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57  Resumen:
Anticuerpo sérico IgM frente a fosfatidilcolina (IgM-
PC) para ser utilizado como biomarcador de la
esclerosis múltiple (EM) y de las diferentes fases de
esta enfermedad, en especial de las fases tempranas
CIS y EMRR, una vez constatado experimentalmente
mediante una técnica ELISA adaptada, un nivel
sorprendentemente alto de estos anticuerpos en las
correspondientes fases de la EM respecto a los
controles, que triplica el valor de cada grupo de
cohorte, y que duplica el nivel de anticuerpos IgM-LC
en suero de los mismos pacientes; y nueva técnica
ELISA semicuantitativa desarrollada para la detección
específica de dicho anticuerpo en muestras séricas de
pacientes potenciales de la EM, como método de
diagnóstico de alta sensibilidad y precisión.



  

 

  

 

 

 

DESCRIPCIÓN 
 

Anticuerpo sérico IgM-PC como biomarcador de la esclerosis múltiple, y nueva ELISA 

ultrasensible para el diagnóstico de esta enfermedad

 5 

El objeto de la presente invención abarca dos aspectos de especial relevancia en el 

diagnóstico diferencial de la esclerosis múltiple (EM): Por un lado, el anticuerpo sérico IgM 

frente a fosfatidilcolina (IgM-PC) para ser utilizado como biomarcador de la EM y de las 

diferentes fases de la enfermedad, en especial de las fases tempranas CIS y EMRR; y, por 

otro, la técnica ELISA semicuantitativa desarrollada para la detección específica de dicho 10 

anticuerpo en muestras séricas de pacientes potenciales de la EM, como método de 

diagnóstico de alta sensibilidad y precisión. 

 

Conocido de diversos estudios experimentales que los lípidos, como componente principal 

de la capa de la mielina de las fibras nerviosas, son el principal objetivo de la respuesta 15 

autoinmune en la EM, y teniendo en cuenta el papel sugerido por los datos manejados para 

los anticuerpos IgG e IgM frente a los lípidos como biomarcadores en la EM, y los estudios 

recientes que revelan que la producción intratecal de IgG e IgM frente a lactosilceramida 

(LC) y fosfatidilcolina (PC) está estrechamente relacionada con la neurodegeneración 

característica de la EM, se ha realizado la cuantificación de anticuerpos IgG e IgM frente a 20 

dichos fosfolípidos en muestras de suero por una técnica ELISA adaptada, de alta 

sensibilidad, obteniéndose como resultado un nivel sorprendentemente alto de los 

anticuerpos séricos IgM-PC en pacientes con EM, que revelan además una asociación con 

los estadios CIS, RR, SP y PP de la enfermedad, especialmente para los dos primeros, sin 

detectar diferencias relevantes para el otro anticuerpo propuesto. 25 

 

A partir de esta capacidad del anticuerpo sérico IgM-PC como biomarcador de la EM, se ha 

estandarizado la técnica ELISA aplicada para la detección de IgM-PC en muestras séricas 

de pacientes susceptibles de EM, con la sensibilidad y precisión demostrada, según una 

serie de etapas que incluyen parámetros y recursos de procedimiento que solventan los 30 

problemas inherentes a las técnicas inmunoquímicas de detección de anticuerpos en 

muestras de suero de pacientes con enfermedades autoinmunes, y que la convierten en un 

método de diagnóstico de la EM y subtipos de alta fiabilidad. 

 

Por tanto, se tiene a disposición de la industria farmacéutica y hospitalaria, y de la 35 

comunidad científica en general, la IgM-PC como nuevo biomarcador sérico de la EM y 
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subtipos, y un nuevo método de diagnóstico de esta enfermedad tipo ELISA semicuantitativo 

para la detección de anticuerpos IgM-PC en sangre, de alta sensibilidad y precisión. 

 

CAMPO DE APLICACIÓN.- 

 5 

La presente invención puede encuadrarse en dos campos de investigación aplicada 

relacionados, según la perspectiva de la misma: Por un lado, dentro de la bioquímica, el de 

la identificación de anticuerpos séricos frente a lípidos en la esclerosis múltiple (EM) como 

potenciales biomarcadores para el diagnóstico de esta patología; y por otro, dentro de los 

ensayos inmunológicos, con sus materiales y métodos, el de las técnicas de 10 

enzimoinmunoanálisis tipo ELISA para la detección de anticuerpos frente a enfermedades 

autoinmunes, como técnicas de diagnóstico mejoradas de estas enfermedades. 

 

ESTADO DE LA TECNICA.- 

 15 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad inflamatoria desmielinizante y 

neurodegenerativa  del sistema nervioso central (SNC) que se inicia en la mayoría de los 

casos en la tercera y cuarta década de la vida, y por lo tanto supone un gran coste 

socioeconómico. Estos pacientes tienen un curso en brotes en la fase recurrente remitente 

(EMRR), que causan alteraciones motoras y sensoriales, pero al cabo de un periodo variable 20 

desarrollan la forma secundaria progresiva (EMSP) en la que la evolución es continua. 

Aproximadamente el 50% de los pacientes tarda mucho tiempo en desarrollar esta forma de la 

enfermedad pero el resto necesitarán una silla de ruedas tras 15 años de evolución. Un grupo 

minoritario de pacientes desarrolla la enfermedad en la sexta o séptima década de la vida y la 

progresión es continua desde el inicio, pero esta forma de la enfermedad, primaria progresiva 25 

(EMPP), se cree que en realidad es otra patología (Ref. bibliográfica 1). 

 

No se conoce la etiología de la enfermedad aunque la teoría más aceptada es que se trata de 

una enfermedad autoinmune en la que los linfocitos B tendrían un papel principal (2-5). 

Estudios histológicos realizados por el grupo de investigación y otros han demostrado la 30 

presencia de anticuerpos de clase IgG y de IgM en las lesiones alrededor de axones y de los 

oligodendrocitos que se asocian a factores de activación de complemento y macrófagos 

activados (6-8). 

 

En este sentido, diversos ensayos clínicos en los que se ha ensayado tratamientos anti 35 

linfocitos B, como anticuerpos monoclonales anti-CD20 (rituximab, ocrelizumab, and 

ofatumumab), anti-CD19 (inebilizumab), y bloqueantes de la vía BAFF/APRIL (atacicept, 
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belimumab, and LY2127399) han demostrado una gran eficacia (3, 5, 9, 10), lo que destaca 

la relevancia de las células B en la EM. 

