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DESCRIPCION

Reactivo de latex para la deteccién de anticuerpos frente a micoplasma pneumoniae.
Objeto de la invencién

Obtencién de un reactivo de aglutinacién-sedimentacién de particulas de latex para la deteccién y
titulacion de sueros que contienen anticuerpos frente a Mycoplasma pneumoniae. El reactivo comprende
particulas de poliestireno coloreadas y sensibilizadas con antigeno de Mycoplasma pneumoniae, capaces
de aglutinar de forma especifica en presencia de anticuerpos humanos frente a Mycoplasma pneumoniae,
y un medio de reaccidn que favorece el proceso de aglutinacién-sedimentacién de las particulas sensibili-
zadas. El reactivo permite indicar la positividad o negatividad de un suero asi como su titulacién.

Sector de la técnica

La invencion consistente en un test de aglutinacién-sedimentacion de particulas de latex coloreadas es
un método muy util para detectar la presencia de inmunoquimicos como los anticuerpos en una muestra
biolégica. Se enmarca dentro del drea de la biotecnologia, y presenta aplicacién directa en el inmuno-
diagnostico serologico.

Antecedentes

La interaccion antigeno-anticuerpo es la base de todos los métodos inmunolégicos. Proteinas especia-
les llamadas anticuerpos son producidas por los mamiferos como respuesta a la presencia de un cuerpo
extrano conocido como antigeno. Esta respuesta normal del cuerpo ante un agente patdgeno ha permitido
el desarrollo de numerosas técnicas que se usan para diagnosticar enfermedades. En algunos de estos tests
la presencia del antigeno sospechado se pone de manifiesto anadiendo a la muestra bioldgica el anticuerpo
complementario. Si el antigeno esta presente las reacciones antigeno-anticuerpo que se producen originan
un precipitado que generalmente es muy dificil de detectar visualmente debido a su pequeno tamano. Por
esta razon los antigenos o anticuerpos se unen a particulas de latex de forma que los precipitados o agre-
gados formados por las reacciones antigeno-anticuerpo entre distintas particulas de latex sean grandes y
se detecten visualmente con facilidad.

La aglutinacién de particulas de latex sensibilizadas constituye uno de los métodos de inmuno-
diagnostico mas simples y rapidos. En un inmunoensayo de este tipo, las particulas de latex en cuya
superficie se ha adsorbido un anticuerpo (o antigeno) se mezclan con la muestra a analizar y que contiene
el antigeno especifico correspondiente (o anticuerpo). La existencia de reacciones antigeno-anticuerpo
cruzadas entre particulas de latex conduce a la aglutinacién del coloide que se puede observar visual-
mente por el operador.

Los primeros inmunoensayos fueron realizados por Singer y Plotz! al detectar el factor reumatoide en
el suero humano mediante particulas poliméricas recubiertas de inmuno-gammaglobulina G (IgG).

En la actualidad esta técnica es ampliamente utilizada en quimica clinica habiéndose aplicado para la
deteccién de mas de 80 enfermedades infecciones, incluyendo el SIDA. De igual forma, existen reactivos
comerciales repartidos en disciplinas como son alergias, test de embarazo, deteccién de cancer, marca-
dores tumorales o hepaticos, pruebas tiroideas, identificacién y cuantificacién de numerosas sustancias
como las hormonas, etc.?

Mycoplasma pneumoniae es un patogeno respiratorio frecuente cuya infeccidén esta asociada a nume-
rosas enfermedades humanas tanto respiratorias (es el responsable del 20 % de las neumonias) como no
respiratorias (infecciones neurolégicas)3. Su diagnéstico anticipado es importante ya que la infeccién
suele combatirse bien mediante el uso de los antibiéticos apropiados. La infeccién es endémica pero cada
determinados afios suele aparecer alguna epidemia*. La infeccién suele proliferar ficilmente en institu-
ciones, donde la gente suele estar en contacto. Los grupos de personas con mayor riesgo de contraer la

infeccién suelen ser nifios con edad inferior a tres afios y adultos con edad superior a los 40 afos®.

