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DESCRIPCION
Péptidos derivados del antigeno de la capside de VCA-p18 del virus de Epstein-Barr y su uso.

La presente invencion se refiere al sector del diagndstico de virus, especialmente el diagndstico del virus de Eps-
tein-Barr (EBV). Se pusieron a disposicidn procedimientos mejorados para la deteccion de infecciones por EBV y los
medios adecuados para ello.

El virus de Epstein-Barr es un virus de herpes humano, considerado como inductor de la mononucleosis infecciosa.
La infeccién por EBV transcurre frecuentemente de forma subclinica, que puede llevar eventualmente a manifestacio-
nes malignas.

Significado del diagndstico de virus de Epstein-Barr (EBV)

El diagnéstico de EBV posee una gran importancia para el diagndstico diferencial, puesto que la sintomatologia
de las infecciones por EBV agudas pueden ir solapadas con numerosos cuadros clinicos que son provocados por
otros gérmenes u otras causas. Asi, una infeccién aguda por EBV se puede confundir con una infeccidon primaria
por VIH, una infeccién de rubeola, una infeccién de citomegalovirus, una infeccién con virus cldsicos de hepatitis,
toxoplasmosis, leptospirosis, una infeccién con diversos inductores neurotrépicos y con una leucemia o un linfoma.
Una serologia de EBV univoca representa por consiguiente una gran responsabilidad frente al paciente.

Problemas de la serologia EBV

La serologia cldsica EBV se basa en la deteccion de la respuesta de los anticuerpos de IgG e IgM frente a los
antigenos de la capside viral (VCA) y frente a antigenos nucleares especificos de EBV (EBNA), particularmente de
EBNA-1.

La clasificacion de las diferentes clases de antigenos de EBV se basa en el ciclo bioldgico de la multiplicacién
viral con proteinas necesarias de forma temprana (EA) y tardia (VCA), asi como en los antigenos para el manteni-
miento de la latencia (EBNA). Estas clases de antigenos eran detectables y diferenciables en los primeros sistemas
de ensayos seroldgicos (inmunofluorescencia con células infectadas por EBV). Todos los demas desarrollos subsi-
guientes de sistemas de ensayo serolégicos mantenian este esquema y permitian, por consiguiente, la diferenciacién
de especificidades de los anticuerpos frente a EBNA, VCA y EA.

Los marcadores VCA y EBNA se definieron primeramente en la técnica de la inmunofluorescencia. En ensayos
mas modernos se utilizan los componentes p18 y p23, purificados y generalmente preparados de forma recombinante,
del complejo VCA y p72, el cual corresponde a EBNA-1. El antigeno de EBNA-1 se forma tarde, después de una
primera infeccidn, con el establecimiento de células latentemente infectadas y es co-responsable para el mantenimiento
de este estado. Esto significa, que el anti-EBNA-1 s6lo se forma con un retraso de hasta seis meses después de la
primera infeccién. Pero al mismo tiempo significa también que en el caso de la presencia de este marcador se puede
diagnosticar, con seguridad, la exclusién de una infeccién reciente y, con ello, se tiene un importante marcador para
una secuenciacién en el tiempo del momento de la infeccién.

La serologia EBV presenta una elevada medida de variabilidad, ésta conduce frecuentemente a resultados falsos
o demasiado imprecisos cuando se determinan sélo los marcadores cldsicos VCA-IgG, VCA-IgM y anti-EBNA-1.
Asi, por ejemplo, no todas las infecciones agudas por EBV manifiestan un respuesta VCA-IgM detectable, de manera
que aqui las estrategias analiticas, que sélo se basan en la determinacién de VCA-IgG y VCA-IgM, conducen a una
conclusién falsa. Por otra parte, en casos aislados, una respuesta VCA-IgM puede persistir también durante meses y
simular por ello una infeccidn reciente.

Un anti-EBNA-1 positivo demuestra una infeccién por EBV ya transcurrida y, en combinacién con un VCA-IgG
positivo, representa la Unica constelacion serolégica univoca. Un anti-EBNA-1 negativo (simultdneamente con un
VCA-IgG positivo) puede indicar o bien una infeccién aguda por EBV o puede ser provocado por pérdida secundaria
de anti EBNA-1 en el caso de inmunodepresiéon. Ademads, alrededor del 5% de los infectados no desarrollan nunca
anti-EBNA-1 de manera detectable y, con ello, simular de por vida la situacién serolégica de una infeccién aguda por
EBV.

Asi, por VCA-IgG y anti EBNA-1 al mismo tiempo positivos se excluye de forma segura una infeccién aguda por
EBV. Sin embargo, VCA-IgG positivo junto a anti-EBNA-1 negativo representa una constelacion incierta, la cual se
presenta en tres situaciones:

1) en el caso de una reciente infecciéon por EBV;

2) en el caso de una infeccidn ya transcurrida y pérdida de anti-EBNA-1 por supresion del sistema inmunol6-
gico celular;

3) en el caso de una infeccion ya transcurrida y al mismo tiempo falta de formacién de anti-EBNA-1 (en el
caso de alrededor de 5% de la poblacion sana).
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Los casos 2) y 3) se pueden encontrar con mds frecuencia en los temas de estudio de grandes clinicas que la
infeccién por EBV realmente reciente.

Este problema central de la serologia de EBV sdlo se puede resolver hasta el momento de forma fiable por costosos
ensayos adicionales o por repeticiones en el transcurso del tiempo, en relacién con datos clinicos.

Por ello, la falta de anti-EBNA-1 se utilizard en general como indicador de una infeccién reciente. Tal como se
mencioné anteriormente, esto puede conducir a interpretaciones drasticamente falsas en el caso de personas infectadas
por EBV, las cuales permanecen siendo anti-EBNA-1 negativos o, en virtud de la supresion del sistema inmunolégico
celular, pierden anticuerpos en contra de éste. Los procedimientos con anti-EBNA-1 utilizados hasta el momento en
el diagnéstico rutinario no permiten con seguridad el diagndstico de una infeccién por EBV reciente.

Por una parte, la delimitacién de una negatividad anti-EBNA-1 primaria en el caso de infeccién aguda por EBV, de
una pérdida de anti-EBNA-1 y de ausencia de formacién de anti-EBNA-1, por otra, representa por lo tanto el mayor
problema de la serologia de EBV. Esta problemadtica particular no se tiene en cuenta en la mayoria de las evaluaciones
de ensayos seroldgicos publicados. Hay que suponer, que hasta un 20 por cien de los pruebas en cuanto a infeccién
por EBV no son claras y conducen a resultados falsos. Estas, particularmente en oncologia, en la medicina de los
transplantes y en la vigilancia de los embarazos, son de enorme importancia.