Tampoco existe hasta la fecha una prueba diagnóstica específica de la enfermedad, que se 

diagnostica en base a la caracterización de signos y síntomas clínicos compatibles con 

alteraciones de la sustancia blanca separados en tiempo y espacio junto los datos obtenidos 5 

con pruebas complementarias como la resonancia magnética nuclear (RMN) y la detección 

de síntesis intratecal de IgG (SlIgG). 

 

Los criterios diagnósticos basados en la resonancia magnética (11) han sido revisados a lo 

largo de estos últimos años (12) y se ha demostrado que tienen una sensibilidad del 80% y 10 

una especificidad del 70% (13), de modo que hay que aplicarlos con prudencia para evitar 

falsos diagnósticos (14). Para obtener esta sensibilidad además es necesario la inyección 

por vía intravenosa de gadolinio y, no menos importante, es una técnica cara, lo que 

contribuye al gran gasto socioeconómico que supone la EM (Fernández O. et al. 2017). 

 15 

La técnica más sensible para analizar la presencia de SlIgG es la detección de bandas 

oligoclonales de IgG en líquido cefalorrquídeo (LCR) (15), basada en la realización de un 

isoelectroenfoque para separar las inmunoglobulinas presentes en muestras pareadas de 

suero y LCR y posteriormente un western blot, lo que es complejo y requiere de personal 

muy especializado para su interpretación. Por ello es difícilmente estandarizable y existe 20 

mucha variabilidad en la sensibilidad lograda entre laboratorios, variando entre el 91% a 

solamente el 69% (16). Además para el desarrollo de esta técnica se precisa de la 

realización de una punción lumbar para la obtención de la muestra de LCR, lo que conlleva 

una gran logística (médicos especialistas, sala de punción, material de punción…) y puede 

provocar al paciente intensas cefaleas e incluso daño neurológico y por ello no se realiza en 25 

países como EE.UU. 

 

Debido a todas esta problemática se han intentado numerosos estudios en suero para 

detectar anticuerpos frente a proteínas del SNC. Por ejemplo, el documento de patente con 

número de publicación US2005064516-A1 hace referencia a diversas moléculas utilizadas 30 

como marcadores de la esclerosis múltiple, entre las que se encuentra la cadena µ de la 

IgM, y en la reivindicación 3, se indica que la proteína puede aislarse de suero sanguíneo. 

Además, los análisis de los linfocitos B han demostrado que una relación entre los linfocitos 

B de sangre y en el sistema nervioso central (17-21). De hecho, anticuerpos aislados del 

suero de estos pacientes causan daño en los oligodendrocitos y mielina (22). 35 
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Se han detectado anticuerpos alrededor de la mielina, los oligodendrocitos y los axones, 

pero la contribución relativa de las células B en sangre y en el SNC a la producción de estos 

anticuerpos aún no está clara (23). Sin embargo, es conocido que uno de los distintivos de 

la EM es la presencia de síntesis intratecal de IgG en más del 90% de los pacientes (24). De 

hecho, la relevancia de las bandas oligoclonales (OCB) se ha reforzado en los criterios 5 

diagnósticos recientes de la EM (25). La alta prevalencia de anticuerpos y OCB en el SNC 

de pacientes con EM ha motivado múltiples estudios para identificar antígenos dirigidos por 

la respuesta de anticuerpos en la EM, los cuales han concluido con que los lípidos, como 

componentes principales de la capa de mielina de las fibras nerviosas, son el principal 

objetivo de la respuesta autoinmune en la EM (26). 10 

 

Se han detectado anticuerpos en suero frente a gangliosidos y cerebrósidos, componentes 

fundamentales de los axones y mielina (27,28). Los datos se indizan en el trabajo de Antel J, 

Bar-Or A. (27), y muestran que los anticuerpos frente a gangliósidos en suero se han 

detectado entre el 50% y 13% de los pacientes con EM analizados y en casi un 40% de 15 

pacientes con otras autoinmunes. 

 

Las últimas técnicas de microarrays han confirmado que existe un aumento de los niveles de 

anticuerpos frente a lípidos en el suero de estos pacientes, que también se asocian con 

distintos tipos de la enfermedad (29). El análisis de muestras de líquido cefalorraquídeo 20 

(LCR) mediante estas técnicas arrays detectó anticuerpos frente a los lípidos en el LCR de 

pacientes con EM (30, 31). De hecho, los anticuerpos IgG contra sulfatidos, gangliósido 

GM4 y galactocerebrosida se han detectado en múltiples estudios (32-35) y se ha 

demostrado que empeoran la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), un modelo 

experimental de EM (30). Asimismo cabe destacar que la detección de IgM en el LCR frente 25 

a fosfatidilcolina (PC) se asocia a un curso de enfermedad más grave en la EM (32, 33, 36-

38), y los anticuerpos IgG contra la lactosilceramida (LC) en suero también se asocian con 

daño al tejido cerebral en pacientes con EM (39).  

 

Por estos motivos, la producción intratecal de anticuerpos IgM y IgG frente a fosfatidilcolina 30 

(PC) y la lactosilceramida (LC) se ha relacionado recientemente con la actividad de la 

enfermedad y la neurodegeneración, lo cual sugiere un papel potencial para dichos 

anticuerpos frente a los correspondientes lípidos como biomarcadores en la EM. 

 

En vista de ello, el trabajo que ha dado lugar a la presente invención ha tenido como primer 35 

objetivo la detección y cuantificación de anticuerpos IgG e IgM frente a LC y PC en muestras 

de suero de pacientes con EM, para lo cual ha sido necesario recurrir a una técnica ELISA 
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mejorada, de alta sensibilidad, que resuelva los problemas asociados al manejo de lípidos y 

a la baja afinidad y concentración de dichos anticuerpos en sangre, puestos de manifiesto 

por ejemplo en estudios como el de Jurewicz et al. (40), en los que se ha visto mediante 

ELISA aumento de anticuerpos de clase IgM frente a colesterol, pero sin que se llegue a 

demostrar su papel como biomarcador diagnóstico, tal y como se señala el en el apartado 5 

forma de realización en la comparativa de resultados con los de la técnica mejorada 

(Figuras 1 y 2). 

