C.

b) ELISA de MAC de NO convencional: el virus NO inactivado con formalina se incubó durante 30 minutos a 
37°C seguido de una incubación de 30 minutos con un anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa 
específico del virus NO.30

c) Complejo de la invenciónpreformado: las proteínas sE y la estreptactina-HRP (IBA) se mezclaron en 
concentraciones óptimas predeterminadas, se incubaron durante 30 minutos a 500 rpm a temperatura ambiente 
y se almacenaron a -80°C o se usaron directamente. El complejo se incubó durante 30 minutos a 37°C.

d) Adición secuencial de los componentes del complejo de la invenciónen las mismas concentraciones que las 
usadas en el complejo: se incubó sE durante 30 minutos a 37°C seguido de una incubación de 30 minutos con 35
estreptactina-HRP.

e) ELISA de MAC de ETG convencional, usando el mismo sE recombinante con etiqueta Strep que en el 
complejo de la invención, pero un anticuerpo monoclonal específico de proteína E marcado con biotina (mab) 
y estreptavidina-HRP para la detección: se incubó sE durante 30 minutos a 37°C seguido de una incubación 
de 30 minutos con el mab y una incubación de 30 minutos con la estreptavidina-HRP.40

f) ELISA de MAC de ETGconvencional, usando un dímero sE sin etiquetar (aislado del virus ETG purificado, 
Heinz 1991) y un anticuerpo monoclonal específico de proteína E marcado con biotina (mab) y estreptavidina-
HRP para la detección: se incubó sE durante 30 minutos a 37ºC°C seguido de una incubación de 30 minutos 
con el mab y una incubación de 30 minutos con la estreptavidina-HRP.

Después, las placas se lavaron tres veces y se añadieron 50 µl de sustrato (o-fenilendiamina; Sigma). La enzima se 45
dejó reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad y se detuvo mediante la adición de 100 µl 
de H2SO4 2N.

Resultados

E17727873
25-02-2020ES 2 774 497 T3

 



11

Demostración de que 1.) el ELISA de MAC de acuerdo con la invención es equivalente a un ELISA de MAC en 
el que se usa el virus ETG infeccioso marcado con HRP para la detección y de que 2.) este desempeño solo 
se logra cuando los componentes del detector se añadencomo un complejo preformado y no cuando los 
componentes individuales se añadensecuencialmente.

Con el fin de evaluar la calidad del ensayo de acuerdo con la invención, se hacomparadosu desempeño con a) el de 5
un ELISA de MAC establecido que usa el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (ETG) infecciosa purificada 
marcada por HRP como detector (4, 17) y b) un formato de ensayo en el que los componentes individuales del complejo 
detector inventivo se añadieron secuencialmente. Como se puede observaren la Figura 3, la sensibilidad de la 
detección de IgM con el ensayo de la invención en un acervo de muestras de suero de infecciones recientes por virus 
ETG fue equivalente al ensayo convencional. Por el contrario, se obtuvo una señal mucho más baja cuando los 10
componentes del detector individual (dímero sE y estreptactina HRP) se añadieron secuencialmente (Fig. 3).

La Figura 3 muestra las curvas de titulación de un acervode sueros de infecciones recientes por el virus de la ETG
humana en tres ELISA de MAC diferentes (línea continua negra: ensayo de acuerdo con la invención; línea continua 
gris: ensayo convencional de acuerdo con las referencias (4, 17); línea punteada negra: Ensayo de acuerdo con la 
invención pero usando la adición secuencial de los componentes del detector.15

Demostración de que el excelente desempeño del ELISA de MAC de acuerdo con la invención depende de la 
estructura dimérica antiparalela de sE usada en el complejo detector.

Para analizar los requisitos estructurales del antígeno usado en el complejo detector, se ha comparadoel dímero sE 
del virus ETG con diferentes formas monoméricas de esta proteína. Esto incluyó 1.) sE en la que se eliminó un 
elemento de secuencia requerido para la dimerización (aminoácidos 98 a 111, péptido de fusión FP) en el dominio II 20
(sE ΔFP), 2.) una construcción compuesta solo por los dominios I + II (DI + II) y 3.) un monómero sE en complejo con 
pr (pr + sE).