Hinderer W. et al., Journal of Clinical Microbiology, United States, oct. 1999, tomo 37, n° 10, octubre 1999 (1999-
10), paginas 3239-3244, dieron a conocer una estructura de fusion GST-p18 EBV que contiene p18 105-176. En lo
referente a los anticuerpos IgG, esta estructura reconoce mejor las infecciones que ya tuvieron lugar que las infecciones
primarias y reacciona también peor con anticuerpos de infecciones primarias en comparacién a infecciones que ya
tuvieron lugar.

Bauer (Clin Lab 2001, 47, 223-230) describe en un articulo sindptico “inmunoblots” con antigenos recombinantes
en el caso de la serologia virica de Epstein-Barr.

Tranchand-Bunel et al., Journal of Clinical Microbiology 1999, 2399-2368 comentan ensayos IgM-ELISA en los
cuales se emplean péptidos del antigeno de la cdpside de VCA pl8.

van Grunsven et al. (Journal of Infectious Diseases, 1994, 13-19) describen epitopes inmunodominantes en el C-
terminal de la proteina de la capside de VCA p18.

Un objeto de la presente invencidn es poner a punto medios para detectar una infeccién por EBV, los cuales hagan
posible una diferenciacién segura entre una infeccién aguda y una que ya tuvo lugar.

Sorprendentemente se encontré que por modificacién del antigeno EBV de la capside p18 viral se podia obtener un
péptido que reacciona con anticuerpos, los cuales, con parecida seguridad que anti-EBNA-1, se forman de forma tardia
después de una infeccion, y no manifiestan en igual amplitud la problematica de la no-formacién o la desaparicién en
el caso de inmunosuprimidos.

Se trata en este caso de péptidos, que se derivan del antigeno EBV-p18, el cual se codifica por el marco de seleccién
BFRF3. Este antigeno ya fue descrito en 1988 como marcador de VCA (Middeldorp y Herbrink, J. Virol. Meth., 21
(1988) 133-146.

El ordenamiento molecular de p18 y la representacion de la proteina mediante métodos de tecnologia genética, asi
como la utilizacién de determinado fragmentos de éste, inmunolégicamente activos, se describen en el documento EP
574 075 A2. No obstante, en la descripcion de las propiedades de los antigenos recombinantes o, respectivamente, de
los fragmentos sintetizados quimicamente se apunté siempre a una reactividad 6ptima.

Los anticuerpos IgG contra un antigeno p18 completo, purificado, preparado de forma recombinante ya son detec-
tables en una infeccién reciente por EBV vy, por lo tanto, no son adecuados para discriminar entre infecciones agudas
e infecciones ya transcurridas.

En el transcurso de las investigaciones se ha puesto de manifiesto, sorprendentemente, que suprimiendo por ejem-
plo la zona N-terminal del antigeno p18 se consigue una discriminacién en el tiempo de respuestas de anticuerpos:
p18 que fue acortado en el N-terminal reconoce anticuerpos que se formaron semanas después de la infeccion.

Por lo tanto, la presente invencidn se refiere a un péptido que se deriva del antigeno viral p18 del virus de Epstein-
Barr y que, por ello, se caracteriza porque reacciona con anticuerpos de individuos con una infeccién por virus de
Epstein-Barr que tuvo lugar hace mds tiempo, pero no reacciona, o débilmente, con anticuerpos de individuos con
infeccién aguda por virus de Epstein-Barr o que tuvo lugar recientemente, caracterizado porque frente al antigeno
viral N-terminal p18 se ha acortado en 10-70 amino4cidos.

La expresion “péptido” abarca oligopéptidos y polipéptidos. La longitud de los péptidos, siempre que no se indique,
no esta limitada.
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El péptido conforme a la invencién es un antigeno p18 modificado, es decir no es idéntico al p18 viral, la “proteina
de tipo salvaje”. Las modificaciones frente al p18 viral no estdn especialmente limitadas, siempre que el péptido
modificado reaccione con anticuerpos de individuos con infeccién por EBV que tuvo lugar hace mas tiempo, pero
que no reacciona o lo hace débilmente con anticuerpos de individuos con infeccién aguda por EBV o que tuvo lugar
recientemente, y el antigeno se caracteriza porque frente al antigeno p18 viral N- terminal se ha acortado en 10-70
amino4cidos.

El que el péptido conforme a la invencién se derive del pl8 significa que abarca al menos 1 fragmento con al
menos | epitopo del antigeno p18 viral completo. Un epitopo de este tipo se presenta cuando en un “line assay” (véase
ejemplo 3), en el caso de incubacién con sueros de individuos con infeccién por EBV que tuvo lugar hace mas tiempo,
se obtiene una reaccién positiva.

La secuencia de aminodcidos del p18 viral se representa en la figura 7 (SEQ ID NO:1). Por lo regular, el péptido
conforme a la invencién tiene una secuencia de aminoécidos discrepante de SEQ ID NO:1. En este caso se trata
preferentemente de una o més delecciones y/o sustituciones. El péptido conforme a la invencidn presenta una o varias
deleciones frente a la secuencia de aminodacidos representada en SEQ ID NO:1, de modo que se han suprimido 10-70
aminodcidos en el N-terminal de p18.

El péptido conforme a la invencién comprende, o se compone preferentemente de al menos 125 aminodcidos
sucesivos de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO:1.

Es preferible que en el péptido conforme a la invencion no se presente al menos un epitopo del p18-VCA completo,
en contra del cual, después de una infeccion, se forman anticuerpos.

El péptido conforme a la invencién se ha acortado frente al antigeno viral p18 N-terminal en 10 a 70 aminodacidos,
preferentemente en 15 a 50 aminoacidos, de modo mds preferido en 20 a 40 aminodcidos y, de modo ain mds pre-
ferente, en alrededor de 30 aminoacidos. En una forma de ejecucién particular el péptido conforme a la invencién se
compone de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO:2.

Este secuencia de amino4cidos corresponde a los aminodcidos 31 a 176 de SEQ ID NO:1. En otras formas de
ejecucion preferidas, el péptido conforme a la invencién tiene esencialmente una secuencia de aminodcidos que se ha
seleccionado del grupo constituido por

aminodcidos 21 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 22 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 23 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 24 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 25 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 26 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 27 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 28 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 29 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 30 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 31 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 32 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 33 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 34 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 35 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodacidos 36 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 37 a 176 de SEQ ID NO:1,

aminodcidos 38 a 176 de SEQ ID NO:1,
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aminodcidos 39 a 176 de SEQ ID NO:1,
aminodcidos 40 a 176 de SEQ ID NO:1, y
aminodcidos 41 a 176 de SEQ ID NO:1.