 

Otro antecedente destacable es el del trabajo de Carlos J. Bidot et al. (41), en el que se 

aplica la técnica ELISA en la detección de anticuerpos IgM e IgG en pacientes en diferentes 10 

estadios de EM usando un panel de varios antígenos fosfolípidos, entre ellas fosfatidilcolina 

(PC), si bien IgM-PC no aparece como marcador fosfolípido único, sino como marcador a 

seleccionar entre un conjunto de seis dianas, y al igual que ocurre con el caso anterior, la 

técnica no permite obtener resultados demostrativos de una capacidad de biomarcador 

diagnóstico, ni para ese ni para los otros posible marcadores; el trabajo tiene más bien como 15 

objetivo valorar las características de neuroimagen en pacientes de MS con anticuerpos 

antifosfolípidos en plasma. 

 

En cambio, con la nueva ELISA adaptada se ha constatado, según los resultados 

experimentales que se exponen a continuación dentro del compendio de la invención, que 20 

los anticuerpos IgM séricos frente a PC (IgM-PC) están sorprendentemente elevados en 

pacientes con EM, y que existe además una asociación con el estadio de la enfermedad: los 

pacientes con CIS y RRMS exhiben niveles más altos de IgM-PC que SPMS, PPMS y 

BENMS, sin que, por el contrario, se hayan detectado diferencias significativas en los 

anticuerpos IgG séricos frente a PC (IgG-PC), ni IgM o IgG frente a LC (IgM-LC e IgG-LC, 25 

respectivamente) entre los pacientes con EM y los controles, lo cual revela a los anticuerpos 

séricos IgM-PC como biomarcadores diagnósticos de la esclerosis múltiple y de las 

diferentes fases de esta patología. 

 

Comparando la técnica ELISA ultrasensible desarrollada para el indicado objetivo con 30 

trabajos anteriores, cabe destacar las siguientes diferencias que han posibilitado el haber 

seleccionado con éxito a IgM-PC sérico como biomarcador diagnóstico de la EM: 

 

1º Especificidad en su aplicación: A diferencia de anteriores aplicaciones de ELISA dirigidas 

al análisis de diferentes antígenos (ganglíosidos, cerebrósidos, lactosilceramida, colesterol), 35 

con la ELISA implementada se ha analizado por primera vez la presencia en suero de 

anticuerpos IgM frente a fosfatidilcolina. 

P202030053
23-01-2020ES 2 768 783 A1

 

6



  

 

  

 

 

 

2º Alta sensibilidad: En el referido trabajo de Jurewicz et al., por ejemplo, se tienen que 

aislar los anticuerpos, y aun así se puede observar que las lecturas obtenidas no llegan a 

0.15 O.D., cuando con el nuevo procedimiento se tienen lecturas de hasta 0.8, que están en 

el límite alto de la técnica ELISA, lo que indica una capacidad de detección de cantidades 

muy bajas de anticuerpos frente a lípidos. 5 

 

3º Alta precisión en el diagnóstico de la EM: La sensibilidad obtenida en los estudios 

realizados previamente no alcanza el 50%, mientras que ahora, después de analizar más de 

350 sueros de pacientes se ha podido comprobar que aproximadamente el 90% de los 

pacientes en primer brote o con la forma secundaria progresiva de la enfermedad presentan 10 

anticuerpos IgM frente a PC en suero, lo que supone el biomarcador más preciso descrito 

hasta la fecha para el diagnóstico de la EM. 

 

Esto ha sido posible porque se han superado los principales impedimentos que hasta ahora 

han hecho difícil la estandarización y la interpretación de las ELISAS similares existentes, 15 

como son: la defectuosa pegada del lípido a la placa, que se ha solucionado ajustando 

concentración y solvente; el bloqueo, evitado utilizando una solución que no se une a los 

lípidos, a diferencia de las usadas clásicamente; el riesgo de solobilización de los lípidos, 

minimizado mediante lavando en frio; o la baja afinidad y concentración de anticuerpos en 

sangre, corregida mediante una amplificación de la señal usando un sistema biotina-20 

streptavidina y TMBone como sustrato, todo ello para dar lugar a la nueva técnica 

semicuantitativa en trece pasos, específica para el marcador propuesto, que se explica en el 

siguiente apartado en detalle. 

 

Sobre inmunoensayos tipo ELISA son conocidos diversos documentos de patentes que, 25 

como es previsible, aplican alguna de las etapas del método propuesto para la detección de 

otras moléculas, en algún caso similares (IgG, Igs en general), aunque no se tiene 

constancia de ninguno aplicado específicamente a la IgM-PC. Entre estas patentes son 

reseñables la norteamericana US2007020691-A1, que describe un método de diagnóstico 

de MS o una enfermedad desmielinizante, que utiliza, entre otras posibilidades, una técnica 30 

ELISA para lípidos, recubriendo placas de inmunoensayo con gangliósidos y cardiolipina, 

bloqueando con diluyente de ensayo y detectando el anticuerpo (IgG) conjugado con HRP; y 

la patente japonesa JPH06148193A, referida a un vehículo para unir un anticuerpo anti-

fosfolípido, usado para diagnóstico de enfermedades autoinmunitarias, así como un método 

de inmunoensayo que usa dicho vehículo, método que presenta algunas partes similares al 35 

desarrollado, aunque no sea para IgM, como la utilización de metanol y evaporación para 

ligar el anticuerpo a la placa. 
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Sin embargo, no se conoce ningún procedimiento inmunoquímico que combine todas las 

etapas de la secuencia que se propone de invención, ni que aplique  todos los recursos y 

condiciones específicas en que se realiza, que influyen en la alta selectividad y precisión 

conseguida, y que posibilitan su estandarización. 

 5 

COMPENDIO DE LA INVENCION.- 

 

A la vista del estado de la técnica anterior, la determinación de los niveles de IgM frente a 

fosfatidilcolina (IgM-PC) y frente lactosilceramida (IgM-LC) mediante el nuevo ELISA 

semicuantitativo implementado en muestras de suero de pacientes con esclerosis múltiple 10 

(EM) y en controles en cohortes de EE.UU y España, con los resultados reflejados en los 

gráficos de las Figuras 1 y 3, convierten al anticuerpo sérico IgM-PC en biomarcador para la 

EM, y como tal se reivindica de invención, ya que se consigue un incremento en el nivel de 

anticuerpos IgM-PC en suero de pacientes con esta enfermedad de hasta 0.8 de O.D 

(Densidad Óptica media), con índices de reactividad P=0.004 y P=0.0004 respecto a los 15 

controles, que triplica el valor de cada grupo de cohorte (figura 1), y que duplica el nivel de 

anticuerpos IgM-LC en suero de los mismos pacientes (figura 2), lo que supone un 

impresionante aumento de los anticuerpos séricos IgM-PC detectados en pacientes con EM. 

