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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal especifico para la proteina P del Virus Respiratorio Sincicial humano y uso del mismo para la
deteccion y diagndstico de infecciéon por VRS

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales, o fragmentos de los mismos, que reconocen la
proteina P del Virus Respiratorio Sincicial humano (VRSh), utiles para el desarrollo de métodos de diagnéstico de
infeccion por VRSh en humanos.

Estado de la técnica

Las infecciones respiratorias causadas por virus son un problema de salud publica en todo el mundo. Los principales
responsables de estas infecciones en la poblacidn pediatrica son: el Virus Respiratorio Sincicial humano (VRSh),
Adenovirus (ADV), Virus Influenza A y B (INF A y B), Virus Parainfluenza (PIV) y el Metapneumovirus humano
(hMPV). Actualmente no existen mecanismos efectivos de prevencion contra estos virus y se produce diariamente
un estimado de 94.000.000 casos nuevos (Organizacion Mundial de la Salud). La sobresaturacién de los sistemas
de salud asociada a los brotes, genera ademas sustanciales pérdidas econémicas.

El VRSh es un virus que afecta el aparato respiratorio y representa en la actualidad un problema de gran relevancia
economica y social, afectando con altos niveles de morbilidad y mortalidad a nifios y ancianos. En estas poblaciones,
especialmente en infantes y nifios menores de dos afos, VRSh causa una amplia variedad de cuadros clinicos,
desde las formas mas leves como rinitis, tonsilitis y otitis, a otras formas de mayor severidad como neumonias,
bronquitis, bronquiolitis y alveolitis. Estudios serolégicos estiman que entre el 70% y 100% de los nifios se han
expuesto al menos una vez al virus a la edad de 1 y 2 afios, respectivamente. Se ha estimado que anualmente
VRSh causa un aproximado de 34 millones de infecciones, 3,4 millones de hospitalizaciones y cerca de 200 mil
muertes en nifios menores de 5 afios. En la actualidad, VRSh es un virus de relevancia epidemiolégica en Chile y
Latinoamérica. Algunos estudios han demostrado que el porcentaje de casos de infecciones respiratorias causadas
por VRSh en neonatos e infantes puede ser superior al 70% durante los brotes invernales. Estudios en
Latinoamérica por otra parte, refuerzan el rol de VRSh como principal agente infeccioso responsable de infecciones
del tracto respiratorio bajo en individuos menores a 2 afios, con una incidencia reportada de mas del 40%.
Lamentablemente, hoy en dia no existen vacunas aprobadas para inmunizar neonatos, ni tratamientos eficientes
para el control de la infeccién en esta poblacién.

VRSh es un virus ARN de aproximadamente 15,3 kb, encapsulado, con material genético de hebra simple y
polaridad negativa de codificacion, perteneciente a la familia Paramixioviridae y al género Pneumovirus. El genoma
de VRSh codifica 10 genes ordenados de la siguiente manera 5°-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-3’, los cuales son
trascritos por la polimerasa de ARN ARN-dependiente (proteina L) en 10 ARN mensajeros independientes. Cinco de
estas proteinas son responsables del empaquetamiento del material genético y de definir la estructura propia de la
particula viral, correspondiendo a la proteina de nucleocapside N y la proteina de matriz M, junto a las glicoproteinas
de transmembrana F, G y SH, respectivamente. Las otras cuatro proteinas, M2-1, M2-2, L y P, estan involucradas en
la replicacion y transcripcion viral. Adicionalmente, las proteinas NS-1 y NS-2 son no estructurales que reducen la
expresion de interferon de tipo | por la célula infectada y, por lo tanto, previenen la activacion de la respuesta inmune
innata.

En los servicios de Salud Publica los métodos de diagndsticos actuales incluyen una prueba basada en la deteccion
de antigenos virales por Inmunofluorescencia directa en muestras de hisopado nasofaringeo, reaccion en cadena de
la polimerasa mediante transcripcion reversa (RT-PCR) y prueba de inmunocromatografia (pruebas rapidas). De los
productos mencionados, los paneles virales basados en Inmunofluorescencia son los mas llamativos, debido a que
estos permiten detectar un mayor numero de virus respiratorios, siendo 12 tipos en el caso de Respiratory Viral
Panel (RVP) PCR utilizing Luminex xTAG y 14 tipos para el eSensor Respiratory Viral Panel. Pese a este amplio
rango de deteccion, es importante notar los factores de coste y tiempo de respuesta que estos utilizan. En el caso de
la primera prueba mencionada, el coste es aproximadamente 70 USD con un tiempo de respuesta entre 12 a 18
horas, mientras que la segunda prueba el coste es aproximadamente 90 USD y un tiempo de respuesta de 60
minutos.

Por lo tanto, se hace fundamental contar con una prueba de diagnéstico eficaz, rapida y de bajo coste para la
deteccién de VRSh que pueda competir con las caracteristicas de los métodos de diagndstico disponibles. Ante tal
problematica, la presente invencién describe anticuerpos monoclonales que son una alternativa necesaria para suplir
dicha necesidad, puesto que permiten el reconocimiento especifico de antigenos virales en muestras de pacientes
infectados con VRSh. De este modo la presente invencion comprende productos tales como anticuerpos
monoclonales, y un método alternativo que los usa para deteccién y diagnéstico rapido, eficaz y certero en pacientes
infectados con VRSh con un 100% de especificidad en muestras clinicas y capaces de detectar por ELISA
concentraciones equivalentes a 1,5 ng del antigeno especifico. Esto permitira a los profesionales clinicos determinar
un tratamiento temprano y adecuado.
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Un anticuerpo monoclonal es un tipo de anticuerpo homogéneo que se caracteriza por reconocer especificamente un
solo antigeno. Son producidos por una Unica célula hibrida (hibridoma), que es producto de la fusién de un clon de
linfocito B y una célula plasmatica tumoral. La propiedad de unirse especificamente y con alta afinidad a un antigeno
ha impulsado el desarrollo de los anticuerpos monoclonales como una herramienta de gran utilidad para la deteccién
de moléculas que generan un gran interés cientifico, clinico y de uso industrial. En la actualidad, los anticuerpos
monoclonales son ampliamente utilizados, tanto en investigacion basica como aplicada, debido a su especificidad y
reproducibilidad, lo que permite fundamentar de mejor manera la investigacién. Sin embargo, es en el area de la
biomedicina donde los anticuerpos monoclonales han tenido enormes aplicaciones practicas, ya sea para
diagnostico y tratamiento de multiples enfermedades infecciosas, y como terapia para otras patologias. Si bien es
cierto que los anticuerpos monoclonales se utilizan en todo tipo de técnicas de deteccion y diagnéstico, es en el
disefio de kits para diagndstico in vitro donde se han obtenido los mejores resultados. Para ello, existen en la
actualidad diversos kits de deteccidn rapida, tal como la prueba de embarazo, que se basa en la determinacién de
los niveles de gonadotrofina coriénica (hCG) en la orina utilizando anticuerpo anti hCG. Ademas, los anticuerpos
monoclonales para uso terapéutico han cobrado gran relevancia. En la actualidad existen tratamientos terapéuticos
para distintas patologias, mediante el uso de anticuerpos monoclonales comerciales como: Alemtuzumad,
Gemtuzumab ozogamicina, Rituximab, Trastumab, entre otros.