El experto en la materia sabe también que las propiedades inmunoldgicas de las secuencias indicadas frecuen-
temente sélo varian de forma insignificante cuando se han insertado, sustituido o suprimido aminodcidos. Las sus-
tituciones que frecuentemente se consideran como conservadoras son aquellas en las que la naturaleza quimica del
aminodcido a sustituir es parecida a la del aminodacido sustituido. Combinaciones de aminoéacidos que se pueden con-
siderar como conservadoras son, por ejemplo Gly/Ala, Asp/Glu, Asn/Gln, Val/lle/Leu, Ser/Thr, Lys/Arg y Phe/Tyr.

Se pueden afadir aminodcidos adicionales o grupos quimicos al N- o C-terminal, para crear un tipo de “linker”
(enlazador), a través del cual el péptido se puede acoplar ventajosamente a un soporte. Un enlazador de este tipo tiene
por lo regular 1 a 60 aminoécidos, pero generalmente 1 a 10 aminodcidos. Sin embargo, la unién del péptido a un
soporte o a una fase sélida no tiene por qué ser covalente. Igualmente, se pueden anexionar radicales de cisteina para
conseguir un acoplamiento con otros péptidos.

Los péptidos conformes a la invencién pueden estar modificados ulteriormente, por ejemplo por glicosilacidn,
amidacion, carboxilacién o fosforilizacion. La invencién abarca igualmente los derivados funcionales tales como, por
ejemplo, sales, amidas, ésteres, derivados C-amidados o N-acetilados.

En virtud de las informaciones en esta solicitud, el experto en la materia puede averiguar de forma sencilla si un de-
terminado derivado de p18 es adecuado para distinguir entre una infeccién aguda y una infeccién ya transcurrida. Para
ello, un derivado de p18 dado tiene que ser testado simplemente, por ejemplo en un “line assay”” como el representado
en el ejemplo 3.

Los péptidos conformes a la invencién se pueden preparar de diferentes maneras, conocidas por el experto en la
material. Por lo regular, se preparan o bien por sintesis quimica o por expresion de ADN recombinante en células
hospedantes adecuadas.

Como procedimientos para la sintesis quimica de péptidos se puede utilizar la sintesis en fase sélida o la sintesis
en fase liquida. Es preferida la sintesis en fase s6lida. Procedimientos para la sintesis quimica de péptidos se describen
en Bodanszky y Ondetti: Peptide Synthesis, Interscience Publishers, Nueva York (1966); The Peptides, Analysis,
Synthesis, Biology Volumen 1-3 (Ed. Gross y Maienhofer) 1979, 1980, 1981 (Academic Press, Inc.).

Para la preparacién recombinante del péptido conforme a la invencién se dispone primeramente un 4cido nucleico
que codifique la secuencia de aminoécidos del péptido. El 4cido nucleico puede ser ADN o ARN, se prefiere ADN.
El 4cido nucleico codificante se inserta habitualmente en un vector o en un pldsmido, el cual contiene secuencias
adecuadas que permiten la expresion del péptido codificado. Este tipo de secuencias adecuadas son por ejemplo un
promotor, una secuencia terminadora y secuencias que posibiliten la replicacién del pldsmido. Se puede tratar de
plasmidos de expresidn para la expresion en procariontes o en eucariontes. El experto en la materia es consciente de
que en este caso se utilizan diferentes secuencias promotoras. Son preferidos los pldsmidos de expresion procaridnti-
cos.

La invencién se refiere también a un vector o un pldsmido que contiene un dcido nucleico que codifica un péptido
conforme a la invencién. Procedimientos habituales para la preparacién de vectores y pldsmidos se describen en
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2001, Cold Spring Harbour Laboratory Press. Aparte de
esto, el vector o el pldsmido se introduce en células hospedantes adecuadas, por ejemplo células de mamiferos o,
preferentemente, bacterias, y se cultiva después bajo condiciones adecuadas, de modo que tiene lugar una expresién
del péptido deseado. La invencidn se refiere también a una célula que contiene un vector conforme a la invencién o un
plasmido conforme a la invencién. Otro aspecto mds de la invencion es un procedimiento para la preparacién de un
péptido conforme a la invencion, el cual comprende que células conformes a la invencién se cultivan bajo condiciones
adecuadas, de modo que se exprese el péptido deseado y, eventualmente, se obtenga el péptido. Una vez efectuada
la expresion, se puede obtener el péptido por métodos en si conocidos por el experto en la materia. Procedimientos
adecuados para la expresion recombinante de péptidos se describen en Molecular Cloning: A Laboratory Manual de
Sambrook et al. (véase mas arriba).

El péptido se presenta preferentemente en forma aislada, lo que significa que estd esencialmente libre de otros
péptidos. La pureza del péptido conforme al invento es preferentemente superior a 90%, preferentemente mayor al
95% y, de modo muy preferido, superior al 99%, determinada con ayuda de SDS-PAGE con subsiguiente tincién con
Comassie.

Después, una vez conseguida la expresion por lo regular se purifica. En este caso se pueden emplear los pro-
cedimientos de pureza mds variados, conocidos por el experto en la materia. Procedimientos para la purificacion de
proteinas y péptidos se describen en Methods in Enzymology, vol. 182, Guide to Protein Purification, Academic Press,
Nueva York 1990 o Scopes R.K., Protein Purification, editorial Springer, Heidelberg 1994.
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El péptido conforme a la invencién se caracteriza porque reacciona con anticuerpos de individuos con infeccién por
virus de Epstein-Barr que tuvo lugar hace més tiempo, pero no reacciona, o débilmente, con anticuerpos de individuos
con infeccién aguda o infeccién por virus de Epstein-Barr que tuvo lugar recientemente. Preferentemente, el péptido
no reacciona con anticuerpos de individuos con infeccién por EBV que tuvo lugar recientemente. Los datos se refieren
particularmente a anticuerpos IgG.

Los sueros de un individuo con infeccidon que tuvo lugar hace tiempo pueden presentar las siguientes propiedades
serolégicas:

- anti-EBNA-1-IgG: positivo;

anti-p23-IgG: positivo;

anti-p54-IgG: negativo;

- anti-p138-IgG: negativo; y

anti-p23-IgM: negativo.