 

Asimismo, la detección de diferentes niveles en suero de IgM-PC en pacientes con síndrome 20 

clínico aislado (CIS), esclerosis múltiple remitente recurrente (EMRR), secundaria progresiva 

(EMSP), primaria progresiva (EMPP) y benigna (BEN), en comparación con los controles, 

según los resultados reflejados en la Figura 3, confieren al anticuerpo sérico IgM-PC la 

capacidad de asociarse con el curso y subtipo de la EM, y le convierten en biomarcador de 

las diferentes fases de la enfermedad, lo cual supone también una novedad destacable. En 25 

concreto, tras el ensayo ELISA semicuantitativo realizado se obtienen aumentos en el nivel 

de anticuerpos IgM-PC en sueros de pacientes CIS, EMRR, EMSP y EMPP primaria, en 

torno a 0.3, 0.25, 0.2 y 0.15 respectivamente, frente a un aumento de este anticuerpo en 

torno a 0.05 para el grupo de cohorte (gráfico de la Figura 4), traducidos en un porcentaje 

de sueros positivos de 88.2%, 88.7%, 58.0% y 59.5% respectivamente, frente a un 25.0% 30 

para el grupo de cohorte. 

 

Los niveles más elevados de anticuerpos IgM-PC en el suero de pacientes durante la fase 

CIS y EMRR de la enfermedad implican que el suero IgM-PC sea un biomarcador idóneo 

para el diagnóstico temprano de la EM. 35 
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Todo lo cual justifica el uso de la IgM-PC sérica como biomarcador para la EM, solo o en 

combinación con otros agentes, en la preparación de composiciones y sistemas de 

detección comerciales para el diagnóstico diferencial mediante técnicas inmunoquímicas de 

esta enfermedad y de sus diferentes estadios, de síndrome clínico aislado (CIS), esclerosis 

múltiple remitente recurrente (EMRR), secundaria progresiva (EMSP), primaria progresiva 5 

(EMPP) y benigna (BEN), particularmente importante para las fases tempranas de CIS y 

EMRR, y no solo por el método ELISA ultrasensible adaptado para la detección específica 

de dicho anticuerpo, sino por cualquier otra técnica inmunoquímica que en el futuro pueda 

desarrollarse con éxito para tal fin. 

 10 

En este sentido, la técnica ELISA semicuantitativa desarrollada para la detección específica 

del anticuerpo IgM-PC en muestras séricas de pacientes potenciales de EM resulta idónea 

como método de diagnóstico de la enfermedad, por su comentada alta sensibilidad y 

precisión frente a las ELISAS similares existentes, por lo que también es reivindica de 

invención. 15 

 

Esto ha sido posible porque se han solventado los problemas inherentes a este tipo de 

analítica, de la siguiente manera:  

 

Baja solubilidad de los lípidos en solventes acuosos y dificultad de pegada a la placa de 20 

ELISA: 

 

· Se usa como diluyente de los lípidos ensayados metanol. 

 

Baja unión de los lípidos a la placa microtiter de ELISA: 25 

 

· Se usan placas Greiner high-binding que tienen una alta capacidad de unir diferentes 

moléculas. 

 

· Se incuban las placas durante toda la noche a 4º hasta la completa evaporación del 30 

metanol para permitir la pegada del lípido a la placa microtiter). 

 

· Para evitar que el lípido se despegue de la placa se usa como solución de lavado 

PBS (solución salina fisiológica tamponada con fosfato pH 7,2 a 4º C. 

 35 

Las soluciones de bloqueo clásicas se unen a los lípidos y con ello impiden la unión de los 

anticuerpos específicos de estos antígenos presentes en las muestras analizadas: 
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· La albúmina y otras proteínas similares se usan para bloquear los sitios que quedan 

libres en la placa microtiter tras la pegada del lípido y así evitar la pegada 

inespecífica de los anticuerpos presentes en suero a la placa, y con ello lecturas 

erróneas. 

 5 

· Estas proteínas que se usan clásicamente en la técnica de ELISA son 

transportadores de lípidos, y por ello se unen a los lípidos que se han pegado con 

anterioridad a la placa microtiter, impidiendo que los anticuerpos frente a lípidos 

presentes en el suero se puedan unir a ellos. 

 10 

· Para evitar este bloqueo de la unión antígeno-anticuerpo se utiliza una solución de 

bloqueo que no se une a los lípidos: SuperBlock™ (PBS) Blocking Buffer (Thermo 

Fisher Scientific). 

 

Baja afinidad de los anticuerpos frente a los antígenos lipídicos y baja concentración en 15 

suero de los mismos: 

 

· Se emplea un sistema de amplificación de la señal basado en el uso de un 

anticuerpo secundario anti IgM Humano, anti human IgM biotinilado (Jackson 

ImmunoResearch), seguido de streptavidina-peroxidasa, y en el uso como sustrato 20 

de 1-Step™ Ultra TMB-ELISA Substrate Solution (Thermo Scientific™), que es el de 

mayor sensibilidad existente hasta la fecha. La biotina une unas 12 streptavidinas y 

por lo tanto cada anticuerpo IgM de suero que se una al lípido fijará 12 peroxidasas, 

que oxidan su substrato y así se obtiene la señal amplificada. 

 25 

La nueva técnica ELISA ultrasensible diseñada para la detección específica de anticuerpos 

séricos IgM-PC consta de las siguientes etapas que incluyen los parámetros y recursos de 

procedimiento indicados: 

 

1) Añadir fosfatidilcolina (Merck) 1 μg/pocillo diluida en 100 microlitros de metanol como 30 

diluyente en placas microtiter Greiner High-Binding (Greiner), de lata capacidad de 

unión molecular: 

 

2) Incubar las placas durante toda la noche a 4º C hasta la completa evaporación del 

metanol para asegurar la pegada del lípido a la placa; 35 
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3) Lavar 5 veces con 250 μl/pocillo de suero fisiológico tamponado con fosfato pH=7,2 a 

4ºC, con lo que evita que el lípido se despegue de la placa; 

 

4) Añadir 200 μl de la solución de SuperBlock™ (PBS) Blocking Buffer ThermoFisher) 

(BF), como solución especifica de bloqueo, e incubar 2 horas. 5 

 

5) Repetir etapa 3. 

