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@ Resumen:

Procedimiento de deteccién de neumolisina.
La detecciéon se lleva a cabo mediante un inmuno-
ensayo (tipo sandwich ELISA directo) en el que se
empKean parejas de anticuerpos monoclonales es-
ecificos para distintos epitopos de la neumolisina.
no de ellos se emplea como anticuerpo captura
y el otro como anticuerpo de revelado. La cap-
tura de neumolisina en muestras bioldgicas de pa-
cientes en diagnéstica de la presencia de neumoco-
cos como agentes responsables de la patologia ob-
servada. Se reivindica como de nueva y propia in-
vencién: La deteccion de neumolisina en muestras
bioldgicas y la aplicabilidad de anticuerpos monoclo-
nales especificos para la neumolisina en procedimien-
tos de diagndstico de infecciones neumocécicas.
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DESCRIPCION

Procedimiento de detecciéon de neumolisina.

La invencién se refiere a un procedimiento de
deteccion de la neumolisisna, el cual tiene particu-
lar aplicacion en el diagndstico de las infecciones
neumocacicas.

Estado de la técnica anterior
a) Introduccién

Es conocido que ciertas proteinas actian como
factores de virulencia y que juegan un papel en la
patogénesis de las infecciones neumocécicas. Una
de ellas es la neumolisina. La primera evidencia
de su implicacién patogénica fue la observacién de
que la inmunizacién experimental con ella propor-
cionaba prolongacién de la supervivencia frente
a la infeccién neumocdécica. Estas propiedades
protectoras determinan, por otra parte, que la
neumolisina sea objeto de investigaciéon para el
desarrollo de estrategias preventivas frente a la
infeccién neumocécica; mas en concreto, mutan-
tes atéxicos de la neumolisina -neumolisoides- en
combinacién con otros componentes proteicos del
neumococo, constituyen la base de ensayo de nue-
vas vacunas antineumocdcicas con potencial ma-
yor eficacia protectora que la actualmente dispo-
nible.

El diagnéstico de la infeccién neumocdcica
descansa principalmente en el aislamiento del
microorganismo causante (Streptococcus pneumo-
niae) a partir de los especimenes biolégicos. El
aislamiento microbiolégico del neumococo choca
con dos importantes limitaciones:

a) la propia autolisis del germen -espontdnea o
inducida por antibidticos- y

b) la ineludible lentitud operativa que conlleva su
crecimiento e identificacion in vitro: >48 horas.

Por otra parte, el diagnéstico serolégico es ne-
cesariamente lento ya que exige un intervalo de
tiempo suficiente para que se induzca una res-
puesta inmune y requiere pares de muestras de
suero espaciadas en el tiempo.

Con objeto de superar estos inconvenientes,
se han buscado otros métodos alternativos de
diagnostico, mas rapidos, sensibles y especificos.
Los métodos que potencial y mas ventajosamente
redinen esas condiciones son, hoy por hoy, los que
persiguen la rapida deteccién de componentes de
la bacteria en aquellos fluidos corporales y fo-
cos de infeccién en los que el neumococo se hace
patogénicamente presente. Estos métodos con-
sisten en inmunoensayos de variada naturaleza:
contrainmunoelectroforesis, aglutinacién y/o coa-
glutinacién, y ELISA. Esto ultimo es, con mu-
cho, el mds sensible. (Farrington, M. and Ru-
benstein, D. 1991. “Antigen detection in pneu-
mococcal pneumonia”. J. Infect.23: 109-116;
Holloway, Y., Snijder, J.A.M., and Boersma,
W.G.1993. “Demonstration of circulating pneu-
mococcal immunoglobulin G immune complexes
in patients with community-acquired pneumonia
by means of an enzyme-linked immunosorbent as-
say”. J. Clin.Microbiol. 31: 3247-3254)

Estado de la técnica en cuanto a procedi-
mientos de detecciéon de neumolisina

Un diagnéstico antigénico fiable y altamente
especifico del neumococo ha de estar basado en
un componente que:
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1) Esté presente en todas las cepas aisladas;

2) No exhiba diversidad y/o variabilidad an-
tigénicas; y

3) Presente epitopos exclusivos, no compartidos -
ausencia de reactividad(es) cruzada(s)- con com-
ponentes antigénicos de otras especies bacteria-
nas.

Los inmunoensayos arriba mencionados se
aplican a la identificacién de polisacaridos cap-
sulares o del polisacarido C de la pared celular,
ninguno de los cuales retine todos los criterios exi-
gidos.