El péptido conforme a la invencién reacciona con anticuerpos de sueros que presentan estas propiedades seroldgi-
cas.

Por lo regular, una infeccién que tuvo lugar hace 1,5 afios se puede denominar como “infeccién que tuvo lugar
hace tiempo”.

La infeccién de un individuo con EBV se considera “aguda” cuando se presenta el cuadro clinico de una mononu-
cleosis infecciosa. Los sueros de individuos con infeccién por EBV que tuvo lugar recientemente pueden presentar las
siguientes propiedades seroldgicas:

- anti-EBNA-1-IgG: negativo;

anti-p54-IgG y/o anti-p138-IgG (EA): positivo;

anti-p23-IgG (VCA): positivo; y
- anti-p54- y/o -p138- y/o -p54-IgM: positivo.

El péptido conforme a la invencién no reacciona o reacciona débilmente con anticuerpos de sueros que presentan
estas propiedades seroldgicas.

Por lo regular, una infeccién que tuvo lugar hace aproximadamente 4 semanas se puede denominar como “infeccién
que tuvo lugar recientemente”.

La expresion de que un péptido “reacciona” con anticuerpos significa, en el sentido de la presente solicitud, que
el péptido forma con uno o varios anticuerpos complejos inmunes antigeno-anticuerpo después de que el péptido y
el anticuerpo hayan sido puestos en contacto. Ninguna reaccién o una reaccién débil del péptido con el anticuerpo se
presenta cuando no se forman complejos antigeno-anticuerpo algunos o sélo débiles, después de que el péptido y el
anticuerpo hayan sido puestos en contacto. Comprobar si un péptido reacciona con anticuerpos se puede hacer a través
de un “line-assay”, como el que se representa en el Ejemplo 3.

La invencion se refiere, ademads, a un péptido de fusidn, el cual abarca un péptido conforme a la invencién, como
se describe anteriormente, y uno o varios aminodcidos adicionales, los cuales no corresponden a la secuencia de
aminodcidos del antigeno viral p18. En este caso se puede tratar de secuencias extrafias de lo mds variadas. Pero
es preferible que en el péptido de fusion s6lo haya contenidos pocos aminodcidos extrafios para evitar una reaccién
cruzada de los aminoécidos extrafios con los anticuerpos. Ejemplos de secuencias extrafias son las secuencias de
aminodcidos que facilitan la purificacién por afinidad del péptido expresado, por ejemplo un oligohistidin-stretch (6 a
8 radicales sucesivos de histidina) en el N- o C-terminal.

Otro aspecto de la invencién es un reactivo diagndstico para detectar anticuerpos contra el virus de Epstein-Barr,
que abarca un péptido conforme a la invencién y/o un péptido de fusién conforme a la invencién. Un “reactivo diag-
noéstico” en el sentido de la presente invencion abarca una fase sélida o una sustancia detectora. Fases sélidas pueden
ser, por ejemplo, placas para microtitulacion, cubetas, recipientes, membranas, filtros, tiras o particulas para ensayo
tales como esferitas. Procedimientos para la unién de péptidos a superficies sdlidas o fases sélidas son en si conocidas
por el experto en la materia.

Sustancias detectoras pueden ser, por ejemplo isétopos radiactivos, compuestos fluorescentes, enzimas, colorantes,
etc. Los péptidos o péptidos de fusion conformes a la invencidon pueden estar marcados o no marcados segtn la
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utilizacién que se pretenda. El marcado puede ser de cualquier tipo, por ejemplo enzimadtico, quimico, fluorescente,
luminiscente o radiactivo.

Anticuerpos contra virus de Epstein-Barr se pueden detectar por ejemplo poniendo en contacto un reactivo para
diagndstico conforme a la presente invencién con suero procedente de un individuo y, a continuacién, detectando los
complejos antigeno-anticuerpo formados. Por lo tanto, la invencion se refiere igualmente a un procedimiento para
detectar en una muestra anticuerpos contra virus de Epstein-Barr, el cual comprende el poner en contacto con la
muestra un péptido o un péptido de fusién conforme a la invencién o un reactivo para diagnéstico conforme a la
invencion y, a continuacion, detectar los complejos antigeno-anticuerpo formados.

La muestra es generalmente un liquido corporal procedente de un individuo. Preferentemente, la muestra es suero
que procede de un individuo. El suero se puede diluir con un liquido adecuado.

Habitualmente, en el procedimiento conforme a la invencién se emplea un reactivo para diagnéstico como el des-
crito anteriormente. En funcién de la naturaleza y de otras caracteristicas del reactivo para diagndstico, la reaccién
inmunoquimica es una reaccién denominada “sandwich”, una reaccién de aglutinacién, una competicién o una inhi-
bicion.

En un formato preferido de la invencion, el péptido o péptido de fusién conforme a la invencidén estd inmovilizado
sobre una fase sé6lida. La fase sélida se pone en contacto después con la muestra a examinar, por ejemplo suero, por
lo que se pueden formar complejos antigeno-anticuerpo. La fase sélida se lava a continuacién una o varias veces para
separar los anticuerpos no ligados. A continuacién, se detectan los complejos antigeno-anticuerpo inmovilizados. Esto
puede tener lugar, por ejemplo, por los denominados anti-anticuerpos, acoplados a una sustancia de marcado. Asi,
después del lavado la fase sdlida se puede poner en contacto con un anti-IgG-anticuerpo acoplado a peroxidasa de
rabano. Este anti-anticuerpo se une a los inmunocomplejos inmovilizados. El anticuerpo secundario ligado se puede
hacer visible, de manera conocida, por la reaccién enzimdtica de la peroxidasa de rdbano. El anticuerpo secundario
reconoce preferentemente, de manera especifica, IgG humano.

En el procedimiento se emplean preferentemente membranas o tiras de ensayo, sobre los cuales estdn inmovili-
zados uno o varios antigenos. En otra forma de realizacion de la invencién se lleva a cabo un ensayo ELISA. Para
el experto en la materia es conocido el modo de llevar a cabo este tipo de procedimientos. Una vista sindptica so-
bre procedimientos de deteccidon adecuados se encuentra en “Labor und Diagnose”; L. Thomas; Die medizinische
Verlagsgesellschaft, Marburg: ISBN 3-921320-21-6.