Los resultados en la Figura 4A muestran que el desempeño de los ensayos con las formas monoméricas (columnas 
sombreadas en gris, Fig. 4A) se reduce drásticamente en comparación con el ensayo inventivo que usa sE dimérico 
(columna negra, Fig. 4A).25

Además, se ha analizadoel formato de ensayo de la invenciónen otro sistema de flavivirus [virus del Nilo Occidental 
(NO)] que, al igual que el virus de la encefalitis japonesa (JE), en contraste con ETG y otros flavivirus (5, 8, 10, 11, 15) 
- produce una forma monomérica de sE tras la producción como una proteína recombinante (6, 8, 13). De acuerdo 
con los resultados obtenidos con las formas monoméricas de ETG sE (Fig. 4A), se observaron señales muy bajas con 
el monómero de virus NO sE en comparación con un ELISA de MAC usando partículas de virus enteras purificadas 30
(Fig. 4B).

Estos resultados demuestran que la calidad del ensayo de la invencióndepende de la estructura antiparalela nativa 
del antígeno flavivirus E en el complejo detector.

La Figura 4 muestra los ELISA de MAC usando antígenos E monoméricos y diméricos en el complejo detector (A: Se 
analizó una dilución 1:100 de un acervo de sueros de infecciones recientes por virus ETG humano en el ensayo de la 35
invenciónusando el dímero sE de ETG (columna negra), sE ΔFP de ETG, DI + II de ETG y pr-sE de ETG (columnas 
sombreadas en gris) como antígenos en el complejo detector; B: Se analizaron cuatro muestras de suero de 
infecciones recientes por virusNO humano a una dilución de 1:100 en el formato de ensayo de la invenciónusando el 
sE monomérico deNOen el complejo detector (columnas negras) en comparación con un ELISA de MAC usando 
partículas de virus NO purificadas como antígeno (columnas grises); HRP - peroxidasa de rábano picante; mab -40
anticuerpo monoclonal).

Demostración de que el ELISA de MAC de acuerdo con la invención es equivalente al formato convencional 
usando un panel de 31 muestras de suero humano de infecciones recientes por virus ETG.

Para comparar la sensibilidad del formato de ensayo de la invencióncon el de un ELISA de MAC convencional 
usandovirus ETG infeccioso purificado, se ha analizadoun panel de 31 muestras de suero de infecciones recientes de 45
virus ETG humano en ambos ensayos, usando un suero estándar positivo para determinar lasunidades arbitraria de 
IgM TBE como se describe (17). La evaluación de los resultados reveló la ausencia de diferencias estadísticamente 
significativas y la equivalencia completa de ambos ensayos (Fig. 5).

La Figura 5 muestra los resultados de las determinaciones de ETG IgM de 31 muestras de suero humano de 
infecciones recientes de virus ETG en el ensayo de la invención(puntos negros) en comparación con el ELISA de MAC 50
convencional usandovirus ETG infeccioso purificado (cuadrados abiertos), expresado en unidades arbitrarias (Ns - no 
significativo. Las barras indican los intervalos de confianza promedio de +/- 95%. Dilución de suero - 1: 1000).

Demostración de que el ELISA de MAC de acuerdo con la invención también funciona para otros flavivirus 
patógenos humanos importantes que producen proteínas sE recombinantes diméricas y permite el 
diagnóstico serológico de infecciones recientes de virus de ETG, dengue y Zika humanos con alta 55
especificidad.
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La invención depende del uso de la estructura antiparalela nativa de sE. La formación de tales dímeros tras la 
expresión de proteínas recombinantes difiere entre flavivirus, específicamente las proteínas sE recombinantes de JE 
y NO son monoméricas (6, 8, 13); compárese con la Fig.1). Sin embargo, las proteínas sE de otros flavivirus patógenos 
humanos importantes pueden formar dímeros (Fig. 6) y, por lo tanto, podrían usarse directamente en el formato de 
ensayo de la invención(Fig. 7).5

Para este propósito, se hanexpresadoy purificadoproteínas sE recombinantes de virus dengue(DEN) y Zika y se ha 
analizadosu estructura oligomérica mediante la reticulación con DMS en comparación con las proteínas sE de los virus 
ETG (predominantemente diméricos) y NO (predominantemente monoméricos). Como se puede observaren la Figura 
6, las proteínas sE tanto de DEN4comode Zika produjeron patrones de reticulación consistentes con una estructura 
dimérica, similar al virus ETG. Los resultados obtenidos con los serotipos DEN 1,2 y 3 de proteínas sE fueron similares 10
a los de DEN4.

La Figura 6 demuestra la estructura oligomérica de proteínas sE recombinantes de los virus ETG, Zika, NO y DEN4
(SDS-PAGE de proteínas sE recombinantes sin (-) y después de la reticulación química con DMS (+). Tinción con azul 
de Coomassie).