El cultivo de Mycoplasma pneumoniae, aunque es un indicador sensible de la infeccién, es lento y
dificil por lo que su diagnéstico estd basado en métodos seroldgicos. Numerosos laboratorios utilizan
como técnica serologica de referencia para su diagndstico la fijacién de complemento, un método ca-
racterizado por sus importantes limitaciones en cuanto a sensibilidad y especificidad®—8. Asi pues en
la actualidad es necesario proponer otros métodos serolégicos que permitan detectar la enfermedad en
sus estados iniciales. De entre estos Métodos podemos encontrar la inmunofluoerescencia y las técnicas
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enziméaticas (EIA, ELISA), procedimientos que, aunque sensibles y especificos? 19, requieren de personal

altamente especializado y equipos costosos. Por estos motivos solamente laboratorios grandes pueden
realizar estos ensayos, no estando con frecuencia los resultados disponibles hasta transcurridos algunos
dias.

Otro método bastante méas barato, rutinario y que no necesita tecnologia especializada, consiste en
un test de aglutinacién de latex en tarjeta. Es un procedimiento muy simple pero se ve reducida la
sensibilidad y es dificil realizar una cuantificacién de anticuerpos o titulacién del suero'! 13, Ademas se
suele recomendar una confirmacién de los resultados por otras técnicas como fijacién de complemento o
ELISA. Si se pretende realizar una cuantificacién o titulacién del suero se pueden utilizar las técnicas de
microaglutinacién de particulas'3~16. Estos procedimientos son también sencillos de realizar y proporcio-
nan una sensibilidad y especificidad adecuadas. El proceso de aglutinacién-sedimentacién de particulas
de latex sensibilizadas con antigeno de Mycoplasma pneumoniae, se puede incluir dentro de este tipo de
técnicas.
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Explicacion de la invencion

La presente invencién consiste en un procedimiento (test de inmunodiagndstico) para detectar y
cuantificar anticuerpos especificos de Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras serolégicas huma-
nas, mediante la aglutinacidon-sedimentacién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico

de Mycoplasma pneumoniae. El test presenta dos componentes:

A) Particulas de létex sensibilizadas con antigeno de Mycoplasma pneumoniae y bloqueadas con
albimina de suero bovino.

B) Una solucién (Tampén de reaccién) que constituye el medio de la reaccién inmunoldgica.
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El proceso para producir el componente A consta de los siguientes pasos:

- obtencién del antigeno de naturaleza lipidica de Mycoplasma pneumoniae, a partir de un extracto
crudo de estos microorganismos,

- recubrimiento de particulas comerciales de latex de tamano entre 0,8-1,6 um con el antigeno lipidico
de Mycoplasma pneumoniae mediante un proceso de adsorcién fisica,

- una vez sensibilizadas con el antigeno, las particulas se someten a una etapa de bloqueo con albiimina
de suero bovino (BSA), proteina que también resulta adsorbida en la superficie polimérica de las particulas
de latex.

El componente B es una solucién de Glicina con NaCl (u otra sal de cationes monovalentes), Polieti-
len glicol (PEG 8000), BSA y NaN3. Es un medio de reaccién que favorece el proceso de aglutinacién-
sedimentacion de las particulas sensibilizadas

Una vez disponibles los componentes A y B el procedimiento para la deteccién de los anticuerpos es-
pecificos consiste en una inmunoreaccion, que se desarrolla en los pocillos de una placa de microtitulacién
mediante dilucién del suero en el tampdn que constituye el componente B hasta alcanzar una determi-
nada titulacién del suero y posterior adicién de las particulas de ldtex sensibilizadas, componente A. La
presencia en el suero de anticuerpos frente Mycoplasma pneumoniae se detecta mediante la aglutinacion
de las particulas de latex sensibilizadas. La ausencia de anticuerpos especificos se detecta mediante la
sedimentacion de éstas particulas.

Explicacion de las figuras
Fig. 1. Imagen de los pocillos de la placa de microtitulacién tras la inmunoreaccion.

Resultado positivo: Las particulas de latex aglutinan y una fina capa de particulas recubre la totalidad
del fondo de los pocillos.