Para llevar a cabo un ELISA se ligan habitualmente un péptido o una mezcla de varios péptidos a una fase sdlida,
por ejemplo a una placa para microtitulacién. Una adecuada dilucién del liquido corporal a ensayar (suero) se pone
en contacto con la fase sélida a la que estan ligados el o los péptidos. La subsiguiente incubacién se lleva a cabo
durante un espacio de tiempo que es suficiente para la formacién de complejos antigeno-anticuerpo. A continuacion,
se separan por lavado los componentes no ligados. La deteccion de los inmunocomplejos tiene lugar generalmente a
través de anticuerpos que se unen especificamente a inmunoglobulinas humanas y que estdn marcados (marcadores
adecuados, véase mads arriba). Frecuentemente, después de la adicién de un sustrato se forma un producto el cual puede
ser detectado facilmente de forma visual fotométricamente, espectrométricamente, luminométricamente o electroqui-
micamente.

Otra variante es el ensayo de competicion, conocido también por el experto en la materia.

En una forma de ejecucion preferida del procedimiento, otro antigeno del virus de Epstein-Barr se pone en contacto
con la muestra y, a continuacion, se detectan los complejos antigeno-anticuerpo formados. En el caso del otro antigeno
del EBV se trata preferentemente de un antigeno caracteristico de una infeccion reciente, El otro antigeno se elige
preferentemente del grupo constituido por p18, p23, p138 y p54. En otra forma de ejecucién del procedimiento, junto
al péptido o péptido de fusién conforme a la invencién se emplea el antigeno nuclear tardio EBNA-1 (p72). En otra
forma de ejecucion, junto al péptido o péptido de fusidon conforme a la invencién se emplean los antigenos p72, p18,
p23, p138 y/o p54.

Otro aspecto de la invencion es un estuche de ensayo para la deteccion de anticuerpos contra virus de Epstein-Barr,
que comprende un péptido o péptido de fusién conforme a la invencién y/o un reactivo para diagndstico, como se des-
cribi6 anteriormente. El estuche de ensayo puede contener otros medios adecuados para llevar a cabo el procedimiento
conforme a la invencién, por ejemplo una composicién que contiene un anticuerpo secundario. El estuche de ensayo
contiene preferente-mente una fase sélida. Particularmente preferidas son en este caso las tiras para ensayo “Western-
Blot”, sobre las cuales estd inmovilizado al menos un péptido o péptido de fusién. Pueden estar inmovilizados otros
antigenos de EBYV, por ejemplo p18, p23, p72, p54 y/o p138. En este caso se puede tratar de tiras de nitrocelulosa. El
estuche de ensayo puede comprender, ademds, soluciones de lavado, eventualmente en forma concentrada.

Otro aspecto de la invencidn es la utilizacién de un antigeno modificado de la cdpside viral, del virus de Epstein-
Barr para determinar si en una muestra se presenta una infeccién por EBV aguda, una que tuvo lugar recientemente
o que tuvo lugar hace mds tiempo o una ya transcurrida. Las formas de ejecucion preferidas de la utilizacién confor-
me a la invencién corresponden a las formas de ejecucion preferidas del péptido, del péptido de fusion, del reactivo
para diagnéstico, del estuche de ensayo y/o del procedimiento. La invencion se refiere, ademads, a la utilizacién de un
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antigeno modificado de la cdpside viral del virus de Epstein-Barr para la discriminacién seroldgica en la muestra de
infecciones recientes/que tuvieron lugar hace poco tiempo y las ya transcurridas. La invencién se refiere, ademds, a la
utilizacién de un antigeno modificado de la cdpside viral del virus de Epstein-Barr para la deteccién de anticuerpos
contra EBV. En este caso, en la muestra se puede distinguir preferentemente entre una infeccion reciente y una infec-
cién ya transcurrida. La invencidn se refiere, ademads, a la utilizacién de un antigeno modificado de la cpside viral del
virus de Epstein-Barr para la deteccién de una infeccion por EBV ya transcurrida. Finalmente, la invencion se refiere
a la utilizacién de un antigeno modificado de la cdpside viral del virus de Epstein-Barr para la distinciéon entre una
infeccién ya transcurrida y una infeccién reciente por EBV.

El antigeno modificado de la capside viral, conforme a las utilizaciones de la invencioén corresponde preferente-
mente al péptido o péptido de fusién conforme a la invencion. Todas las demds variantes preferidas de la invencion,
descritas anteriormente, son vélidas para las utilizaciones de la invencién conformes al sentido de la misma.

Todos los aspectos y formas de ejecucion preferidas de la invencién, descritos en la presente solicitud, se pueden
combinar entre si de la manera mds variada. La invencion comprende igualmente este tipo de combinaciones.

Por la presente invencion, junto al EBNA-1 se pone a disposicion un segundo marcador tardio, el cual, ademds, no
presenta la problematica de la no formacién de anticuerpos. En contraposiciéon con EBNA-1, no se pierden anticuerpos
contra pl8 después de la inmunosupresién celular. La deteccién de IgG contra un p18 modificado conforme a la
invencion representa, por lo tanto, una exclusién segura de una infeccion aguda por EBV.

Por lo tanto, mediante la utilizacién de p18 modificado en sistemas de medicién adecuados, tal como por ejemplo
el inmuno-blot”, se pueden detectar también infecciones por EBV recientes y ya transcurridas, aun cuando la respuesta
anti-EBNA muestre un transcurso atipico.

La Figura 1 muestra el incremento de la fuerza de expresion del diagndstico de EBV por la utilizacién de un
antigeno p18 modificado.

La figura muestra esquematicamente en la mitad superior un inmuno-blot convencional para la determinacion de
anticuerpos contra EBV y, en la parte inferior, un ensayo conforme a la invencién, el cual contiene adicionalmen-
te antigeno p18 acortado en el N-terminal (designado sobre la tira como “p18”). Los marcadores p23 (VCA), p54
(antigeno precoz) y p138 (antigeno precoz) representan marcadores seropositivos, los cuales no pueden diferenciar
entre infecciones recientes e infecciones ya transcurridas. La respuesta de los anticuerpos frente a estos marcadores
es variable, de modo que se pueden reconocer diferentes muestras de la respuesta inmune. El cardcter positivo de la
respuesta de los anticuerpos frente al menos uno de estos marcadores permite el diagndstico de “infectado por EBV”,
sin mas diferenciacion entre “infeccion reciente” e “infeccion ya transcurrida”. Una respuesta IgG positiva frente a
p72 (= EBNA-1) permite el diagndstico seguro de “infeccién ya transcurrida”. En el ensayo convencional se reconoce
correctamente la clasica infeccion por EBV ya transcurrida (Al) en virtud del p72-IgG positivo, mientras que una
infeccién por EBV ya transcurrida sin formacién de p72-1gG (A2) o una infeccién por EBV ya transcurrida con sub-
siguiente pérdida secundaria de p72-IgG (A3) no se pueden diferenciar de una infeccién por EBV real, reciente (B),
con respuesta de p72-IgG atin no formada. Por lo tanto, los casos A2 y A3 en el ensayo convencional se diagnosticas
por lo general erréneamente. Sin embargo, en la praxis diaria estos casos son mds frecuentes que las infecciones reales
por EBV, recientes.