Para demostrar la idoneidad de los antígenos sE del virus DEN y Zika para el ensayo de la invención, se15
hananalizadomuestras de suero humano de infecciones recientes con estos virus en paralelo con sE de ETG, serotipos 
DEN 1 a 4, virus Zika y Rio Bravo. Laúltima sE se usa como un antígeno de control de reacción cruzada que está 
relacionado de forma distante con todos los flavivirus patógenos humanos relevantes (16) y permite la determinación 
de la contribución de los anticuerpos de reacción cruzada de flavivirus amplia a la señal de ensayo. Se muestran en 
la Figura 7ejemplos de resultados obtenidos con tales muestras de suero en los ELISA de MAC de la invenciónusando 20
sE de dengue serotipo 1,2,3,4; de Zika,de Rio Bravo y de ETG como antígenos. Los datos revelan el excelente 
desempeño del ensayo, permitiendo un diagnóstico serológico específico del tipo de infecciones importantes por 
flavivirus en humanos. El panel E muestra que incluso las infecciones dobles recientes con los virus dengue y Zika 
pueden resolverse.

Las infecciones secuenciales con diferentes serotipos DEN son especialmente propensas al desarrollo de anticuerpos 25
de reacción cruzada con flavivirus amplia que pueden presentar problemas en el serodiagnóstico de tales infecciones 
(12, 14). La inclusión de un antígeno de flavivirus independiente que no desempeña un papel como patógeno humano 
(sE del virus Rio Bravo) permite la detección de la fracción de reacción cruzada de fondo y, por lo tanto, puede ayudar 
a identificar el virus DEN recientemente infectado mediante la comparación de la extensión de las señales en los 
ensayos con los cuatro serotipos (Fig. 7F).30

La Figura 7 muestra los resultados del análisis de muestras de suero de infecciones recientes por flavivirus usando el 
ensayo de la invencióncon un panel de antígenos sE de flavivirus como se indica en el eje x (A: infección por virus 
ETG; B: infección por virus Zika; C: infección por virus dengue 2; D: infección por virus dengue 3; E: infecciones por 
virus Zika y dengue 2; F: infección por virus dengue 3; dilución del suero - 1:100).

En la Fig. 8 se muestran ejemplos adicionales para el diagnóstico específico de serotipo de infecciones por el virus 35
dengueusando el ensayo de la invención.

La Figura 8 muestra los resultados del análisis de muestras de suero de infecciones recientes por dengue usando el 
ensayo de la invencióncon antígenos sE de serotipo 1 a 4 dengue como se indica en el eje x (A: infección por el virus 
dengue 1; B: infección por el virus dengue 2; C: Infección por el virus dengue 3; D: infección por el virus dengue 4; 
dilución sérica - 1: 100).40

Demostración de que el ELISA de MAC de acuerdo con la invención es superior en comparación con los 
formatos ELISA de MAC convencionales que también usan formas diméricas de sE.

A fin de demostrar el efecto técnico mejorado del ensayo de la invención, se ha comparadosu desempeño con a) el 
del ensayo de acuerdo con la invención pero usando la adición secuencial de los componentes del detector, b) un 
ELISA de MAC de ETGconvencional usando el mismo sE con etiqueta Strep como en el complejo de la invención, 45
pero un anticuerpo monoclonal específico de proteína E marcado con biotina (mab) y estreptavidina-HRP para 
detección yc) un ELISA de MAC de ETG convencional, usando un dímero sE no etiquetado (virus ETG purificado de 
forma aislada, Heinz 1991), y un anticuerpo monoclonal específico de proteína E marcado con biotina (mab) y 
estreptavidina-HRP para la detección. Como se puede observar en la Figura 9, la sensibilidad de la detección de IgM 
con el ensayo inventivo en un acervo de muestras de suero de infecciones recientes por virus ETG humano es 50
inesperadamente más sensible que la detección con procedimientos similares descritos en la técnica.

Los resultados en la Figura 9 muestran que añadir los componentes del detector como un complejo preformado de 
acuerdo con la invención (Fig. 9 línea continua negra) aumenta drásticamente el desempeño en comparación con la 
adición secuencial de los componentes del detector (Fig. 9 línea punteada negra). Además, los resultados demuestran 
que con los ELISA de MAC convencionales usando el mismo antígeno sE recombinante (Fig. 9 línea continua gris) el 55
desempeño de la detección de IgM esmucho menor en comparación con el ensayo de acuerdo con la invención. Se 
obtuvieron los mismos resultados con los ELISA de MAC convencionales usando dímeros sE sin etiquetar aislados 
del virus ETG (Fig. 9 línea discontinua gris).
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Por lo tanto, los datos revelan que la presente invención proporciona un ensayo de detección de IgM altamente 
sensible cuyo desempeño podría mejorarse drásticamente con respecto a los ELISA de MAC convencionales 
existentes que usan dímeros sE.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la detección de un anticuerpo IgM específico para un flavivirus en una muestra, 
comprendiendo las etapas de