En la técnica anterior existe la publicacion W02013076702, que describe el uso de un anticuerpo monoclonal
especifico para la deteccién del virus respiratorio sincicial, especificamente se describe un anticuerpo dirigido contra
el antigeno M2-1, generado por nuestro laboratorio (Gémez et al, J Med Virol. 2014 Jul; 86(7):1256-66). Este
anticuerpo se diferencia de la presente invenciéon en que los anticuerpos monoclonales para la deteccion del VRSh
tienen como antigeno a la proteina P, y no contra M2-1 como describe el documento citado. La ventaja de generar
anticuerpos contra la proteina P es que estos al ser contra un antigeno diferente pueden ser utilizados en un
inmunoensayo en conjunto con los anticuerpos anti-M2-1 (previamente publicados), aumentado la sensibilidad en la
deteccidn de los antigenos que se encuentran poco disponibles en las muestras nasofaringeas.

El documento US2014093501 describe un anticuerpo compuesto de cadenas variables pesadas y livianas de al
menos un anticuerpo monoclonal murino, contra el VRS. Especificamente, el anticuerpo esta dirigido a la proteina F.
Esto se diferencia de la presente invencion en que los anticuerpos monoclonales para la deteccién del VRSh tienen
como antigeno a la proteina P, y no contra F como describe el documento citado. Cabe destacar que el antigeno P
es mas conservado que el antigeno F, lo que permite detectar cepas de VRS que presenten diferentes serotipos.

Otros documentos describen anticuerpos dirigidos a la proteina P del VRS humano. Por ejemplo, Orvell C et al
(1987), Journal of General Virology 68(12), 3125-3135, describen el uso de anticuerpos contra las principales
proteinas estructurales (proteinas G, F, M, NP y P) de los virus respiratorios sinciciales (VRS) humanos

El documento US2013266600A1 proporciona VRS recombinante que tiene un fenotipo atenuado y que comprende
una o mas mutaciones en las proteinas virales P, M2-1 y/o M2-2.

El documento US2010278813A1 divulga un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo que se une a la
proteina P de VRS. Sin embargo, ninguno de estos anticuerpos esta habilitado para mejorar la sensibilidad para el
diagndstico/deteccion de VRS

Resumen de la invencion

La presente invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal contra el Virus Respiratorio Sincicial humano (VRSh).
Concretamente, la presente invencioén involucra un anticuerpo monoclonal murino, correspondiente a un anticuerpo
monoclonal secretado por la linea celular de hibridoma denominado 6H5/H1, y que reacciona contra el antigeno P de
VRSh.

La invencion proporciona métodos de diagnéstico ex vivo o in vitro para deteccion del antigeno viral P de VRSh, en
los cuales se utiliza el anticuerpo monoclonal producido y secretado por el hibridoma 6H5/H1 en ensayos como
ELISA, microscopia de fluorescencia, inmunoblot, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromatografia,
citometria de flujo, clasificador celular, inmunoprecipitacion y/o Western blot. Las muestras a analizar se seleccionan
de: células in vitro infectadas con VRSh, secreciones nasales, lavados nasales, secreciones faringeas y/o lavados o
secreciones bronquiales, liquido cefalorraquideo, plasma, entre otras. La invencién proporciona un método de
deteccion de VRSh en muestras bioldgicas y cultivos celulares, utilizando el anticuerpo monoclonal producido y/o
secretado por la linea celular del hibridoma antes mencionado, acoplado en cualquier tipo de soporte sélido, como
nitrocelulosa, membrana de nylon, esferas magnéticas, esferas fluorescentes u otro soporte; o acoplado a cualquier
otra molécula, como enzimas, proteinas, fluoréforos, isétopos radiactivos o cualquier otro compuesto quimico. El
invento puede ser usado en kits de detecciéon para VRSh, que comprenda el anticuerpo producido por el hibridoma
mencionado.

Ademas la presente invencion comprende dentro de su alcance incorporar cualquier tipo de molécula o sustrato
unido quimicamente, tales como marcadores, fluoréforos, biotina, radioisétopos, metales, enzimas y/o cualquier
elemento quimico acoplado al anticuerpo monoclonal secretado por el hibridoma 6H5/H1, donde dicha molécula o
sustrato unido quimicamente permite visualizar o detectar al anticuerpo. De esta manera la invenciéon también
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provee anticuerpos que reconocen especificamente la proteina P acoplada a moléculas o sustratos o marcadores
diferentes del anticuerpo, como parte del método de deteccion, analisis y/o diagndstico en muestras biolégicas.

Ademas se divulga el anticuerpo monoclonal secretado por el hibridoma 2E6/D2 el cual también reacciona contra el
antigeno P de RSV.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Deteccion de proteina P de VRSh por los anticuerpos monoclonal producidos por los hibridomas 2E6/D2 y
6H5/H1, mediante un ensayo de ELISA indirecto. La placa fue activada con 50 ng de proteina P de VRSh
recombinante purificada, o con 1x108 ufp de VRSh. Como controles negativos, se activaron otros pocillos con 1x10°
ufp de Metapneumovirus (hMPV) o con 50 ng de proteina BSA; ademas se incluyeron pocillos control sin antigeno,
con anticuerpo primario, con anti-IgG de ratén conjugado con HRP (sin activar) y pocillos sin antigeno ni anticuerpo
primario, solo con anticuerpos anti-lgG de raton (HRP). Posteriormente, los pocillos se incubaron con el anticuerpo
anti-P proveniente del hibridoma 2E6/D2, en cantidad de 170 ng por pocillo (A), el hibridoma 6H5/H1 en una cantidad
de 170 ng por pocillo (B) y el anti-P RSVH102 Anti-Respiratory Syncytial Virus Phosphoprotein antibody, numero de
catalogo #AB94965 (Abcam) utilizado en cantidad de 170 ng por pocillo (C). Los datos mostrados en el grafico
expresan la absorbancia detectada a 450 nm, emitida por la conversidén del sustrato Tetrametilbenzidina a un
compuesto coloreado, catalizada por la enzima Horseradish peroxidase (HRP) presente en un anticuerpo secundario
anti-IgG de ratén que se unid especificamente a los anticuerpos secretados por el hibridoma 2E6/D2, 6H5/H1 y
RSVH102 de Abcam. Los valores corresponden al promedio +/- la desviacion estandar de la absorbancia emitida por
cada muestra en al menos dos experimentos independientes. *** P <0,0001 por la prueba de ANOVA de una via
comparado al control negativo y comprobacion mediante comparaciones multiples de Dunnett’s; ns, no hay
diferencia significativa comparado con el control negativo.

Figura 2: Determinacion de sensibilidad de anticuerpoS monoclonalES producidos por los hibridomas 2E6/D2 y
655H1 en la deteccion de la proteina P de VRSh. Placas de ELISA se activaron con diluciones seriadas 1:2,
iniciando con 50 ng de proteina P y finalizando con 0,04 ng (A) y diluciones seriadas 1:2 partiendo de un in6culo
1x10° ufp de VRSh hasta la dilucion 1:5.120 (B). Se incluyeron pocillos sin activar como control negativo. Los datos
mostrados en el grafico expresan la absorbancia a 450 nm emitida por la enzima Horseradish peroxidase (HRP)
presente en los anticuerpos anti-P provenientes de los hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1, que se usaron en cantidad de
170 ng/pocillo (A y B). El anti-P RSVH102 de VRSh, nimero catalogo #AB94965, de Abcam, también fue utilizado a
una concentracion de 170 ng/pocillo (A y B). Los valores corresponden al promedio de la absorbancia emitida por
cada muestra, en al menos dos experimentos independientes.