En el caso de utilizar el ensayo modificado (mitad inferior), el cual contiene, por ejemplo, p18 acortado en posicién
N-terminal (designado en la Figura 1 como “p18”), se diferencia claramente la infeccién por EBV reciente con falta
de p18-IgG (B) de las infecciones por EBV ya transcurridas (A1-A3), incluso cuando falta p72-IgG.

La Figura 2 muestra la expresion de diferentes péptidos. Se representa un gel de poliacrilamida-SDS, tefiido con
azul de Comassie, de lisados de clones expresantes de E. coli después de la induccion (véase el Ejemplo 1). Las huellas
corresponden a las siguientes tandas:

huella 1:  expresion del p18 (p18-30) acortado en el N-terminal

huella2:  expresién de p18 completo en vector pDS
huella 3:  expresion de p18 completo en vector pQE
huella4:  marcador del peso molecular

Las diferencias de tamafio del antigeno p18 completo se basan en los diferentes aminodcidos N-terminales; el
vector pQE posee una cadena adicional de histidina.

El p18 acortado en el N-terminal muestra, tal como se esperaba, un peso molecular 4 kDa menor.
La Fgura 3 muestra la reactividad de los péptidos en el inmunoblot. Lisados de clones de E. coli inducidos con las

dos variantes de p18 se separaron por electroforesis en gel y, a continuacién, fueron transferidos sobre membranas de
nitrocelulosa (Western Blot).
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huella 1:  pl18 completo sin His-tag
huella2:  p18-30 (versién acortada de p18)

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con sueros de personas EBV-positivas; a continuacidn, los anticuer-
pos ligados especificamente se hicieron visibles con un segundo anticuerpo anti-IgG-humano conjugado con peroxi-
dasa, y tincién con TMB.

A; suero de un paciente con infeccién por EBV reciente
B; suero con infeccion por EBV que tuvo lugar hace mucho tiempo

La Figura 4 muestra una comparacién de la reactividad del p18 acortado en el N-terminal con un p18-VCA de
longitud completa en un ensayo para anticuerpos de EBV, adquirible comercialmente, en base a tiras (razén social
Viramed, Planegg - ViraStripe EBV).

En cada caso, 10 sueros de personas con infecciéon por EBV que tuvo lugar hace mucho tiempo, pero con serologia
problemdtica (bajo titulo de anticuerpos, falta de anti-EBNA-1; A) y 10 muestras de pacientes con infeccién por EBC
reciente (B) se sometieron a ensayos con dos versiones de las tiras de antigenos de EBV:

Las tiras de “microgen” contienen junto al p18 acortado en el N-terminal los antigenos de EBV adicionales EBNA-
1, p23 (VCA), asi como p54 y p138 (EAs).

Las tiras de Viramed contienen junto a un antigeno p18 completo, también proteinas de EBV, EBNA-1, EA-p54,
asi como gp125 (VCA).

En la parte media de la izquierda (ensayo con microgen) “p18” designa el p18 acortado en el N-terminal. En la
parte media de la derecha (ensayo con Viramed) “p18” designa el p18 viral en toda su longitud.

En las infecciones que tuvieron lugar hace tiempo (A) se puede encontrar en los dos ensayos una reaccién anti-p18
mads o0 menos acusada.

Sin embargo, en el ensayo con p18 acortado en el N-terminal los sueros de pacientes después de una infeccion
reciente (B) no muestran en ningiin caso una reaccién, pero con el Virastripe (p18 completo), en todas las muestras.

La Figura 5 muestra una comparacion de la reactividad de un ensayo conforme a la invencién con un sistema
ELISA obtenible comercialmente.

32 muestras de pacientes con infecciéon por EBV reciente (“aguda”) y 25 muestras de suero de personas con
infeccién por EBV ya transcurrida (antigua) (“past”) se ensayaron en cada caso con p18 acortado en el N-terminal
(rociado sobre tiras de nitrocelulosa, Microgen, (compdrese con tiras de antigeno de la Figura 4) y un ELISA comercial
(razén social Sorin) con antigeno p18-VCA convencional.

En los dos diagramas se han representado en cada caso, uno frente a otro, los DO de ambos ensayos; eje-x -
intensidad de la banda con el pl8 acortado en el N-terminal; eje Y - valores del ELISA con p18 completo. Los
valores DO del ELISA se obtuvieron por medio de un “ELISA-reader” corriente y se sitdan entre 0 y 3,0; las tiras de
nitrocelulosa con el p18 acortado en el N-terminal se introdujeron por escaner y la intensidad de la banda se determing
mediante un programa de “software”; la escala abarca en este caso valores de 0 a 200. Las dos lineas adicionales
representan los correspondientes limites de corte (cut-off).

La Figura 6 muestra la correlacion de la reactividad de p18 en diferentes formatos de ensayo.

Los resultados del ensayo de sueros con infecciones recientes y ya transcurridas del Ejemplo 4 (Figura 5) se
examinaron adicionalmente en ensayos en tiras con VCA-p18 convencional (razén social Viramed) y los resultados se
correlacionaron con los valores del VCA-ELISA vy la reactividad con el p18 acortado en el N-terminal.

La evaluacién grafica tuvo lugar de forma parecida que en el ejemplo descrito anteriormente: eje-x - con los valores
DO del ELISA (de 0 a 3,0); eje Y - con reactividades de p18 de las dos ensayos en tiras (circulos abiertos - razén social
Viramed con p18 completo; puntos - antigeno de p18 acortado en el N-terminal).

Los siguientes ejemplos explican con mds detalle la invencion.

Ejemplo 1

Representacion recombinante de antigeno p18 completo y antigeno pl8 acortado en el N-terminal

Como ejemplo de un p18 acortado en el N-terminal se describe la clonacién por expresién de un antigeno, al cual,
frente al p18 viral completo, le faltan 30 aminoécidos en el N-terminal.