Resultado negativo: Las particulas permanecen en suspensién y sedimentan de forma discreta apare-
ciendo un botén en el centro del fondo del pocillo.

Fig. 2. Imagen de la titulaciéon de un suero en la microplaca con pocillos.
Descripcion detallada de la invencién

El test de inmunodiagnéstico para la deteccién de anticuerpos frente a Mycoplasma pneumoniae en
sueros sanguineos humanos empleando la técnica de aglutinaciénsedimentacion de latex, objeto de la
presente invencién presenta dos componentes:

A) Particulas de létex sensibilizadas con antigeno de Mycoplasma pneumoniae y bloqueadas con
albimina de suero bovino.

B) Una solucién (Tampén de reaccién) que constituye el medio de la reaccién inmunoldgica.

El primer paso para producir el componente A consiste en la obtencién del antigeno de naturaleza
lipidica de Mycoplasma pneumoniae, para lo que se procede como se indica a continuacion:

140 volimenes de extracto crudo de Mycoplasma pneumoniae se llevan a un volumen mediante centri-
fugacién y redispersién. A un volumen de estos microorganismos se le adiciona 10 volimenes de metanol,
20 volimenes de cloroformo y 7,5 volimenes de una solucién 0,1 M de cloruro potasico. Seguidamente se
realizan tres ciclos de sonicacion y enfriamiento. El antigeno lipidico se encuentra en la fase del cloroformo
por lo que la misma es extraida para posteriormente realizar una evaporacién en corriente de nitrégeno.
El sedimento sélido es resuspendido en 10 volimenes de etanol, agitando hasta la completa redispersion
del mismo.

Las particulas comerciales de latex coloreadas que se utilizan presentan un didmetro homogéneo al-
rededor de 1,5 pm, aunque pueden usarse sistemas con tamano entre 0,8-1,6 um. FEstas particulas se
recubren con antigeno lipidico de Mycoplasma Pneumoniae mediante un proceso de adsorcién fisica. Una
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vez sensibilizadas con el antigeno, las particulas se someten a una etapa de bloqueo con albimina de
suero bovino (BSA), proteina que también resulta adsorbida en la superficie polimérica de las particulas
de latex. El procedimiento de obtencién de las particulas sensibilizadas, componente A, se desarrolla
segun las siguientes etapas:

1) Un volumen determinado de suspensién comercial de las particulas de latex se lava con 20 volimenes
de tampén fosfato salino (PBS) y se resuspende en este tampén a un 5% de contenido sélido.

2) La suspensién de létex se mezcla con la suspensién de antigeno lipidico a razén de tres volimenes
de latex al 5% con 1 volumen de antigeno y todo ello con 36 volimenes de PBS. El proceso de adsorcién
transcurre con agitacién por un periodo entre 4 y 12 horas a temperatura ambiente.

3) Finalizada la adsorcidn, las particulas de latex sensibilizadas se lavan dos veces con 20 volimenes
de tampén fosfato (PB).

4) Finalmente las particulas son redispersadas en 30 volimenes de una solucién 3 mM de dcido acético
a pH 5 que contiene un 0.05% de BSA. Esta etapa debe extenderse por un periodo de tiempo que oscile
entre 5 y 12 horas.

5) Finalmente las particulas sensibilizadas y bloqueadas se lavan dos veces con 20 volimenes de
tampén glicina (GB) a pH 8 y se resuspenden al 0.065% en GB, pH 8 y 0.2 mg/ml de NaNs.

El componente B es una solucién 0.1 M de Glicina a pH 8 que tenga una concentracién de NaCI (u
otra sal de cationes monovalentes) entre 300 y 450 mM, entre 1 y 1,5% de Polietilen glicol (PEG 8000),
entre 0,7y 1% de BSA, y 0,2 mg/ml de NaN3. Mediante el uso de este medio se favorece el acercamiento
entre particulas y la interacciéon inmunoldgica entre el antigeno inmovilizado en la superficie de éstas y los
correspondientes anticuerpos especificos que pudieran estar presentes en el suero humano que se estudia.
Adems3s, se minimiza a aparicién de interacciones inespecificas y se consigue una adecuada sedimentacién
de aquellas particulas sensibilizadas que no aglutinan debido a la ausencia de anticuerpos especificos en
los sueros testados.