 

6) Añadir las muestras a dilución 1/100 en BF e incubar 2 horas a temperatura 

ambiente. 10 

 

7) Repetir etapa 3. 

 

8) Añadir 100 μl de anti human IgM biotinilado (Jackson ImmunoResearch) diluido 

1/20.000 en BF, como anticuerpo secundario para la amplificación de la señal, e 15 

incubar 2 horas a temperatura ambiente. 

 

9) Repetir etapa 3. 

 

10)  Añadir 100 μl de streptavidin-peroxidase (Jackson ImmunoResearch) diluido 1/1.000   20 

en BF e incubar 30 minutos a temperatura ambiente. 

 

11)  Repetir etapa 3. 

 

12)  Añadir 100 μl del sustrato 1-Step™ Ultra TMB-ELISA Substrate Solution (Thermo 25 

Scientific™) e incubar 5 minutos. 

 

13)  Añadir 100 μl de H2SO4 diluido al 5% en agua destilada para cortar la reacción y leer 

la placa en un espectrofotómetro a 450 nm. 

 30 

Esta técnica ultrasensible ha demostrado por primera vez la presencia de un biomarcador en 

sangre para el diagnóstico temprano de la EM, lo que es de gran relevancia clínica puesto 

que cuanto antes se comience el tratamiento de la enfermedad mejor es la su evolución. 

Además supone la ventaja respecto a los métodos de diagnóstico existentes de que no se 

analiza líquido LCR, reduciéndose los protocolos y el tiempo del paciente en el hospital, que 35 

no sufre efectos secundarios derivados del procedimiento. 
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Metodológicamente también tiene ventajas con respecto a las existentes. Es cuantitativa y 

por ello objetiva y aunque el protocolo se ha desarrollado manualmente, se puede 

automatizar, lo que permitiría maximizar recursos y reducir costes, además de hacer que 

sea estandarizable y reproducible en cualquier laboratorio. 

 5 

En definitiva, es una técnica que se podrá implantar en laboratorios de diagnóstico clínico 

hospitalarios o extra hospitalarios a nivel mundial. 

 

FIGURAS Y GRAFICOS.- 

 10 

Al final de la presente memoria descriptiva se presentan las siguientes figuras con gráficos 

que reflejan los resultados de los ensayos realizados con el nuevo ELISA semicuantitativo 

en pacientes con EM para la determinación de los niveles de IgM-PC y IgM-LC, incluyendo a 

efectos comparativos, el gráfico resultante del análisis de Jureviwicz et al. para IgM frente a 

colesterol: 15 

 

Figura 1: Gráficos de niveles de IgM frente a fosfatidilcolina (IgM-PC) en muestras séricas 

de pacientes de USA y España con EM y controles. 

 

Figura 2: Gráfico de niveles de IgM frente a colesterol en el ensayo realizado por Jureviwicz 20 

et al. mediante ELISA convencional. 

 

Figura 3: Gráficos de niveles de IgM frente a lactosilceramida (IgM-LC) en  muestras de 

suero de pacientes de USA y España con EM y controles. 

 25 

Figura 4: Gráfico de niveles séricos de IgM-PC en pacientes con diferentes  fases de la EM: 

CIS, RR, SP, PP y BEN, y grupo control C. 

 

Figura 5: Gráfico de niveles séricos de IgM-LC en pacientes con diferentes fases de la EM: 

CIS, RR, SP, PP y BEN, y grupo control C. 30 

 

Los gráficos de estas figuras se comentan en al el siguiente apartado, de descripción de la 

forma de llevar a cabo la invención. 

 

FORMA DE REALIZACIÓN.- 35 
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Se ha analizado la presencia de anticuerpos séricos IgG e IgM frente a lactosilceramida (LC) 

y fosfatidilcolina (PC) con la nueva técnica semicuantiva ultrasensible desarrollada. 

 

1. Materiales y Métodos.- 

 5 

1.1. Muestras de suero.- 

 

Se recogieron muestras de sangre periférica de 362 pacientes con EM y 80 pacientes sin 

enfermedades neurológicas (grupo control). Las muestras de suero se alicuotaron y 

almacenaron a –80 ° C hasta que se analizaron. 10 

 

Las muestras se obtuvieron de la Investigación Longitudinal Integral de Esclerosis Múltiple 

(CLIMB, Boston, MA) y EPIC (San Francisco, CA), como parte del consorcio SUMMIT y del 

Servicio de Neurología del Hospital Virgen del Rocío (Sevilla, España). Todos los 

participantes dieron su consentimiento informado por escrito para su participación en el 15 

estudio. Los pacientes estaban libres de recaídas en el momento de la toma de muestras de 

sangre. y se clasificaron como síndrome clínicamente aislado (CIS, n = 17), EM remitente 

recurrente (EMRR, n = 62), EM secundaria progresiva (EMSP, n = 50), MS progresiva 

primaria (EMPP, n = 37) y EM benigna (BENMS, n = 36). 

 20 

Los datos clínicos y demográficos de los pacientes con EM y grupo control se resumen en la 

Tabla 1. 

 
 Tabla 1.  
 25 

FIGURA COHORTS MUJERES EDAD 
DURACIÓN 
ENFERMEDAD 

ÍNDICE 
EDSS 

TRATAMIENTO 

1, 3  

 
Controles (80) 
USA (60) 
España (20) 

47 (78,3%) 
17 (85%) 

44 (25-63) 
58 (28-88) 

  
0 (0%) 
 

EM (362) 
USA (235) 
España (127) 

246 
(70,7%) 
173 
(73,6%) 
73 (57,5%) 

48 (19-92) 
47 (19-92) 
49 (19-77) 

13 (0-57) 
13 (0-51) 
15 (2-57) 

3,0 (0-9) 
2,2 (0-9) 
4,4 (0-9) 

120 (33%) 
113 (48%) 
7 (6%) 

4, 5 

CIS (17) 10 (58.8%) 44 (19-76) 10 (2-36) 1.9 (0-6) 0 (0%) 
RR (63) 43 (70.5%) 49 (23-92) 15 (2-56) 2.0 (0-7) 4 (6%) 
SP (50) 31 (62.0%) 59 (37-79) 22 (8-57) 6.4 (3-9) 7 (14%) 
PP (37) 18 (48.6%) 54 (31-75) 12 (4-27) 6.0 (2-9) 0 (0%) 
BENIGN (36) 20 (55.6%) 48 (34-61) 22 (4-42) 2,7 (0-8) 6 (17%) 

Control (80) 64 (80%) 48 (25-88) 
  

0 (0%) 
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En esta tabla los campos “Mujeres” indica el número de casos analizados y porcentaje en el 

grupo, “Edad” la duración de la enfermedad y escala de estado de discapacidad expandida 

(EDSS): media, mínima y máxima; y “Tratamiento” el número y porcentaje de pacientes 

tratados. 