9
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La zona que codifica los aminodcidos 31-176 del antigeno p18 se amplificé mediante PCR y los correspondientes
cebadores se amplificaron a partir de oligonucledtidos procedentes de ADN-EBV aislado (cepa B95-8).

(Marco de seleccion BFRF3; datos de la secuencia segiin anotacion del banco de genes).

Cebador del p18 completo:

Cebador 5°:

GAG GGA TCC ATC ATG AAA CGC CGG CTG CCC AAG CCC ACC (SEQID NO:3)
Cebador 3’:

CGC CTG CAG TTA CTG TTT CTT ACG TGC CCC GCG (SEQ ID NO:4)

Cebador del p18 acortado:

Cebador 5°:

GAG GGA TCC CTG AAC CAG AAT AAT CTC CCC (SEQ ID NO:5)

Cebador 3’:

CGC CTG CAG TTA CTG TTT CTT ACG TGC CCC GCG (SEQ ID NO:6)

Los nucleédtidos en letra negrilla corresponden a secuencias que codifican p18; los nucledtidos en letra cursi-
va representan puntos de corte de las enzimas de restriccién, que fueron empleadas para otras etapas de clonacién

(GGATCC - BamHI; CTGCAG - Pst I).

Los PCR se llevaron a cabo en tandas de 100 ul segiin métodos estdndar y tampones estdndar (94°C desnaturaliza-
cién 1 min; 55°C unién del cebador 1 min; 72°C sintesis 1 min; en total 40 ciclos).

Después de examinar los productos de PCR a tamaifio real en la electroforesis en gel (aproximadamente 530 nt
para p18 completo y aproximadamente 440 nt para p18 acortado) se purificaron y desalificaron los dos mediante
métodos convencionales, se cortaron a continuaciéon mediante BamHI y Pstl y, finalmente, se insertaron en los puntos
correspondientes del vector de expresién pDS1.

pDS1 es un vector con resistencia a la ampicilina y un promotor-lac optimizado, y, a continuacidn, inicio de la
traslacion con el BamHI y Pst 1 en puntos que proporcionan una correcta traslacién de los productos de PCR en el
marco de seleccidn correcto.

También son adecuados otros sistemas de expresion.

Para fines comparativos, finalmente se inserté ademds el fragmento que codifica el p18 completo en el vector
comercial pQE30 (QIAGEN).

Después de la transformacion, clones de E. coli se indujeron con pldsmido de expresion e injertos correctos segin
métodos estandar y los lisados se analizaron por electroforesis SDS en gel y subsiguiente tincion con Comassie.

Ambas tandas muestran una clara expresion de p18 o, respectivamente, de derivado de p18, recombinante. El p18
completo posee un peso molecular de aproximadamente 22 kDa, la proteina acortada en 30 aminoacidos en posicién
N-terminal posee un tamafio de aproximadamente 18 kDa con un rendimiento de expresion algo reducido.

La expresiéon pQE30 del p18 completo se sitia en cuanto a rendimiento en un intervalo parecido, el producto es
algo mayor (Fig. 2) en virtud de los radicales histidina adicionalmente presentes.

Ejemplo 2
Comparacion de la reactividad de p18 completo con antigeno pl8 acortado en el N-terminal

Los lisados de los clones con p18 completo, asi como con p18 acortado, se separaron de nuevo por electroforesis
en gel, fueron transferidos sobre nitrocelulosa y, a continuacidn, se examinaron en cuanto a su reactividad con diversos

sueros EBV-positivos.

Para ello, las membranas de nitrocelulosa se incubaron con sueros diluidos 1:100 y los anticuerpos especificos se
hicieron visibles con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa y subsiguiente reaccién con colorante.

10
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Los tampones, las diluciones y los tiempos de incubacidn se llevaron a cabo andlogamente al EBV-Western Blot
“recomBlot EBV”, desarrollado por Microgen.

Se pueden aplicar igualmente otros procesos Western Blot o procedimientos de tincion.
En cada caso, se someti6 a ensayo un suero después de una infeccién reciente (de hace aproximadamente 3 se-
manas), asi como uno con infeccién que tuvo lugar hace mucho tiempo (aproximadamente hace 1,5 afios) (Figura

3).

Sorprendentemente, se pone de manifiesto aqui que el antigeno pl8 completo, en comparacién con la version
acortada, presenta claras diferencias de reactividad:

en el caso de una infeccidn que tuvo lugar hace tiempo, ambas variantes de antigeno reaccionan aproximadamente con
igual potencia; sin embargo, en el caso de sueros de infecciones recientes sélo el antigeno p18 completo muestra una
clara reaccion.

Con ello resulta un segundo marcador (junto a EBNA-1), el cual se puede utilizar para la situacién en el tiempo de
una infeccién por EBV.

Ejemplo 3
Comparacion de la reactividad con ensayos de “Immunodots”, obtenibles comercialmente

La variante acortada del antigeno p18 se expreso en cantidades mayores y se purific6 mediante métodos conven-
cionales; esencialmente, las etapas eran en este caso:

- lisis de las células de E. coli inducidas con el producto de expresion;

- separacién por centrifugacion de p18 en forma de cuerpos de inclusion (inclusién bodies) insolubles;

lavado del grano (pellet) insoluble con diversos detergentes no i6nicos;

- disolucién de los granulos restantes con el p18 en tampén urea 8§ M.

- diferentes cromatografias de intercambio i6nico: DEAE, Q-sefarosa, S-sefarosa (todos Pharmacia).
La proteina se puede obtener asi con una pureza > 99%.

De forma alternativa, también se pueden utilizar otros procedimientos de purificacidn o series de etapas en colum-
na. En el caso de utilizar el producto pQE30-p18 se puede aprovechar también, especialmente la unién selectiva a
columnas de quelato de niquel.

El producto purificado se examiné en un “line assay” en cuanto a su reactividad con anticuerpos de individuos
infectados por EBV. Para ello, el producto junto con otros antigenos EBV recombinantes (EBNA-1, p23-VCA, p138-
EA, p54-EA) se aplicé en lineas estrechas sobre membranas de nitrocelulosa mediante una denominada aguja de
delineante (isoflow, razén social Imagene Inc.) y, a continuacién, se sigui6 procesando en tiras de ensayo (saturacién
de puntos sin unir en la membrana, aplicacién de marcaciones, cortado en tiras estrechas). El principio del ensayo
del “line assay” corresponde al inmunoensayo obtenible comercialmente “recomLine EBV IgG” de la razén social
Microgen (articulo n°® 4572).