Figura 3: Ensayo de diluciones seriadas de los anticuerpos monoclonales anti-P de VRSh producido por los
hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1, para la deteccion de antigenos purificados de VRSh. Se activaron placas de ELISA
con 50 ng de proteina recombinante P de VRSh y se detecté el antigeno con diluciones seriadas 1:2 de los
anticuerpos anti-P 2E6/D1 o 6H5/H1, partiendo de una concentracién de 3,4 ug/ml (170 ng/pocillo). Los datos se
expresan como el promedio del valor de la absorbancia emitida a 450 nm de cada muestra en duplicado, en al
menos dos experimentos independientes.

Figura 4: Confirmacion de especificidad de anticuerpos monoclonales secretados por los hibridomas 2E6/D2 vy
6H5/H1, mediante dot blot. Los anticuerpos anti-P de VRSh producidos por los hibridomas 2E6/D2 o 6H5/H1se
incubaron por 1 hora con una membrana de nitrocelulosa que contenia las siguientes muestras inmovilizadas (en
forma de manchas o “dots”): hMPV (1x108 UFP), VRSh (1x10% UFP), BSA (1 ug), proteina P de VRSh (1ug, 500 ng y
50 ng), y 20 ug de extracto de células HEp-2 sin infectar o infectadas con VRSh. Tras la incubacién, la membrana se
lavd y se incubd por 1 hora con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjugado con la proteina HRP. Tras la
incubacién, la visualizacion de la unién de los anticuerpos monoclonales al antigeno se realizé mediante la captura
de la quimioluminiscencia producida por la catalisis del sustrato comercial “enhanced chemiluminescence Western
blot detection system” (ECL, Amersham, Uppsala, Suecia). Se observa que los anticuerpos producidos por los
hibridomas 2E6/D2 o 6H5/H1 se unen sdlo a los dots donde se encuentra presente la proteina P de VRSh, el virus
VRSh y células infectadas con VRSh, confirmando la especificidad de estos anticuerpos.

Figura 5: Deteccién de la proteina P-VRSh por inmunofluorescencia en células HEp-2 infectadas con VRSh. Células
HEp-2 fueron cultivadas in vitro hasta alcanzar confluencia (entre 70-90%), para ser infectadas por 48 horas con
VRSh. Posteriormente fueron fijadas con parafolmadehido y preparadas para inmunofluorescencia indirecta. Para
ello se utiliz6 como anticuerpo primario monoclonal derivado del hibridoma 2E6/D2, del hibridoma 6H5/H1 del
anticuerpo anti-P RSVH102, numero catélogo #AB94965, de Abcam. Como anticuerpo secundario se utilizé un
anticuerpo comercial anti-lgG de raton conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 488, que emite fluorescencia a 519 nm
(sefial intensa). Los nucleos de las células se tifieron con el flouréforo TOPRO-3 iodide, que emite fluorescencia a
661 nm (circulos gris claros observados en células no infectadas y células infectadas). Se observa una fuerte
reactividad en el citoplasma (sefial blanca intensa, indicada con flechas blancas) solo en células infectadas cuando
se utiliza cualquiera de los tres anticuerpos primarios.

Figura 6: Deteccion de VRSh en muestras clinicas mediante ELISA en sandwich, utilizando la combinacién de
anticuerpos monoclonales secretados por los hibridomas 2E6/2D, 6H5/H1 y el anticuerpo RSVH102, numero
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catalogo #AB94965, de Abcam. Placas de ELISA fueron activadas con 170 ng de anticuerpo secretado por el
hibridoma 2E6/D2 (A) o el anticuerpo anti-P RSVH102, niumero catalogo #AB94965, de Abcam (B), funcionando
como anticuerpo de captura. Los pocillos activados con el anticuerpo de captura se incubaron con 50 pl de muestras
de hisopado nasofaringeo (HNF) de pacientes que presentaban cuadros respiratorios virales. Como controles
negativos se analizaron 10 (A) y 3 (B) muestras de pacientes sanos. Se utilizaron 20 (A) y 5 (B) muestras de
pacientes positivos para VRSh y, como control de especificidad, se incluyeron 20 (A) y 5 (B) muestras de pacientes
positivos para el Metapneumovirus. Como control positivo se incluyeron pocillos a los que se afiadio proteina P de
VRSh purificada. Para la deteccion de la proteina capturada por el anticuerpo 2E6/D2 o el anticuerpo comercial anti-
P RSVH102, se utilizaron los anticuerpos producidos por el hibridoma 6H5/H1 (A y B) y 2E6/D2, conjugado a la
enzima Horseradish Peroxidase, en una dilucién 1:2.000 (75 ng por pocillo). Los datos mostrados son el promedio
+/- la desviacién estandar del valor de la absorbancia emitida a 450 nm de cada muestra (*P <0,05; ** P <0,001; ***P
<0,0001 y ns no hay diferencia significativa; mediante la prueba de ANOVA de una via comparados con pacientes
positivos a hMPV o pacientes sanos).

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion esta definida por las reivindicaciones anexas.

La presente divulgacidon se refiere a dos anticuerpos monoclonales, o fragmentos de los mismos, el 2E6/D2 del
isotipo IgG1, y 6H5/H1 del isotipo IgG2A que reconoce especificamente la proteina P (también aqui denominado
como anticuerpo anti-P), del VRSh.

Como ya se indicd, estos anticuerpos son producidos por los hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1. Las secuencias de
aminoacidos de las regiones variables de ambas cadenas del anticuerpo producido por el hibridoma 2E6/D2 se
describen en las SEQ ID No: 1 para la cadena pesada y SEQ ID No: 2 para la cadena liviana. Las secuencias
nucleotidicas que las codifican estan descritas en las SEQ ID No: 3 y SEQ ID No: 4, respectivamente. Del mismo
modo, las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de ambas cadenas de anticuerpos producidas por el
hibridoma 6H5/H1 se describen en la SEQ ID No: 5 para la cadena pesada y la SEQ ID No: 6 para la cadena ligera.
Las secuencias de nucleotidos que las codifican se describen en SEQ ID No: 7 y SEQ ID No: 8, respectivamente.

En una realizacién especifica, dichos anticuerpos o fragmentos de los mismos estan conjugados con un marcador
que permite su deteccion, tales como, biotina, metales, enzimas, proteinas, fluoréforos, isétopos radiactivos o
cualquier otro compuesto quimico.

En otra realizacion especifica, dichos anticuerpos o fragmentos de los mismos son anticuerpos murino o
humanizados.

Como se muestra en las figuras, estos anticuerpos no reaccionan con otras proteinas o moléculas presentes en virus
relacionados o muestras de pacientes con otros virus asociados a infecciones respiratorias. Esto disminuye
notablemente la posibilidad de falsos negativos al utilizarlos en métodos de diagnéstico.

La divulgacién también proporciona métodos de diagnédstico ex vivo o in vitro y deteccién del antigeno viral P de
VRSh en una muestra bioldgica, en la cual se utilizan los anticuerpos monoclonales producido y secretado por los
hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1 en ensayos de deteccion de unién del anticuerpo con el antigeno.

El método comprende poner en contacto una muestra biolégica seleccionada de: células in vitro infectadas con
VRSh, secreciones nasales, lavados nasales, secreciones faringeas y/o lavados o secreciones bronquiales, entre
otras, con el anticuerpo monoclonal contra VRSh o un fragmento de él secretados por los hibridomas 2E6/D2 y
6H5/H1, y luego detectar la union del anticuerpo con el antigeno con un ensayo seleccionado de: ELISA,
microscopia de fluorescencia, inmunoblot, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromatografia,
citometria de flujo, clasificador celular, inmunoprecipitacion y/o Western blot.