 5 

Las muestras de los pacientes cuyos resultados de análisis se plasman en la Figura 1 

fueron tratadas con IFN, acetato de glatiramer y natalizumab. El tratamiento empleado para 

las muestras de pacientes con la forma remitente recurrente (RR) fue interferón beta (IFN); 

las de los pacientes con la forma secundaria progresiva (SP) fueron tratados con IFN, 

acetato de glatiramer y natalizumab, y los pacientes con la forma benigna fueron tratados 10 

con IFN y natalizumab. Primaria progresiva (PP) no fueron tratadas. 

 

1.2. Ensayo ELISA.- 

 

Para detectar anticuerpos IgG e IgM frente a la lactosilceramida (LC) y la fosfatidilcolina 15 

(PC), las placas de 96 pocillos se incubaron con el antígeno correspondiente. Las placas se 

lavaron tres veces con solución salina tamponada con fosfato (PBS) y se incubaron con 

solución de bloqueo. Las muestras de suero se diluyeron en solución de bloqueo y se 

pipetearon en los pocillos. 

 20 

Los anticuerpos unidos a los antígenos se detectaron con los anticuerpos secundarios 

correspondientes (Jackson Immunoresearch), seguidos de avidina-peroxidasa (Sigma-

Aldrich). Finalmente, se usó TMBone (Kementec) como sustrato. Las placas se leyeron a 

450 nm utilizando un espectrofotómetro Infinite® 200 PRO (instrumento Tecan). Las 

muestras de suero se clasificaron como positivas cuando la O.D era mayor que la media ± 25 

2xSEM (error estándar de la media) del grupo de control. 

 

1.3. Estadística.- 

 

Los análisis estadísticos se realizaron con el paquete estadístico GraphPad Prism (versión 30 

6.0). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. Se 

utilizó la prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones entre dos grupos y la prueba 

de Kruskal-Wallis para las comparaciones entre más de dos grupos. Para analizar el 

porcentaje de individuos que mostraban anticuerpos contra los lípidos, se utilizó la prueba 

de Fisher para las comparaciones entre los pacientes con EM y el grupo de control, y la 35 

prueba de Chi-cuadrado de Pearson para las comparaciones entre los diferentes tipos de 

EM. 
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2. Resultados.- 

 

Dos resultados relevantes: 

 

Primero.- Aumento en suero de anticuerpos IgM frente a fosfatidilcolina en los pacientes con 5 

EM: 

 

Anomalías en el metabolismo de los esfingolípidos se han descrito en la EM (42-44). 

Además, los anticuerpos contra los lípidos se detectan en pacientes con EMSP y se 

correlacionan con marcadores de la progresión de la enfermedad, como la atrofia cerebral 10 

(30, 39, 45). Por lo tanto, inicialmente se analizaron los anticuerpos séricos IgG e IgM frente 

PC y LC en pacientes con EM y controles en cohortes independientes de los Estados 

Unidos de América (EE.UU.) y España. Se detectó una mayor reactividad de IgM frente a la 

fosfatidilcolina (IgM-PC) en muestras de suero de pacientes con EM tal y como se refleja en 

la Figura 1. Por el contrario, no se detectaron diferencias significativas en la los niveles 15 

séricos de IgM frente a lactosilceramida (IgM-LC) ni en los niveles de IgG frente a PC (IgG-

PC) o LC (IgG-LC) entre los pacientes con EM y los controles, tal y como refleja la Figura 3. 

 

Los gráficos de la Figura 1 reflejan los niveles de IgM frente a fosfatidilcolina (IgM-PC) en 

muestras séricas de pacientes con EM y controles, obtenidos mediante la técnica ELISA 20 

ultrasensible desarrollada. Los datos se presentan como la densidad óptica media (O.D) ± 

SEM (error estándar de la media), pudiéndose observar que los pacientes con EM tienen 

niveles muy superiores de anticuerpos de IgM frente a fosfatidilcolina que los controles en 

ambas cortes obteniéndose valores de hasta 0.8 O.D. 

 25 

La eficacia de la nueva técnica queda puesta de manifiesto cuando se comparan los 

resultados con los del gráfico de la Figura 2, del análisis de la presencia de anticuerpos de 

IgM sérico frente a colesterol en paciente con EM realizado por Jureviwicz et al. mediante 

ELISA convencional, en los que si bien se observa que los pacientes con EM tienen más 

anticuerpos frente a dicho antígeno, se obtienen valores en todos los casos que no superan 30 

el nivel de 0.2 O.D., que es insuficiente para una función de IgM-Colesterol como 

biomarcador de la EM. 

 

Y también frente a los gráficos de la Figura 3, que reflejan los niveles de IgM frente a 

lactosilceramida (IgM-LC) en muestras de suero de pacientes con EM y grupo de control (C) 35 

(NS: no significativo), donde los valores de O.D. están a la mitad que el caso de IgM-PC. 
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Segundo.- Los anticuerpos IgM-PC están asociados con el curso y el subtipo de la 

enfermedad: 

 

Se cree que la progresión de la EM implica un cambio en el proceso inflamatorio que 

pasaría de estar mediado por células inmunitarias periféricas a ser provocado por células 5 

residentes en el SNC (46, 47). Por lo tanto, se analizó la presencia en suero de IgM frente a 

fosfatidilcolina (IgM-PC) en pacientes con diferentes fases de la enfermedad, detectándose 

niveles séricos más altos de IgM-PC en pacientes con síndrome clínico aislado (CIS), 

esclerosis múltiple remitente recurrente (RR), secundaria progresiva (SP), primaria 

progresiva (PP) en comparación con los controles (C), tal y como queda reflejado en la 10 

Figura 4, en la que los datos se presentan como la densidad óptica media (O.D) ± SEM 

(error estándar de la media). NS: no significativo. Además, los pacientes clasificados como 

CIS y EMRR muestran niveles séricos de anticuerpos IgM-PC más altos que los EMSP y los 

EMPP, según queda también constatado por los porcentajes de sueros positivos para IgM-

PC en pacientes con EM y grupo control mostrados en la Tabla 2. No se encontraron 15 

diferencias significativas en los niveles séricos de IgM-PC entre las muestras de pacientes 

con CIS y EMRR, ni entre las de pacientes con EMSP y EMPP. 