Por el contrario, la neumolisina;

1) Es un componente comprobado de todos los
aislamientos estudiados de neumococo;

2) El gen que la codifica exhibe muy reducida
variabilidad de secuencia; y

3) Presenta epitopos propios, no compartidos con
otros miembros de la familia de toxinas bacte-
rianas con las que tiene una alta homologia de
secuencia génica y aminoacidica, como la estrep-
tolisina O.

La estreptolisina O, producida por Streptococ-
cus pyogenes, tiene cierta semejanza inmunolo-
gica con la neumolisina. Es también conocido que
el gen de la neumolisina comparte con el de la
proteina C reactiva humana dos cortas regiones
en su secuencia de bases.

El objeto de nuestra invencién es la de-
teccion de neumolisina especialmente en mues-
tras bioldgicas de pacientes, a fin de diagnosticar
la infeccion neumococica, mediante el empleo en
un enzimoinmunoensayo de anticuerpos monoclo-
nales especificos. Los anticuerpos empleados no
reconocen estreptolisina O o proteina C reactiva
humana en las condiciones protocolizadas de en-
sayo. Por todas las razones apuntadas, nuestro
método de diagnéstico goza de especificidad ab-
soluta. Ademads, es rdpido y muy sensible.
Explicacién de la invencién
a) Breve descripcion de la invencién

La invencién consiste en la deteccién de neu-
molisina a partir de muestras biolégicas.

Se han generado anticuerpos monoclonales
murinos especificos para distintos epitopos de la
neumolisina. Algunos de ellos han sido derivati-
zados en forma biotinilada.

En relacién al estado de la técnica anterior,
la aplicacién de la deteccion de neumolisina al
diagnédstico de enfermedades neumocdcicas, es
1) Muy rdpido, ya que puede ser desarrollado en
un plazo inferior a 7 horas;

2) Altamente especifico para el neumococo, de tal
manera que excluye cualquier posibilidad de con-
fusién con otros microorganismos; y

3) Muy sensible, ya que permite detectar neumo-
lisina en cantidades del orden del picogramo.
Descripcién detallada de la invencion

La presencia de neumolisina en los espe-
cimenes es puesta de manifiesto por medio de un
ensayo ELISA tipo sandwich, que comprende las
siguientes fases:

1. preparacién de placas de enzimoinmunoensayo
con el primer anticuerpo de captura,

2. aplicacién de las muestras biolégicas,

3. aplicacién del segundo anticuerpo biotinilado
de revelado, y

4. desarrollo de una reaccién cuantificable por
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colorimetria.
Ejemplo 1
1) Preparacién de las placas

Placas EIA (Costar) de poliestireno, de 96
pocillos con fondo plano, son recubiertas con
1 ug/100 pl-pocillo de una solucién del primer
anticuerpo de captura, en tampoén carbonato-
bicarbonato (0.05 M pH 9.6). Las placas se in-
cuban a 37 °C durante 6 horas.

Al cabo de este tiempo, se aspira el conte-
nido de los pocillos y se rellenan entonces con 200
pl de una solucién de seroalbtimina bovina (1 %
peso/volumen) en tampén fosfato 10 mM, con 0.1
% de azida sédica (solucién PBS-BSA-AS, pH fi-
nal 7.3).

Las placas se incuban a 37 °C durante 1 hora
y luego se refrigeran, a 4°C, durante, al menos,
12 horas.

2) Realizacién de la prueba

Una vez preparadas, las placas se lavan 3 ve-
ces con tampén fosfato adicionado con Tween
20 al 0.01 % (PBS-T). Se anhaden entonces 1 00
ul/pocillo de las muestras biol6gicas a ensayar y
se incuban a 37°C durante 2 horas.

Como antigeno control positivo, una serie de
pocillos es incubada con distintas concentraciones
de neumolisina recombinante; como control nega-
tivo, otra serie lo es con estreptolisina O. Una
tercera serie en la que no se deposita antigeno
alguno y que se rellena entonces con PBS-BSA-
AS, servira de blanco para la medicién final de la
densidad 6ptica.

Las placas se lavan otras tres veces.

Después, se anaden 100 ul/pocillo del segundo
anticuerpo monoclonal biotilinado en PBS-BSA-
AS. Las placas se incuban durante otras dos horas
a 37 °C.

Una vez lavadas las placas, los pocillos se relle-
nan entonces con 100 ul de ImmunoPure® strep-
tavidina conjugada con peroxidasa de rabano
(Pierce), dilucién 1:10.000 en PBS-BSA-T. Se in-
cuban a 37 °C durante dos horas.