Ademas el método de la presente divulgacion comprende anticuerpos o fragmento de los mismos producidos y/o
secretados por las lineas celulares de los hibridomas antes mencionados, acoplado con cualquier tipo de soporte
so6lido, como nitrocelulosa, membrana de nylon, esferas magnéticas, esferas fluorescentes u otro soporte. En otra
realizacién especifica, los anticuerpos o fragmentos de los mismos usados en el método estan conjugados con un
marcador que permite su deteccion, tales como biotina, metales, enzimas, proteinas, fluoréforos, isétopos radiactivos
o cualquier otro compuesto quimico.

La divulgacion también describe un kit de deteccion para VRSh, que comprende al menos un anticuerpo producido
por los hibridomas mencionados. En una realizacién especifica, los anticuerpos o fragmentos de los mismos
producidos y/o secretados por las lineas celulares de los hibridomas antes mencionados utilizados en dichos Kkits,
estan acoplado con cualquier tipo de soporte soélido, como nitrocelulosa, membrana de nylon, esferas magnéticas,
esferas fluorescentes u otro soporte. Ademas, en una realizacion especifica, los anticuerpos o fragmentos de los
mismos usados en el kit estan conjugados con un marcador que permite su deteccién, tales como biotina, metales,
enzimas, proteinas, fluoréforos, isétopos radiactivos o cualquier otro compuesto quimico.
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En otra realizacion especifica, el kit de diagnéstico corresponde a una prueba inmunocromatografica, luminex,
citometria de flujo, inmunofluorescencia, radioinmunoanalisis, Western blot, Dot plot, ELISA, inmunodifusion o
inmunoprecipitacién. De esta manera, la divulgaciéon también provee anticuerpos que reconocen especificamente la
proteina P acoplada a moléculas o sustratos o marcadores diferentes del anticuerpo, como parte del método de
deteccion, analisis y/o diagndstico en muestras bioldgicas.

A continuacién se describen ejemplos que permiten demostrar las distintas aplicaciones de los anticuerpos
monoclonales.

Ejemplos de aplicacién
Ejemplo 1: Obtencién de la proteina P de VRS purificada.

Para obtener la proteina P de VRS purificada, se realizé una estrategia de expresién de forma heterdloga
(recombinante) en la bacteria Escherichia coli BL21. Para esto, se extrajo el ARN de cultivos de células HEp-2
infectadas con VRS y el gen que codifica para la proteina P fue amplificado por PCR y clonado en un vector de
expresion bacteriano (pET15b), el cual permitid controlar la expresion del gen clonado mediante la molécula
inductora Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Como estrategia de purificacion para las proteinas
recombinantes, el vector de expresién utilizado posee un inserto que codifica para seis Histidinas consecutivas, de
modo que cuando se indujo la sobre-expresion de las proteinas, estas expresaron en su extremo carboxilo terminal
las 6 His consecutivas. La ventaja de utilizar dicha estrategia es que, la proteina adquiere una carga eléctrica
caracteristica, lo que permitié su purificaciéon a través de cromatografia de afinidad a un pH adecuado. La
purificacién de las proteinas recombinantes con colas de histidina se logré por elusiéon con una solucién tampén que
contiene imidazol, analogo a la histidina, que compite con las proteinas por los sitos de unién en una columna de
resina cargada con Ni+. Finalmente, las muestras purificadas se analizaron mediante geles de SDS-PAGE.

Ejemplo 2. Produccioén de hibridomas, producto de la fusiéon de un clon de linfocito B y una célula plasmatica
tumoral.

La produccién de hibridomas se realizé6 mediante la inmunizacién de ratones BALB/c con 1 mg de antigeno (proteina
recombinante purificada P de VRSh emulsionada en adyuvante de Freund), con una pureza mayor al 50%. Después
de la inmunizacion, se selecciond el ratéon que presentaba el titulo mas alto de anticuerpos en el suero, y se le dio
otra inyeccion de refuerzo. Tres dias después se aislaron sus linfocitos esplénicos para hacer una fusion somatica
con células de la linea celular mieloide NSO/2 no secretora. Los hibridomas producidos se sembraron en placas de
96 pocillos en un medio selectivo que contiene Hipoxantina, Aminopterina y Timidina (HAT). Después de 10 dias el
sobrenadante de los hibridomas viables se evalu6 por ELISA para detectar anticuerpos contra el antigeno utilizado
para inmunizar. Los hibridomas positivos se expandieron a placas de 24 pocillos para generar un volumen mayor de
sobrenadantes, que posteriormente se utilizaron para realizar ensayos de caracterizacion (especificidad,
sensibilidad, eficiencia). Finalmente los hibridomas con mayor especificidad fueron clonados por dilucién limite, es
decir, se realizaron diluciones sucesivas de una suspensién celular, hasta conseguir una alicuota que contenia una
sola célula. Posteriormente, se prepararon liquidos asciticos en ratones y se determind la subclase de cada
anticuerpo monoclonal. La concentracion de los anticuerpos monoclonales generados se determind por ELISA,
incubando los anticuerpos en diferentes concentraciones y usando un anticuerpo monoclonal anti-Melan A (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX) de ratén para preparar la curva estandar.

Ejemplo 3: Determinacion de la secuencia nucleotidica que codifica las cadenas livianas (VL) y pesadas (VH)
de la region variable del anticuerpo anti-P VRSh secretado por el hibridoma 2E6/D2 y del anticuerpo anti-p de
VRS secretado por el hibridoma 6H5/H1.

El siguiente protocolo fue utilizado para los hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1 de manera separada. Se cultivd el
hibridoma en medio de cultivo DMEM-high glucose suplementado con 3,7 g/L de Bicarbonato de Sodio y 10% de
suero fetal bovino, a 37°C con 10% CO2, hasta una densidad celular de 700.000 células/ml. Se obtuvo el RNA total
de 3,5 x10° células, realizando un tratamiento con el compuesto Trizol (Invitrogen). Se utilizé 0,5 pg de RNA para
generar el cDNA mediante reaccion de retrotranscripcion con el kit Impron Il (Promega). Mediante PCR se amplificd
la region variable de los genes que codifican las cadenas kappa y lambda de las inmunoglobulinas. Para esto se
utilizaron los cebadores universales del kit Ig Primer set de Novagen (n° catalogo 69831-3) y se siguieron las
instrucciones del fabricante.

La region variable de la cadena liviana se amplific6 con los cebadores MulgkVL5'-B:
5’ACTAGTCGACATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGGT3' (SEQ ID NO: 10) y la cadena pesada se amplificd
con los cebadores MulgVH5-A: 5GGGAATTCATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT3 (SEQ ID NO: 11) y
MulgVH5’- F: 5ACTAGTCGACATGAACTTYGGGYTSAGMTTGRTTT3’ (SEQ ID NO: 12). Los productos de PCR
fueron clonados en el vector de clonamiento pTOPO-TA (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante
y secuenciado por el servicio de secuenciacién de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile en un secuenciador ABI
prism 3130x| (Applied Biosystem). Las secuencias de aminoacidos deducidas (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 para el
hibridoma 2E6/D2 y SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 para el hibridoma 6H5/H1) se obtuvieron utilizando el programa
bioinformatico Vector NTI (Invitrogen).
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Ejemplo 4: Ensayo de deteccion de antigenos VRSh, determinacion de especificidad de los anticuerpos
monoclonales anti-P VRSh para antigenos purificados de VRSh mediante ensayo de ELISA indirecto.