 

Adicionalmente, no se detectaron diferencias en los niveles séricos de IgM-LC cuando se 

analizaron las muestras de diferentes subtipos de EM, tal y como reflejan los gráficos de la 20 

Figura 5 y los porcentaje de sueros positivos para IgM-LC en pacientes con EM y grupo 

control mostrados en la Tabla 2. Tampoco se detectaron diferencias en los niveles séricos 

de IgG-LC o IgG-PC. 

 

La Tabla 2 muestra los porcentajes de sueros positivos para IgM-PC y IgM-LC en pacientes 25 

con diferentes subtipos de EM y grupo control. 

 
 Tabla 2.  
 

 CIS RR SP PP BEN CONTROL 

IgM-PC 15 (88,2%)  55 (88,7%)  29 (58,0%)  22 (59,5%)  4 (11,1%)  13 (25,0%)  

IgM-LC 5 (29,4%)  4 (6,5%)  10 (20,0%)  6 (16,2%)  3 (8,3%)  7 (13,5%)  

IgM-LIP 16 (94,1%)  55 (88,7%)  29 (58,0%)  23 (62,2%)  7 (19,4%)  16 (30,8%)  

 30 
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En esta tabla, IgM-PC: Sueros positivos para IgM-PC; IgM-LC: Sueros positivos para IgM-

LC; IgM-LIP: Sueros positivos para IgM-PC o IgM-LC; CIS: síndrome clínicamente aislado; 

RR: remisión-remisión; SP: secundaria progresiva; PP: primaria progresiva; BEN: benigno; 

PC: fosfatidilcolina; LC: lactosilceramida; LIP: lípidos. 

 5 

3. Discusión de los resultados.- 

 

La síntesis intratecal de IgG se detecta en la mayoría de los pacientes con EM (24) y más 

del 60% de estos pacientes presentan IgM con LCR reactivo a los lípidos (32). De hecho, la 

detección de OCM de IgM reactivos a los lípidos en el LCR se considera un marcador de 10 

mal pronóstico en la EM (36-38). En suero de pacientes con EM también se han detectado 

anticuerpos IgG e IgM frente a proteínas de la mielina (48, 49). Sin embargo, la detección de 

anticuerpos reactivos a los lípidos es complicada debido a problemas técnicos relacionados 

con la solubilidad del antígeno, la accesibilidad de los grupos reactivos y el requerimiento de 

lípidos auxiliares (50, 51). En el trabajo realizado se describe una nueva técnica para el 15 

análisis en pacientes con EM de anticuerpos séricos frente a PC y LC. Usando este ensayo, 

se han detectado niveles aumentados de IgM-PC en muestras de suero de pacientes con 

EM, sin haberse encontraron diferencias significativas entre el grupo control y los pacientes 

con EM cuando se analizó la presencia de IgM-LC, lo que corrobora los estudios previos, 

desarrollados mediante arrays de proteínas, en las que tampoco se observó un aumento de 20 

anticuerpos IgM en suero frente a LC en pacientes con EM (39). 

 

La presencia en sangre de células B específicas de antígenos del sistema nervioso central 

se ha relacionado con la aparición de recaídas (52). Además, las terapias dirigidas a las 

células B reducen la progresión de la enfermedad (53). En la investigación que ha dado 25 

lugar a la preste solicitud de patente se han detectado niveles séricos más altos de IgM-PC 

en pacientes con CIS y RRMS que SPMS y PPMS, lo que sugiere que la IgM-PC sérica 

refleja el desarrollo del proceso inflamatorio y la destrucción de la mielina provocada por la 

activación linfocitos B de sangre periférica. Además, estos datos están en la línea de 

estudios previos, en los que se ha observado una disminución en la respuesta inmune 30 

humoral y un papel predominante para los mecanismos intrínsecos del SNC durante la fase 

progresiva de la EM (46, 54). De hecho, anteriormente describimos que las OCB de IgM 

frente a lípidos en el LCR persisten durante el curso de la enfermedad (36), y también 

detectamos los anticuerpos IgM e IgG depositados en los axones y oligodendrocitos en las 

muestras MS CNS (55), lo que sugiere que estos anticuerpos se producen localmente en el 35 

SNC, probablemente en estructuras similares a folículos detectables en las meninges (56-

59). Aunque se ha demostrado que algunos anticuerpos reactivos a los lípidos albergan 
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actividades patógenas (30), aún no está claro si los anticuerpos IgM-PC albergan actividad 

patogénica directa sobre la mielina, que además podría provocar la liberación de lípidos 

bioactivos (8, 45, 60, 61), y/o son simplemente subproductos del proceso inflamatorio que 

tienen un papel como biomarcador diagnóstico (31, 34, 39, 61). 

 5 

En resumen, todos estos datos indican que la detección de la IgM-PC sérica es al menos un 

marcador diagnóstico de la enfermedad y además puede complementar otro marcador 

pronóstico, como la detección de anticuerpos en muestras de líquido cefalorraquídeo (38). 

 

La IgM frente a PC forma parte del repertorio de anticuerpos naturales, que proporciona 10 

protección contra múltiples patógenos (62-64). Los autoanticuerpos naturales se producen 

por las células B-1, que son T independientes (65, 66) y, por lo general, no experimentan un 

cambio de isotipo a IgG (67). El mecanismo implicado en la generación de anticuerpos 

naturales es la unión del antígeno específico al receptor de las células B (BCR), y también a 

través de vías de estimulación adicionales de las células B (68). Se ha demostrado que la 15 

PC puede activar diversas vías de las células B (69, 70), y es posible que el daño de la 

mielina libere PC a sangre y en un contexto inflamatorio active a los linfocitos B-1 periféricos 

específicos de este antígeno a través del BCR y otras vías. De hecho, se ha observado 

aumento en suero de lípidos como GM1 y GD1a, componentes fundamentales de la mielina, 

en pacientes con EMRR durante el primer brote (71). Además, el hallazgo fruto de la 20 

investigación realizada del aumento en suero de la IgM-PC sugiere una actividad 

exacerbada de las células B-1, que podrían ser un mecanismos fundamental en la patogenia 

de la EM (23), como se ha describo en otras enfermedades autoinmunes como la artritis 

reumatoide o la púrpura trombocitopénica idiopática (72).  De hecho, el número de células 

B-1 en el líquido cefalorraquídeo se ha relacionado con un mal pronóstico en pacientes con 25 

EM (38). 