(a) poner en contacto la muestra con un soporte sólido que comprende moléculas de unión a IgM 
inmovilizadas,5

(b) permitir la unión de anticuerpos IgM en la muestra a las moléculas de unión de IgM en el soporte 
sólido, de modo que los anticuerpos IgM también se inmovilicen en el soporte sólido, y

(c) premezclar un dímero antiparalelo de la Proteína E soluble (sE) de flavivirus con un marcador para 
la formación de un complejo que comprende el dímero sE y el marcador, en el que el dímero 
antiparalelo de sE comprende una etiqueta y en el que la etiqueta une el marcador al dímero 10
antiparalelo de sE, y

(d) detectar los anticuerpos IgM específicos para un flavivirus permitiendo la unión del complejo 
preformado

e identificar la unión del complejo al anticuerpo IgM específico para el flavivirus mediante la detección del 
marcador.15

2. Procedimientode acuerdo con la reivindicación 1, en el que las moléculas de unión a IgM son anticuerpos anti-IgM 
o sus fragmentos de unión a IgM.

3. Procedimientode acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que el flavivirus se selecciona del grupo de virus de 
encefalitis transmitida por garrapatas (ETG), virus dengue(VD), especialmente VD serotipo 1 (DEN1), VD serotipo 
2 (DEN2), VD serotipo 3 (DEN3) y VD serotipo 4 (DEN4) y virus Zika (VZ).20

4. Procedimientode acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra es una muestra 
de suero o plasma, o una muestra de líquido cefalorraquídeo (LCR).

5. Procedimientode acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etiqueta se selecciona de 
Etiqueta Strep o Etiqueta His.

6. Procedimientode acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el marcador se selecciona 25
de un marcador de afinidad, un marcador de fluorescencia, un marcador radiactivo, un marcador de ácido nucleico, 
un marcador cromogénico, un marcador de luminiscencia, un marcador magnético o sus combinaciones.

7. Procedimientode acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el complejo comprende un 
anticuerpo marcado, especialmente un anticuerpo siendo específico para una etiqueta del dímero antiparalelo de 
sE; una proteína de unión a la etiqueta Strep, especialmente una proteína de unión a la etiqueta Strep que 30
comprende un marcador de acuerdo con la reivindicación 5.

8. Procedimientode acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el soporte sólido es una placa 
de microtitulación u otros recipientes o superficies de plástico, un microchip biológico, una perla, un disco, una 
partícula magnética, un sensor de fibra óptica, un portaobjetos de vidrio o una membrana, preferentemente una 
membrana de nitrocelulosa, una membrana de politetrafluoroetileno, una membrana de acetato de celulosa o una 35
membrana de nitrato de celulosa.

9. Procedimientode acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la detección del marcador 
comprende la adición de sustancias adicionales generando así una señal o activando el marcador para provocar 
una señal y medir la señal.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que sE de un flavivirus 40
relacionado de forma distante con los flavivirus patógenos humanos importantes, preferentemente sE de los virus 
Rio Bravo, Modoc, Yokose, del murciélago Entebb, Barkedji o Lammi, especialmente sE de Rio Bravo, se aplica 
como un control.

11. Procedimientode acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el procedimiento se realiza 
en un sistema automatizado.45

12. Uso de un kit que comprende:

- un soporte sólido que comprende moléculas de unión a IgM inmovilizadas y

- un complejo que comprende

(i) un dímero antiparalelo de la proteína E de flavivirus soluble (sE) y
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(ii) un marcador, en el que el dímero antiparalelo de sE comprende una etiqueta y en el que la etiqueta 
une el marcador al dímero antiparalelo de sE, para realizar el procedimiento de acuerdo con una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

13. Uso de acuerdo con la reivindicación 12, en el que el kit comprende además medios para detectar el marcador, 
preferentemente medios para detectar un marcador de afinidad, un marcador de fluorescencia, un marcador 5
radioactivo, un marcador cromogénico, un marcador de luminiscencia o un marcador magnético.

14. Uso de acuerdo con la reivindicación 12 o 13, en el que el kit comprende además un sistema de detección 
automatizado, que comprende preferentemente un dispositivo de transporte de muestras, un dispositivo de 
detección, una unidad de procesamiento de ordenador y/o una pantalla para mostrar la señal de la unidad de 
detección procesada por programas de software de ordenador ejecutados con la unidad de procesamiento de 10
ordenador.

15. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que al menos el soporte sólido y/o el 
complejo están empaquetadosen una envoltura estéril, preferentemente en una envoltura de plástico transparente 
estéril.

15
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