Este ensayo tiene como objetivo demostrar la especificidad por la proteina P de VRSh de los anticuerpos producidos
por los hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1. La deteccion del antigeno se llevé a cabo mediante la técnica de ELISA
indirecto, donde la placa de ELISA se activo con 50 ng de antigeno purificado por 1 hora a 37°C. De igual manera se
activo la placa con 1x10° unidades formadoras de placas (ufp) del VRSh. Como controles negativos se incluyd
Metapneumovirus (hMPV) bajo las mismas condiciones en que se incubd el VRSh, y ademas se incluyeron 50 ng de
proteina de BSA en un pocillo independiente. Posteriormente, la placa se lavé dos veces con regulador fosfato salino
(PBS) /Tween 0,05%. Luego la placa se bloqued por 2 horas a 37° C con PBS /FBS 10%. Posteriormente se
repitieron los lavados y a continuacién se incubaron cada uno de los anticuerpos (2E6/D2 y 6H5/H1) a una
concentracion final de 3,4 pg/ml, diluido en PBS/FBS 10%, durante 1 hora a temperatura ambiente 8 cada anticuerpo
en una placa independiente). Bajo las mismas condiciones, en una placa diferente, se realizé6 un ensayo control
utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce la proteina P de VRSh (Anti-Respiratory Syncytial Virus
Phosphoprotein antibody RSVH102, nimero de catalogo #AB94965, Abcam) a una concentracion de 3,4 pg/ml.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se repitieron los lavados y se agregé a cada uno de los pocillos un anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén marcado con la enzima peroxidasa de rabano (Horseradish peroxidase, HRP) en
dilucién 1 en 2.000 (25 ng por pocillo) en PBS/FBS 10%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se
realizaron los lavados y se revelé6 con 50 pl de regulador citrato/Tetrametilbenzidina (TMB, 3-3’-5-
5’'tetramethylbenzidine, 1mg/ml, Becton Dickinson). Para detener la reaccion se adicionaron 50 pl de H2SO4 2N y el
resultado se leyd en un lector de ELISA, a 450nm. Para determinar que la reaccién del anticuerpo secundario era
especifica en reconocer al anticuerpo primario y ademas que la sefial obtenida no sea provocada por unidn
inespecifica del anticuerpo secundario al antigeno viral, se realizaron controles en los cuales se utiliz6 solamente el
anticuerpo secundario sin anticuerpo primario ni muestra (pocillo sin activar). Otro control para determinar que la
reaccion del anticuerpo primario es especifica para el antigeno, consistié en el uso de los anticuerpos sobre una
placa de ELISA que no ha sido activada con el antigeno (sin antigeno) o usando los anticuerpos sobre una placa de
ELISA que poseia 50 ng de la proteina BSA o un virus diferente (hMPV). Los resultados muestran que los
anticuerpos monoclonales de la invencidon son capaces de reconocer 50 ng de antigeno purificado, de manera
especifica, ya que no reconocen la proteina BSA, ni proteinas de otro virus relacionado (Figura 1A y 1B). Por otro
lado se observé que el anticuerpo comercial RSVH102 (Figura 1C) utilizado en el ensayo como control, fue
especifico para la deteccion tanto del virus como de la proteina P de VRSh recombinante.

Ejemplo 5: Ensayo para determinar la sensibilidad de los anticuerpos monoclonales para la deteccion de
antigenos virales.

El ensayo se realiz6 para determinar la maxima dilucién de proteina y virus de los anticuerpos monoclonales anti-P
de VRSh provenientes de los hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1 son capaces de detectar mediante ELISA indirecto. Para
esto, se ocupd la misma técnica descrita en el ejemplo 4. Se activo la placa con 11 diluciones seriadas 1:2 de
proteina P de VRSh, partiendo con 50 ng de antigeno purificado. Respecto al virus, se activo la placa con diluciones
seriadas de 1:2, a partir de 1x10° ufp de virus. Los anticuerpos anti-P 2E6/D2 o 6H5/H1, se utilizaron en una
concentracion de 3,4 pug/ml (170 ng/pocillo), diluido en PBS/FBS 10%. Posteriormente se adiciond el anticuerpo de
deteccién anti-IgG de raton en una dilucién de 1:2.000 (25 ng/pocillo). Los resultados mostraron que el anticuerpo
anti-P 2E6/D2 es capaz de reconocer hasta 40 picogramos (pg) de la proteina P de VRSh. El anticuerpo anti-P del
hibridoma 6H5/H1 fue mas sensible y se detecté hasta la ultima dilucion de la proteina P del RSV con mayor
intensidad en la sefal capturada. (Figura 2A). El anticuerpo anti-P RSVH102, #AB94965 de Abcam, también fue
capaz de reconocer todas las diluciones de la proteina P de VRSh. pero con menor eficiencia que el anticuerpo anti-
P del hibridoma 6H5/H1.

En cuanto a la sensibilidad de los anticuerpos representada en su capacidad de detectar el VRSh en altas diluciones,
se pudo observar que los anticuerpos anti-P proveniente del hibridoma 2E6/D2 pueden detectar todas las diluciones
realizadas del virus, del mismo modo, el anticuerpo del hibridoma 6H5/H1, lo que seria equivalente a unas 390
particulas virales aproximadamente. Los anticuerpos monoclonales son mas eficientes que el anticuerpo comercial
anti-P de VRSh, el cual detecta hasta una dilucién 1:40 (Figura 2B).

Se incluyeron en todos los ensayos controles que permitieran descartar reacciones inespecificas de los anticuerpos,
los cuales contenian todos los componentes del ensayo, exceptuando la muestra (proteina P VRSh o virus).

Ejemplo 6: Ensayo para determinar la eficiencia de los anticuerpos monoclonales para detectar antigenos
virales.

El ensayo se realizd para determinar la maxima dilucién de los anticuerpos monoclonales anti-P de VRSh
provenientes de los hibridomas 2E6/D2 y 6H5H1, lo que permite la detecciéon del antigeno viral mediante ELISA.
Para esto, se ocupd la misma técnica de ELISA indirecto del ejemplo 6. Se activé la placa con 50 ng de antigeno
purificado y los anticuerpos anti-P 2E6/D2 o 6H5/H1 se utilizaron en diluciones 1:2, partiendo de la concentracion de
trabajo (3,4 ug/ml) hasta la dilucién 11 en PBS/FBS 10%. En la Figura 3 se observa que a todas las diluciones que
se utilizaron en el ensayo, los anticuerpos anti-P 2E6/D2 y 6H5/H1 son capaces de detectar la proteina P de VRSh.
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El anticuerpo anti-P RSVH102, numero catalogo #AB94965, de Abcam, también fue capaz de detectar en todas las
diluciones la proteina P de VRSh, pero fue menos eficiente que el anticuerpo anti-P 6H5/H1.

El control negativo incluido en este ensayo corresponde a un pocillo que no contiene muestra (proteina P), fue
bloqueado con PBS/FBS 10%, no se le adiciond anticuerpo primario (anti-P 2E6/D2 o anti-P 6H5/H1) y sdlo contiene
anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con HRP.

Ejemplo 7: Diagnéstico clinico de muestras de pacientes infectados con VRSh, utilizando anticuerpo
monoclonal anti-P VRSh mediante la técnica de ELISA en Sandwich.