 

En conclusión, los resultados obtenidos identifican los anticuerpos IgM-PC como 

biomarcadores diagnósticos de la EM, y sugieren un papel para las células B1 en la 

patogénesis de la enfermedad. Estudios futuros deben extender estas observaciones a 30 

cohortes adicionales de pacientes, analizar el efecto de las terapias modificadoras de la 

enfermedad en los anticuerpos IgM-PC y el valor de las células B1 como dianas terapéuticas 

en la EM. 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Anticuerpo sérico IgM frente a fosfatidilcolina (IgM-PC) como biomarcador para la 

esclerosis múltiple (EM), seleccionado entre el grupo de anticuerpos séricos contra los 

lípidos detectados en la respuesta autoinmune de la EM, caso particular de IgM frente a 5 

lactosilceramida (IgM-LC), caracterizado por conseguir un aumento en el nivel de 

anticuerpos IgM-PC en suero de pacientes con EM de hasta 0.8 de O.D. (Densidad Óptica 

media) mediante ensayo ELISA semicuantitativo, con índices de reactividad P=0.004 y 

P=0.0004 respecto a controles en cohortes de Estados Unidos y España, que triplica el valor 

del grupo de cohorte en ambos casos (gráfico de la Figura 1), y que duplica el nivel de 10 

anticuerpos IgM-LC en suero de los mismos pacientes con dicha enfermedad (gráfico de la 

Figura 2). 

 

2. Anticuerpo sérico IgM-PC como biomarcador para la EM, según reivindicación 1, 

caracterizado por su capacidad de asociarse con el curso y subtipo de la enfermedad, al 15 

obtenerse tras ensayo ELISA semicuantitativo aumentos en el nivel de anticuerpos IgM-PC 

en sueros de pacientes con síndrome clínico aislado (CIS), esclerosis múltiple remitente 

recurrente (EMRR), secundaria progresiva (EMSP) y primaria progresiva (EMPP), en torno a 

0.3, 0.25, 0.2 y 0.15 respectivamente, frente a un aumento de este anticuerpo en torno a 

0.05 para el grupo de cohorte (gráfico de la Figura 3), traducidos en un porcentaje de 20 

sueros positivos de 88.2%, 88.7%, 58.0% y 59.5% respectivamente, frente a un 25.0% para 

el grupo de cohorte. 

 

3. Uso de la IgM-PC sérica como biomarcador para la EM, según reivindicación 1, solo o en 

combinación con otros agentes, en la preparación de composiciones y sistemas de 25 

detección comerciales para el diagnóstico diferencial mediante técnicas inmunoquímicas de 

dicha enfermedad. 

 

4. Uso de la IgM-PC sérica como biomarcador para las fases CIS, RR, SP y PP de la EM, 

según reivindicaciones 1 y 2, solo o en combinación con otros agentes, en la preparación de 30 

composiciones y sistemas de detección comerciales para el diagnóstico diferencial mediante 

técnicas inmunoquímicas de dichas fases de la enfermedad. 

 

5. Uso de la IgM-PC sérica como biomarcador para las fases CIS y RR de la EM, según 

reivindicaciones 1 y 2, solo o en combinación con otros agentes, en la preparación de 35 

composiciones y sistemas de detección comerciales para el diagnóstico diferencial mediante 

técnicas inmunoquímicas de dichas fases temprana de la enfermedad. 
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6. Técnica ELISA semicuantitativa de alta sensibilidad para la detección de 

anticuerpos séricos IgM frente a fosfatidilcolina (IgM-PC) en pacientes con esclerosis 

múltiple (EM), del tipo de ELISA utilizada para la detección de anticuerpos frente a 

sustancias y compuestos antigénicos en muestras de suero de pacientes con enfermedades 

autoinmunes, caracterizada por un procedimiento que consta de los siguientes etapas o 5 

pasos: 

 

1) Añadir fosfatidilcolina (Merck) 1 μg/pocillo diluida en 100 microlitros de metanol como 

diluyente en placas microtiter Greiner High-Binding (Greiner), de lata capacidad de 

unión molecular: 10 

 

2) Incubar las placas durante toda la noche a 4º C hasta la completa evaporación del 

metanol para asegurar la pegada del lípido a la placa; 

 

3) Lavar 5 veces con 250 μl/pocillo de suero fisiológico tamponado con fosfato pH=7,2 a 15 

4ºC, con lo que evita que el lípido se despegue de la placa; 

 

4) Añadir 200 μl de la solución de SuperBlock™ (PBS) Blocking Buffer ThermoFisher) 

(BF), como solución especifica de bloqueo, e incubar 2 horas. 

 20 

5) Repetir etapa  3. 

 

6) Añadir las muestras a dilución 1/100 en BF e incubar 2 horas a temperatura 

ambiente. 

 25 

7) Repetir etapa 3. 

 

8) Añadir 100 μl de anti human IgM biotinilado (Jackson ImmunoResearch) diluido 

1/20.000 en BF, como anticuerpo secundario para la amplificación de la señal, e 

incubar 2 horas a temperatura ambiente. 30 

 

9) Repetir etapa 3. 

 

10)  Añadir 100 μl de streptavidin-peroxidase (Jackson ImmunoResearch) diluido 1/1.000 

en BF e incubar 30 minutos a temperatura ambiente 35 

 

11)  Repetir etapa 3. 
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12)  Añadir 100 μl del sustrato 1-Step™ Ultra TMB-ELISA Substrate Solution (Thermo 

Scientific™) e incubar 5 minutos. 

 

13)  Añadir 100 μl de H2SO4 diluido al 5% en agua destilada para cortar la reacción y leer 

la placa en un espectrofotómetro a 450 nm. 5 

 

7. Técnica ELISA semicuantitativa de alta sensibilidad para la detección de anticuerpos 

séricos IgM-PC en pacientes con EM, según reivindicaciones 1 a 6, aplicada como método 

de diagnóstico diferencial de la EM y de las fases CIS, RR, SP y PP de esta enfermedad. 

 10 

8. Técnica ELISA semicuantitativa de alta sensibilidad para la detección de anticuerpos 

séricos IgM-PC en pacientes con EM, según reivindicaciones 1 a 6, aplicada como método 

de diagnóstico diferencial de la EM y de las fases tempranas CIS y RR de esta enfermedad.
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