Una vez disponibles los componentes A y B el procedimiento para la deteccién de anticuerpos es-
pecificos puede ser el siguiente:

La inmunoreaccion se desarrolla en una microplaca con pocillos en U o V. 5 ul de suero son diluidos
en 195 ul del tampoén que constituye el componente B. De esta solucion se realizan diluciones dobles en
serie hasta alcanzar una determinada titulacién del suero, por ejemplo desde 1/80 hasta 1/10250. Se
introducen en los pocillos de la placa 30 ul de cada una de estas diluciones. Después de anadir 30 ul
de la solucién de particulas sensibilizadas, componente A, se mezcla mediante agitacién a 300 r.p.m.
durante 2 minutos. La lectura del resultado se puede realizar transcurridas 12 horas. Si el suero contenia
anticuerpos especificos de Mycoplasma Pneumoniae, las particulas de latex aglutinan y una fina capa de
particulas recubre la totalidad del fondo de los pocillos, véase la figura 1. Sin embargo, si en el suero
hay ausencia de estos anticuerpos especificos, las particulas permanecen en suspensién y sedimentan de
forma discreta apareciendo un botén en el centro del fondo del pocillo, véase figura 1. La titulacién de un
suero se puede observar en la figura 2. Los sueros con titulos mayores o iguales a 1/160 son considerados
positivos.

A continuacién, con el fin de demostrar la utilidad del reactivo objeto de esta patente se va a pre-
sentar un estudio en el que un conjunto de sueros, tanto positivos como negativos frente a anticuerpos
de Mycoplasma pneumoniae, han sido evaluados con el reactivo de aglutinacionsedimentacién de latex.
Los resultados obtenidos han sido comparados con los obtenidos mediante la técnica de inmunofluores-
cencia indirecta. De esta forma se han podido calcular pardmetros que caracterizan el comportamiento
inmunoldgico de este reactivo de latex, tales como la sensibilidad, especificidad y eficiencia.

Con el fin de determinar la especificidad del reactivo de aglutinacion-sedimentacion de latex se utiliz6
un panel de 350 sueros procedentes de donantes de sangre. Todos ellos fueron evaluados como negativos
frente a anticuerpos de Mycoplasma pneumoniae mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI). Cinco
de estos sueros dieron un titulo de 1/160 mediante aglutinacién de ldtex mientras que el resto dieron
negativos. Asi pues, si se considera como verdaderos los resultados de IFI, la especificidad del reactivo de
aglutinac(iyc:)n—sedimentacién de latex para la detecciéon de anticuerpos frente a Mycoplasma pneumoniae
es del 98 %.
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Para determinar la sensibilidad del reactivo de aglutinacidén-sedimentacién de latex se empleé una
coleccién de 36 sueros provenientes de enfermos hospitalizados en diferentes centros. Los resultados ob-
tenidos utilizando aglutinacién de latex e IFI se muestra en la tabla 1. Cuatro muestras positivas por
IFI-IgG fueron negativas por aglutinacion de latex. Por tanto, asumiendo como verdaderos los resultados
de IFI, técnica que se considera de referencia para los test seroldgicos, la sensibilidad del reactivo de
aglutinacién-sedimentacién por latex es del 89 %.

La eficiencia es un valor combinado de especificidad y sensibilidad que indica el porcentaje de pa-
cientes correctamente clasificados. Asumiendo como verdaderos los resultados de IFI, la eficiencia del
reactivo de aglutinacién-sedimentacién de latex es del 97 %.