Debido a que la disponibilidad y concentracién de las proteinas virales en muestras clinicas obtenidas de hisopados
nasofaringeos es baja, fue necesario modificar el método de deteccion y utilizar el método de ELISA en sandwich,
usando como anticuerpo de captura el anticuerpo anti-P proveniente del hibridoma 2E6/D2 o el anticuerpo anti-P de
VRSh RSVH102, numero catalogo #AB94965, de Abcam. Como anticuerpo de deteccion se usaron los anticuerpos
secretados por el clon anti-P 6H5/H1 o el clon anti-P 2E6/D2, conjugados con HRP. Para el ensayo se activaron
pocillos de una placa de ELISA con 3,4 ug/ml (170 ng /pocillo) del anticuerpo anti-P proveniente del hibridoma
2E6/D2 o el anticuerpo anti-P de VRS RSVH102, nimero catalogo #AB94965, de Abcam, diluido en PBS, durante 1
hora a 37°C. Se realizaron 2 lavados con PBS-Tween20 al 0,05% y posteriormente se bloqueé la placa con 200 uL
de PBS/FBS al 10% durante 2 horas a 37°C. Se lavé nuevamente y se incub6 toda la noche a 4°C cada pocillo con
50 uL de aspirados nasofaringeos de pacientes positivos para VRSh de acuerdo al método de diagnéstico “D? Ultra
DFA Respiratory Virus Screening and ID Kit de DHI (Diagnostics Hibryds) USA”, denominado de manera rutinaria
como “panel viral”’, y que fueron tratadas como se describe posteriormente*. Como controles se incluyeron: 1) control
de especificidad (50 puL de muestra de pacientes diagnosticados con hMPV mediante el panel viral), 2) control
positivo (50 ng de proteina P VRSh recombinante) y 3) Control negativo correspondiente a muestras de pacientes
sanos (negativos para virus mediante el panel viral). Al dia siguiente se realizaron los lavados y cada pocillo se
incubd por 1 hora a 25°C con 50 uL del anticuerpo anti-P proveniente del hibridoma 6H5/H1 o 2E6/D2 conjugado con
HRP. Se lavo la placa 2 veces mas y se reveld con 50 uL de soluciéon TMB, se incub6 de 10 a 15 minutos en
oscuridad. La reaccion se detuvo con 50 uL de H2SO4 2N. La lectura de la placa se realizé en un lector de ELISA
Epoch, certificado para diagnéstico clinico. Los resultados obtenidos para este ensayo se muestran en la Figura 6,
donde se puede observar que la técnica de ELISA en sandwich utilizando el anticuerpo proveniente del hibridoma
2E6/D2 como anticuerpo de captura, y el anticuerpo del hibridoma 6H5/H1-HRP como anticuerpo de deteccion,
permite detectar el antigeno en muestras de pacientes infectados con VRSh (Figura 6A), los cuales fueron
previamente confirmados por Inmunofluorescencia directa en un laboratorio clinico certificado, utilizando el panel
viral. El numero de pacientes incluidos en el ensayo fue de 20, de los cuales 17 fueron detectados como positivo por
ELISA con una densidad optica (OD) por encima de 0,1. Este ensayo demuestra también la versatilidad que
presentan los anticuerpos de los hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1, ya que son capaces de unirse simultdneamente al
antigeno sin competir ni interferir con cada uno, permitiendo la captura y posterior deteccion de la proteina P en las
muestras de pacientes. En la figura 6B se muestran los resultados obtenidos con el anticuerpo comercial de captura
y los dos clones anti-P 6H5/H1 y 2E6/D2 de anticuerpos de deteccion. Los resultados muestran que de un total de 5
pacientes positivos para VRSh, solo 1 fue detectado en ELISA en Sandwich, tanto para la combinacién del
anticuerpo anti-P de VRSh RSVH102, numero catélogo #AB94965, de Abcam de captura con el clon anti-P 6H5/H1 y
con el clon 2E6/D2. Estos resultados muestran la alta eficiencia del anticuerpos monoclonales de la invencién en la
deteccion del virus en muestras clinicas en comparacion al anticuerpo anti-P de VRSh RSVH102, nimero catalogo
#AB94965, de Abcam.

*: Tratamiento de muestras clinicas. Las muestras que se utilizaron para los ensayos fueron obtenidas a partir de
hisopados nasofaringeos contenidos en medio de transporte universal. Se centrifugaron las muestras a 2.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se separo el sobrenadante (SN1) de la pella; este ultimo fue incubado con
100 pL de Regulador RIPA (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% Deoxicolato de Sodio, 0,1%,
SDS en un coctel de inhibidores de proteasas) durante 15 minutos a 4°C, agitando por vortex cada 5 minutos. A
continuacién se centrifugé a 2.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Al finalizar se tomo6 el sobrenadante obtenido
(SN2) y se mezcld con el SN1.

Ejemplo 8: Ensayo de especificidad de los anticuerpos monoclonales anti-P VRSh para antigenos
purificados de VRSh, mediante el ensayo de Dot-Blot.

Este ensayo tiene como objetivo confirmar la especificidad por la proteina P de VRSh de los anticuerpos producidos
por los hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1, utilizando la metodologia de inmunoblot. La deteccidn del antigeno se llevé a
cabo mediante la técnica de dot-blot, donde una membrana de nitrocelulosa es utilizada como soporte sdlido para
inmovilizar el antigeno presente en una gota de suspension. Para ello, se deposit6 sobre la membrana de
nitrocelulosa 20 pl que contenian cada una: 1x108 ufp de hMPV, 1x108 ufp VRSh, proteina P de VRSh purificada
(1ug, 500 ng y 50 ng), 20 ng de extracto de células HEp-2 infectadas con VRSh y 20 pg de extracto de células HEp-
2 sin infectar. Como control negativo se aplicaron 500 ng de BSA, contenidos en 20 pl. Se permitié que las
soluciones aplicadas sobre la membrana secaran al aire por 15 minutos. Posteriormente, la membrana se bloqueé
con BSA al 5% en PBS conteniendo Tween-20 0,05%, por 1 h a 25° C. Las membranas fueron incubadas con 3,4
ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-P proveniente del hibridoma 2E6/D2 o del hibridoma 6H5/H1 en solucién de
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bloqueo por 1 h a 25° C. Luego se retird el exceso de anticuerpo no adherido al antigeno mediante tres lavados con
PBS-Tween-20 0,05% a 25° C. La deteccion de los anticuerpos unidos al antigeno se realizé mediante un anticuerpo
anti-lgG de ratén conjugado a HRP (Invitrogen, Life Technologies #62-6520). Este se incubé durante 1 h en solucién
de bloqueo a 25° C, para posteriormente eliminar el exceso de anticuerpo no unido mediante tres lavados con PBS-
Tween-20 0,05% a 25° C. La visualizacion de la unién de los anticuerpos monoclonales al antigeno se realiz
mediante la captura de la quimioluminiscencia producida por la catalisis de sustrato comercial “enhanced
chemiluminescence Western blot detection system” (ECL, Amersham, Uppsala, Suecia), mediado por la enzima HRP
unida al anticuerpo anti-lgG de raton. La captura de la quimioluminiscencia se realizé en el fotodocumentacion
MyECL (Thermo Fisher). Como se observa en la Figura 4, los anticuerpos proveniente de los hibridomas 2E6/D2 y
6H5/H1 solo se unen a los “dots” que contienen VRSh o proteina P, y no se unen de manera inespecifica a los “dots”
que contienen proteinas no relacionadas, otros virus o células no infectadas.