Tras el correspondiente lavado, los pocillos se
incuban con 100 pl de solucién sustrato (OPD
(Sigma) y per6xido de hidrégeno en tampdn ci-
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trato fosfato pH 5.0), a 37 °C durante 30 minutos
en la oscuridad.

Finalmente, se mide la absorbancia 6ptica,
por pocillo, a 492 nm (620 nm de referencia), en
un lector de placas ELISA.

Se considera como test positivo el correspon-
diente a aquel pocillo cuya absorbancia sea, aal
menos, doble de la correspondiente a los pocillos
en %os que no se deposité antigeno alguno (blan-
coS).

Un modo de realizacién de la invenciéon

Aplicando en todo punto el protocolo indicado
en el punto anterior, se ensayaron las siguien-
tes concentraciones de neumolisina recombinante:
200, 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 ng/ml. La estrepto-
lisina O (Sigma, S 5265) y la proteina C reactiva
humana (ICN Biochemicals, Cat. No. 152315)
fueron ensayadas a 10 ug/ml.

El test no mostré reactividad alguna con 1
pg de estreptolisina O o proteina C reactiva hu-
mana. Por el contrario, cantidades <625 picogra-
mos (minima cantidad ensayada) de neumolisina
fueron claramente detectables.

La Figura 1 muestra la variacién de la absor-
bancia a 492 nm en funcién de la cantidad ensa-
yada de neumolisina por pocillo.

Los datos arriba mencionados estan referidos
a preparaciones purificadas de los antigenos im-
plicados. El test resulté también negativo cuando
se analizaron sobrenadantes de cultivos en fase es-
tacionaria (1012 CFU ml~!) de S. pyogenes; por
el contrario, los derivados de cultivos analogos de
S. pneumoniae (108CFU ml~!) fueron positivos.

Los resultados obtenidos indican que:

1) El test propuesto puede ser aplicado a la cap-
tura y detecciéon de neumolisina nativa en mues-
tras biolégicas de pacientes afectados por infec-
ciones neumocdcicas;

2) Es especifico, ya que excluye la posibilidad de
falsos positivos derivados, principalmente, de la
deteccion de estreptolisina O 6 proteina C reac-
tiva humana;

3) En consecuencia, la deteccién de neumolisina
en una muestra biolégica sena sefial inequivoca de
la presencia, actual o anterior, de
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccién de neumolisina
en muestras bioldgicas que comprende las siguien-
tes fases:

a/ preparacién de placas de enzimoinmunoen-
sayo con un anticuerpo monoclonal de captura
especifico para la neumolisina

b/ aplicacién de las muestras biolégicas a ensayar
¢/ aplicacién de un segundo anticuerpo monoclo-
nal biotinilado especifico para la neumolisina, y
d/ desarrollo de una reaccién cuantificable por
medio de la medida de la absorbancia éptica.

2. Procedimiento de deteccién de neumoli-

sina, consistente en la aplicacién de anticuerpos
monoclonales especificos para la neumolisina en
un inmunoensayo tipo sandwich ELISA directo,
caracterizado por:
a/ preparacién de placas de enzimoinmunoensayo
con 1 pg/pocillo de un anticuerpo monoclonal es-
pecifico para la nueumolisina, que actia como pri-
mer anticuerpo de captura, y
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b/ utilizacién de un segundo anticuerpo mono-
clonal especifico para la neumolisina -distinto del
de captura-, empleado en forma biotinilada como
anticuerpo de revelado.

3. Procedimiento de diagnéstico de infec-
ciones neumocdécicas a partir de la deteccién de
neumolisina en muestras bioldgicas, consistente
en la aplicacion de anticuerpos monoclonales es-
pecificos para la neumolisina en un inmunoen-
sayo tipo sandwich ELISA directo, caracteri-
zado por:

a/ preparacién de placas de enzimoinmunoensayo
con un anticuerpo monoclonal de captura, es-
pecifico para la neumolisina,

b/ aplicacién de las muestras biolégicas a ensayar,
¢/ empleo de un segundo anticuerpo, especifico
para la neumolisina y distinto del primero, en
forma biotinilada, como anticuerpo de revelado,

y

d/ desarrollo de una reaccién coloreada cuanti-
ficable a través de la medida de la absorbancia
Optica.
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Figura 1. Relaciédn entre absorbancia y cantidad detectable
de neumolisina

absorbancia a 492 nm

—— neumolisina — blancos
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