El estudio que se muestra en la tabla 1 confirma que el reactivo de latex es capaz de detectar anti-
cuerpos frente Mycoplasma pneumoniae de tipo IgG e IgM, aunque la sensibilidad del reactivo aumenta
si se consideran los resultados de IFI-IgM lo que implica una detecciéon preferente de IgM. La presencia
en un suero de este tipo de anticuerpo es indicativa de una infeccién reciente, por lo que su deteccién es
necesaria para asegurar el uso de una terapia antibidtica adecuada. Ademas, el test de aglutinacién de
latex presenta otra serie de ventajas frente a otros métodos convencionales. Es un test muy simple desde
un punto de vista técnico que puede desarrollarse sin la necesidad de equipos de laboratorio complejos.
Por otro lado, el test de aglutinacién-sedimentacién de latex ofrece reactivos muy econémicos y con una
elevada estabilidad que les permite mantener su inmunoreactividad después de 12 meses de almacena-
miento a 4°C.
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TABLA 1

Resultados de test seroldgicos para deteccion de anticuerpos M. pneumoniae.

N° Suero

B DD = = e m e e e e
—_— O O 0 d NN D WN m o O 01NN WN -

W LW W W LW W W NDNDNDNNDN
N b W= O N0 00NN B W

Titulo
Aglutinacién Latex

>10240
>10240
>10240
>10240
>10240
>10240
>10240
>10240
5120
5120
5120
2560
2560
1280
1280
1280
1280
640
640
640
640
640
320
320
320
160
160
160
160
160
160
160
<160
<160
<160
<160

Titulo
IFA-IgG

512
64
512
128
64
512
64
512
128
64
512
128
128
128
128
128
128
64
128
64
64
64
128
64
64
64
128
64
128
128
64
32
64
128
512
64

Resultado
IFA-IgM (1/12)

+
+/-
+/-

+
+/-
+/-

+
+-

+
+/~

+
+/-
+/-

+

+
+/-

+

+

+
+-
+/-

+
+/-

+
+/-
+/-
+-
+/-

+
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de My-
coplasma pneumoniae, caracterizado porque esencialmente comprende la utilizacién de particulas de
latex esféricas y monodispersas con un didmetro entre 0,8 y 1,6 um, preferiblemente de 1,5 pm, y de un
antigeno de Mycoplasma pneumoniae de naturaleza lipidica.

2. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Myco-
plasma pneumoniae segun reivindicacién 1, caracterizado porque esencialmente comprende los siguien-
tes pasos:

i) sensibilizacién de las particulas de ldtex con el antigeno lipidico de Mycoplasma pneumoniae, pre-
viamente obtenido de un extracto crudo de estos microorganismos, mediante el recubrimiento de
las particulas con el antigeno de naturaleza lipidica de Mycoplasma pneumoniae por un proceso de
adsorcion fisica,

ii) bloqueo de las particulas de ldtex, ya sensibilizadas, con albtimina de suero bovina (BSA) por un
proceso de adsorcién fisica en la superficie polimérica de las particulas de latex.

3. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Myco-
plasma pneumoniae segin reivindicacion 2, caracterizado porque la sensibilizacién de las particulas de
latex con el antigeno lipidico de Mycoplasma pneumoniae consta esencialmente de los siguientes pasos:

a) un volumen determinado de suspensién comercial de las particulas de ldtex se lava con tampén PBS
y se resuspende en el mismo,

b) la suspensién de ldtex se mezcla con la suspensién de antigeno lipidico y con tampén PBS, trans-
curriendo el proceso de adsorcién con agitacién a temperatura ambiente,

c¢) finalizada la adsorcién, las particulas de ldtex sensibilizadas se lavan con PB.

4. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Myco-
plasma pneumoniae segin reivindicacién 3, caracterizado porque en el paso a) se realiza un lavado de
un volumen determinado de suspensién comercial de las particulas de latex con 20 volumenes de PBS y
la resuspensién en este tampén se hace a una concentracién del 5% de contenido sélido.

5. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Myco-
plasma pneumoniae segin reivindicacién 3, caracterizado porque en el paso b) la suspensién de l4tex
se mezcla con la suspensién de antigeno lipidico a razén de tres voliimenes de latex al 5% con 1 volumen
de antigeno y todo ello con 36 volumenes de PBS, transcurriendo el proceso de adsorcién con agitacion
por un periodo entre 4 y 12 horas a temperatura ambiente.

6. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de My-
coplasma pneumoniae segin reivindicacién 3, caracterizado porque en el paso c) las particulas de ltex
sensibilizadas se lavan dos veces con 20 volimenes de PB.

7. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Myco-

plasma pneumoniae segin reivindicacion 2, caracterizado porque el bloqueo de las particulas de latex,
ya sensibilizadas, con albtimina de suero bovina (BSA) consta esencialmente de los siguientes pasos:

a) las particulas son redispersadas en una solucién de dcido acético que contiene BSA,

b) las particulas sensibilizadas y bloqueadas se lavan con GB y se resuspenden en GB y NaNjs.

8. Procedimiento de obtencién de particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de My-
coplasma pneumoniae segin reivindicacién 7, caracterizado porque en el paso b) las particulas sensibi-
lizadas y bloqueadas se lavan dos veces con 20 volimenes de GB a pH 8 y se resuspenden al 0.065% en
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GB, pH 8 y 0.2 mg/ml de NaNj.

9. Uso de las particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Mycoplasma pneumoniae
mediante el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para la puesta en practica de un
procedimiento (test de inmunodiagndstico) para la deteccién y cuantificacién de anticuerpos especificos
frente a Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras serologicas.

10. Tampdn de reaccidon caracterizado porque es una solucién de los siguientes componentes: Gli-
cina, NaCl u otra sal de cationes monovalentes, Polietilen glicol (PEG 8000), Albtimina de suero bovino
(BSA) y NaNs.

11. Tampén de reaccién segun reivindicaciéon 10, caracterizado porque dicha solucién contiene sus
componentes en las siguientes concentraciones: 0,1 M de Glicina, entre 300 y 450 mM (preferiblemente
350 mM) de NaCl, entre 1 y 1,5% (preferiblemente 1%) de PEG 8000, entre 0,7 y 1% (preferiblemente
1%) de BSA, y 0,2 mg/ml NaNs.

12. Tampdn de reaccién segtn reivindicaciones 10 6 11, caracterizado porque tiene un pH de 8.

13. Uso del tampdn de reaccién de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, para la puesta en practica
de un procedimiento (test de inmunodiagndstico) para detectar y cuantificar anticuerpos especificos frente
a Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras serologicas.

14. Procedimiento (test de inmunodiagndstico) para detectar y cuantificar anticuerpos especificos
frente a Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras serologicas, caracterizado porque esencial-
mente comprende el uso de las particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Mycoplasma
pneumoniae mediante el procedimiento de reivindicaciones 1 a 8 y/o del tampén de reaccién de reivindi-
caciones 10 a 12.

15. Procedimiento (test de inmunodiagndstico) para detectar y cuantificar anticuerpos especificos
frente a Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras serolégicas segun reivindicaciéon 14, caracte-
rizado porque se desarrolla mezclando la muestra de suero diluida en el tampoén de reaccién con las
particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Mycoplasma pneumonia.

16. Procedimiento (test de inmunodiagndstico) para detectar y cuantificar anticuerpos especificos
frente a Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras seroldgicas segiin reivindicaciones 14 o 15, ca-
racterizado porque la titulacién del suero se realiza mezclando la muestra de suero diluida en el tampén
de reaccién con las particulas de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Mycoplasma pneumonia,
en pocillos de una placa de microtitulacién.

17. Procedimiento (test de inmunodiagndstico) para detectar y cuantificar anticuerpos especificos
frente a Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras serolégicas segin cualquiera de las reivindicacio-
nes 14 a 16, caracterizado porque consiste en un proceso de aglutinacién-sedimentacién de las particulas
de latex sensibilizadas con un antigeno lipidico de Mycoplasma pneumoniae, en el que se produce la aglu-
tinacién especifica de las particulas de latex sensibilizadas en presencia de anticuerpos especificos frente
a Mycoplasma pneumoniae en el suero y la sedimentacién de estas particulas de latex sensibilizadas en
ausencia de dichos anticuerpos especificos en el suero.

18. Uso del procedimiento (test de inmunodiagndstico) para detectar y cuantificar anticuerpos es-
pecificos frente a Mycoplasma pneumoniae presentes en muestras seroldgicas, de cualquiera de las reivin-
dicaciones 14 a 17, para la puesta en préactica de un método de diagnéstico de enfermedades producidas
por Mycoplasma pneumoniae.
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