Ejemplo 9: Deteccion de infeccion por VRSh en células HEp-2 mediante Inmunoflourescencia, utilizando
anticuerpos monoclonales anti-P VRSh.

Este ensayo fue realizado para ampliar el espectro de técnicas que permiten detectar infecciéon por VRSh, utilizando
la invencion descrita. Se llevd a cabo un ensayo por microscopia de fluorescencia, donde células HEp-2 infectadas o
sin infectar con VRSh fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales anti-P de VRSh derivados de los
hibridomas 2E6/D2 o 6H5H1. El protocolo utilizado fue el siguiente: las células fueron fijadas con paraformaldehido
4% diluido en PBS, durante 10 minutos a 25° C. Luego, las células fueron lavadas con PBS y se permeabilizaron
con saponina 0,2% diluida en PBS/FBS 10% por 30 minutos a 25° C. Se adicionaron los anticuerpos monoclonales
derivados de los hibridomas 2E6/D2 o 6H5H1a una concentracion de 3,4 pg/ml, diluido en PBS/FBS 10% durante 1
hora a 25° C. Se realizaron posteriormente dos lavados con PBS y se adicioné el anticuerpo secundario anti-IgG de
raton conjugado al fluoréforo Alexa fluor 488 (Life Technologies), en diluciéon 1 en 200 en PBS/FBS 10% durante 1
hora a 25° C, en oscuridad. Se repitieron los lavados y se tifieron los nucleos con TOPRO-3 iodide 642/661
(Invitrogen, #T3605) a una dilucién 1:5.000 durante 15 minutos a 25° C, en oscuridad. Por ultimo se lavé con PBS y
se realizé el montaje de los cubreobjeto para su posterior observacion en un microscopio de epifluorescencia. Los
resultados obtenidos muestran que los anticuerpos constituyentes de la invencidén también son utiles para reconocer
especificamente células infectadas mediante inmunofluorescencia, sin unirse de manera inespecifica a células no
infectadas (Figura 5).

Los ejemplos descritos en esta memoria descriptiva demuestran la especificidad, eficiencia, sensibilidad y
versatilidad que tienen estos anticuerpos monoclonales anti-P de VRSh secretado por las lineas celulares de los
hibridomas 2E6/D2 y 6H5/H1. Los ejemplos aqui presentados constituyen una demostracion de algunos de los usos
de los anticuerpos monoclonales anti-P de VRSh.
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Ser

Thr

Thr

Asn

Ser
140

10

Gln

Cys

Lys

45

Gln

Lys

Ser

Tyr

Ala

125

Val

Ser

Lys

30

Gln

Gly

Tyr

Ser

Tyr

110

Lys

Tyr

Gly

15

Ala

Arg

Leu

Asp

Asn

95

Pro

Asn

Pro

Pro

Ser

Pro

Glu

Pro

80

Thr

Asp

Ser

Leu



10

Met Glu

Val Pro

Leu Ala

Val Ser

50

Gly
65

Gln
Gly Val
Leu Asn
Gln

Gln

Leu
130

His

Gly His
145

<210> 3
<211> 459
<212> ADN

Ser

Gly

Val

Thr

Pro

Pro

Ile

Thr

115

Arg

Pro

Asp Thr As

Ser Thr Gl

20

Ser Leu Gl

Ser Gly

Pro Arg

70

Ala Arg

85

His Pro

100

His Pro

Thr Leu

Val Le

15

Ser

<213> Secuencia Artificial

<220>

Tyr

Leu

Phe

val

Pro

Pro

p Thr Leu

y Asp Ile

y Gln Arg

40

Ser
55

Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Glu

Thr Gln

120

Ser Ile

135

u Gly Ile

0

ES 2786 637 T3

Leu
10

Leu Trp

val
25

Leu Thr

Ala Thr Ile

Met His Trp

vVal
75

Tyr Leu

Ser Gly Ser

90

Gln
105

Leu Ser

Pro Thr Cys

Thr Val Arg

<223> Sintético - Hibridoma 2E6/D2 - anti-P VH

<400> 3
atggaatgga
cctggggcett
atgcactggg
cagggcctgg
aagttccagg
ctcagcagcce
tccagagaca
gtctatcecce
<210> 4
<211> 456

gctgggtett
cagtgaagat
tgaaacagag
agtggcttgg
gcaaggccac
tgggtagtta
atgccaagaa

tggccectgg

cctettectg
gtcctgecaag
gcctggacaa
gaggattgat
tataacagca
tacctactat
ttccctatac

aagcttggga

atggcacagt
gcttcagget
ggccttgagt
cctgcgaatg
gacacatcct
ccagacagtg
ctgcaaatga

atcactagt

Val Leu

Gln Ser

30

Ser Tyr

45

Asn Gln

60

Ser Asn

Gly Thr
Leu

Ser

Ser
125

Asn

Ala
140

Ala

ctgggcctga
ataccttcac
ggatgaggca
gtaattctaa
ccaacacagc
tgaaggggcg

gcagtctgag

11

Leu

Pro

Arg

Gln

Leu

Asp

Thr

110

Ala

Ser

Leu
15

Trp

Ala Ser

Ala Ser

Lys Pro

Glu Ser

80

Phe
95

Thr

Ser Tyr

Ala Trp

Thr Cys

gctggtgagg
cagctcctgg
gaggcctgaa
atatgacccg
ctacctgcaa
attcaccatc

gtctccatcce

60

120

180

240

300

360

420

459



10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2786 637 T3

<223> Sintético - Hibridoma 2E6/D2 - anti-P VL

<400> 4
atggagtcag
actggtgaca
gccaccatct
caacagaaac
ggggtcectg
cctgtggagg
cctacctgea
gcttctactt
<210>5
<211> 154
<212> PRT

acacagacac
ttgtgctgac
catacagggc
caggacagcc
ccaggttcag
agcaactcag
actcagcagce

gcggacatcce

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

actcctgceta
acagtctcct
cagtgtcagt
acccagactc
tggcagtggg
cagcctgaca
ctggcatctg

agtaagcttg

tgggtactgce
gcttecttag
acatctggcet
ctcatctatc
tctgggacag
tcttaccage
aggacactgce

ggaatc

<223> Sintético - Hibridoma 6H5/H1 - anti-P VH

<400> 5

tgctctgggt
ctgtatctct
atagttatat
ttgtatccaa
acttcaccct
agacacatcc

cgtctattac

tccaggttecce
ggggcagagg
gcactggaac
cctagaatct
caacatccat

tccaacacag

tgtgcgageg

Met Glu Trp Ser Arg Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Leu Gly

1

5

10

15

Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Ser Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
25

20

30

Gly Lys Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Ser

12

60

120

180

240

300

360

420

456



Cys

val

65

Vval

Gly

Arg

Gly

Val
145

Thr

50

Ser

Ser

Met

Gln

Ala

130

Tyr

<210>6

<211>121

35

Ala

Leu

Thr

Ala

Thr

115

Ser

Ala

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Gly

Ser

Ser

100

Pro

Val

Leu

Gly

Gln

Gly

Gly

Glu

Val

Gly

Phe

Arg

70

Tyr

Phe

Lys

Thr

Pro
150

Asn

55

Ala

Ser

Thr

Gln

Vval

135

Trp

40

Ile

Thr

Tyr

Phe

Gln

120

Ser

Lys

ES 2786 637 T3

Thr

Ile

Met

Ser

105

Ser

Ala

Leu

Gln

Ser

His

His

Gly

Ala

Gly

<223> Sintético - Hibridoma 6H5/H1 - anti-P VL

<400> 6

Met
1

Pro

val

Ala

Ser

65

Leu

Glu

Ala

Leu

Thr

50

Tyr

Ile

Ser

Ser

Thr

35

Ile

Met

Tyr

Asp

Leu

20

Gln

Ser

His

Leu

Thr

Ala

Ser

Tyr

Trp

Val
85

Leu

Val

Pro

Arg

Asn

70

Ser

Leu

Ser

Ala

Ala

Gln

Asn

Thr

Leu

Ser

40

Ser

Gln

Leu

Gly

Gly

25

Leu

Lys

Lys

Glu

Asp

10

Gln

Ala

Ser

Pro

Ser
90

Ser

Tyr

75

Trp

Tyr

Pro

Lys

Ile

Arg

Val

Val

Gly

75

Gly

Pro

Arg

Asn

Ala

Glu

Thr
140

Val

Ala

Ser

Ser

Gln

val

13

45

Ala

Ala

Gln

Met

Leu

125

Thr

Leu

Thr

Leu

45

Thr

Pro

Pro

Ser

Ser

Gln

Ser

110

Val

Pro

Thr

Gly

30

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

Lys

Lys

95

Trp

Arg

Pro

Gln

15

Asp

Gln

Gly

Arg

Arg
95

Ala

Ser

Pro

Ala

Pro

Pro

Ser

Ile

Arg

Tyr

Leu

80

Glu
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Leu Thr Arg Ser Glu Gly Gly Pro Ser Trp Lys Tyr Ser Ser Ser Ile
105

100

Phe Pro Pro Ser Ser Lys Leu Gly Asn

115

<210>7
<211> 462
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

120

<223> Sintético - Hibridoma 6H5/H1 - anti-P VH

<400> 7
atggaatgga
gcgaatggta
acatcctcca
gcttecttag
gtcagtacat
ggattcactt
tctgggectg
acacccccac
<210> 8
<211> 363
<212> ADN

gcaggcagag
attctaaata
acacagccta
ctgtatctct
ctggctatag
tcagtcacta
agctggtgag

ccgtctatge

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gcctgaacag
tgacccgaag
ctcctgecaca
ggggcagagyg
ttatatgcac
tgccatgtcet
gcctgggget

ccttggeccee

ggcctggagt
ttccagggca
gcttetgget
gccaccatct
tggaaccaac
tgggctegee
tcagtggtca

tggaagcttg

<223> Sintético - Hibridoma 6H5/H1 - anti-P VL

<400> 8
atggagtcag
gctgtatctce
ttagctgtat
acatctgget
ctcatctatc
gaggggggac
aat
<210>9
<211> 33
<212> ADN

acacactgct
tggggcagag
ctctggggca
atagttatat
ttgtatccaa

caagctggaa

<213> Secuencia Artificial

gactggtgac
ggccactggt
gagggccacc
gcactggaac
cctagaatct

atattcatct

attgtgctga
gacattgtgce
atctcataca
caacagaaac
ggggtcccta

tccatcttcee

110

ggcttgggag
aggccactat
tcaacattac
catacagggc
agaaaccagg
agactccgga
ctgtctetge

g9

cacagtctcce
tgacacagtc
gggccagcaa
caggacagcc
ttagggagcet

caccatccag

14

gattgatcct
aacagcagac
acagtctcct
cagcaaaagt
aatggcctct
gaagcagcag

agccaaaaca

tgcttcectta
tcectgettece
aagtgtcagt
acccagactce
tacacgttcg

taagcttggg

60

120

180

240

300

360

420

462

60

120

180

240

300

360

363
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<220>

<223> Sintético — Nucleétidos de cebador MulgkVL5'-B
<400>9

gggaattcat ggagacagac acactcctgc tat 33
<210>10

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético - Nucleotides of primer MulgkVL5'-C
<400> 10

actagtcgac atggagwcag acacactsct gytatgggt 39
<210> 11

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético — Nucleotidos de cebador MulgVH5'-A
<400> 11

gggaattcat grasttskgg ytmarctkgr ttt 33

<210> 12

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético — Nucledtidos de cebador MulgVH5'-F
<400> 12

actagtcgac atgaacttyg ggytsagmtt grttt 35

15
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ES 2786 637 T3

REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo que se une a la proteina P del Virus Respiratorio Sincicial
humano (VRSh), en el que el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo comprende una region variable de la
cadena pesada que tiene la secuencia SEQ ID No:5 y una regién variable de la cadena liviana que tiene la
secuencia SEQ ID No:6.

2. Anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo, de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el anticuerpo o
fragmento ademas se encuentra unido a un marcador que permite su deteccién, seleccionado del grupo compuesto
por fluoréforos, biotina, radioisétopos, metales y enzimas.

3. Conjunto de secuencias nucleotidicas que codifican un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el conjunto de secuencias nucleotidicas comprende una secuencia de
nucleétidos que tiene la secuencia SEQ ID No:7, y su reverso complementario, que codifica la region variable de la
cadena pesada del anticuerpo, y comprende un nucleétido que tiene la secuencia SEQ ID No:8, y su reverso
complementario, que codifica la region variable de la cadena liviana del anticuerpo.

4. Un método in vitro y/o ex vivo de diagnoéstico de infeccion por VRSh en una muestra bioldgica, en el que el
método comprende poner en contacto la muestra biolégica con el anticuerpo monoclonal contra la proteina P de
VRSh o un fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 y detectar la unién del anticuerpo con el
antigeno.

5. Un método in vitro y/o ex vivo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la muestra bioldgica se
selecciona del grupo compuesto por células in vitro infectadas con VRSh, secreciones nasales, lavados nasales,
secreciones faringeas y/o lavados o secreciones bronquiales.

6. Un método in vitro y/o ex vivo de diagnostico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, en el que el
ensayo utilizado para la deteccion de la union del anticuerpo con el antigeno se selecciona de: ELISA,
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromatografia, citometria de flujo, clasificador celular,
inmunoprecipitaciéon y/o Western blot.

7. Un método in vitro y/o ex vivo de diagnéstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el
anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, se encuentra conjugado con un marcador
que permite su deteccion.

8. Un método in vitro y/o ex vivo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el anticuerpo se
encuentra unido a un marcador seleccionado del grupo compuesto por fluoréforos, biotina, radioisétopos, metales y
enzimas.

9. Un método in vitro y/o ex vivo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el anticuerpo se
encuentra adosado a un soporte sélido.

10. Un método in vitro y/o ex vivo de diagnéstico de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el soporte sélido es
una membrana formada por uno de los compuestos seleccionados del grupo compuesto por nitrocelulosa, celulosa,
polietileno y nylon.

11. Kit de diagnédstico para detectar VRSh, en el que el kit comprende al anticuerpo monoclonal contra VRSh de
acuerdo con la reivindicacion 1 o 2.

12. Kit de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el anticuerpo se encuentra adosado a un
soporte sélido.

13. Kit de diagnédstico de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el soporte sélido es una membrana formada por
uno de los compuestos seleccionados del grupo compuesto por nitrocelulosa, celulosa, polietileno y nylon.

14. Kit de diagnéstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el kit de diagnéstico

corresponde a una prueba inmunocromatografico, Luminex, citometria de flujo, inmunofluorescencia,
radioinmunoanalisis, Western blot, Dot plot, ELISA, inmunodifusiéon o inmunoprecipitacion, para detectar al VRSh.

16
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Figura 2
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Figura 3
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Figurab
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Figura 6
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