Las tiras se ensayaron con sueros de infecciones por EBV recientes e infecciones ya transcurridas. Para ello, las
tiras se incubaron con suero diluido a 1:100. Después de lavar tres veces, siguié una incubacién con anti-IgG-humano
(conjugado de peroxidasa de rdbano). Después de nuevos lavados (por triplicado) se incubd con solucién sustrato de
TMB. Tan pronto como se pudo ver la banda de control “cut off”, se separé la solucidn sustrato y las tiras se lavaron
con agua. Una reaccién se considera como positiva, cuando la intensidad de una banda es igual o mayor que la de la
banda de control cut off. Por consiguiente, un péptido reacciona con un anticuerpo cuando se obtiene una intensidad
de banda igual al valor del “cut off” o superior al valor del “cut off”’. Ninguna reaccién o una reaccién débil significa
ninguna banda o una banda con una intensidad situada por debajo del valor del “cut off”. En este ensayo, un valor del
cut off se define por el hecho de que la débil intensidad de tincién de una denominada banda de control sobre la tira
(“banda de “cut off”) se utiliza como valor limite para el dictamen de la reactividad de las bandas de antigenos (véase
por ejemplo el inmunoensayo “recomLine EBV IgG” de la razén social Microgen, anteriormente citado). La débil
tincion de la banda “cut off” es siempre igual en todas las actuaciones y muestras de pacientes debido a la utilizacién
de determinados reactivos.

Como comparacién, se llevé a cabo un ensayo de tira, comercial de la razén social Viramed, Planegg (EBV-

ViraStripe), el cual es muy parecido a la tira descrita anteriormente, pero que en parte presenta otros antigenos de
EBY, entre ellos también un p18 completo.

11
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Tal como se desprende claramente de las tiras inmuno-coloreadas de la Figura 4, el p18 completo (a la derecha) y,
respectivamente, el p18 acortado en el N-terminal (a la izquierda) se reconocen igual de bien en los dos ensayos de
sueros con infeccidn por EBV ya transcurrida, las reactividades se parecen mucho. Por el contrario, més clara es la
diferencia en el caso de los sueros de infectados recientes por EBV:

En el caso del ensayo comparativo con p18 convencional esto se reconoce con mds o menos intensidad en todos
los casos; en las tiras con el antigeno p18 acortado no se encuentra una reaccidon en ninguno de los casos recientes.

Esto confirma de nuevo la validez y fiabilidad del p18 modificado para una interpretacion del estatus del EBV.
Ejemplo 4
Comparacion de la reactividad con un sistema ELISA adquirible comercialmente

32 muestras de pacientes con infeccién por EBV reciente (“aguda”) y 25 muestras de suero de personas con
infeccién por EBV ya transcurrida (antigua) (“past”) se ensayaron en cada caso con el p18 acortado del Ejemplo 3
(rociado sobre tiras de nitrocelulosa, line assay p18) y un ELISA comercial (antigeno de la cdpside Epstein-Barr ETI-
VCA-G; razén social DiaSorin) con antigeno VCA convencional (Figura 5).

En los dos diagramas se han representado en cada caso, uno frente a otro, los DO de ambos ensayos; el eje-x -
corresponde a la intensidad de la banda con el p18 acortado; el eje Y - corresponde a los valores del ELISA con p18
completo.

Los valores DO del ELISA se obtuvieron por medio de un ELISA-reader corriente y se sitdan entre 0 y 3,0; las
tiras de nitrocelulosa con el p18 acortado se obtuvieron por escaner y la intensidad de la banda se determiné mediante
un programa de “software”; la escala abarca en este caso valores de 0 a 200.

Las dos lineas adicionales representan los correspondientes limites de corte (cut-off).
Claramente se pueden reconocer las diferencias de reactividad:

En el caso de las infecciones que tuvieron lugar hace tiempo la distribucién de la reactividad se parece en gran
medida - los sueros altamente positivos en uno de los ensayos se reconocen en el otro generalmente también como
fuertemente positivos - es decir, en el caso de infecciones ya pasadas, el antigeno ELISA y el p18 acortado reaccionan
de forma muy parecida.

Drasticamente diferente es el cuadro en el caso de infecciones recientes: en los valores del ELISA - como también
en el caso de infecciones que tuvieron lugar hace tiempo - aparecen todos los valores entre el limite “cut off” y
el altamente positivo (DO 3,0); no se puede reconocer diferencia alguna con el cuadro del caso de infecciones ya
transcurridas.

Sin embargo, los valores DO del p18 acortado se sitiian en su mayor parte por debajo del limite del cut-off y s6lo
en dos casos en la zona débilmente positiva. Esto demustra de forma muy contundente la diferente reactividad del p18
acortado en el caso de infecciones recientes e infecciones ya transcurridas.

Ejemplo 5
Examen comparativo de la reactividad del p18 en diferentes formatos de ensayo

En un estudio ulterior se examinaron adicionalmente infecciones recientes e infecciones ya transcurridas del Ejem-
plo 4 en ensayos en tiras con VCA-p18 convencional (razén social Viramed) y se correlacionaron los resultados con
los valores del VCA-ELISA y de la reactividad con el p18 acortado del Ejemplo 3 (Figura 6).

La evaluacioén gréfica se efectué de forma parecida a como se describe en el ejemplo anterior:

sobre el eje X se indican los valores DO del ELISA (de O - 3,0); el eje Y corresponde a las reactividades de p18 de las
dos ensayos en tiras (circulos abiertos - p18 completo (razén social Viramed), puntos - antigeno p18 acortado).

En el cuadro de los sueros con infecciones ya transcurridas, todos los sueros son - como se esperaba - positivos en
ELISA y al mismo tiempo también son reactivos en los dos ensayos en tiras, es decir el formato del ensayo no tiene
influencia.

En el caso de sueros de infecciones recientes se pone nuevamente de manifiesto, sin embargo, la reactividad
totalmente diferente del p18 acortado: los valores del ELISA se dispersan - tal como se esperaba - en la zona del
cut off hasta el muy reactivo; el mismo dibujo poseen los sueros en el ensayo en tiras con el pl18 completo; por el
contrario el antigeno p18 acortado estd en la zona negativa o - en el caso de dos muestras - en la zona débilmente
positiva.
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Esta evaluacién confirma nuevamente de forma muy univoca la incapacidad de los sistemas de ensayo de EBV
disponibles hasta el momento para diferenciar una infeccién ya transcurrida y una reciente con un marcador VCA.
Mediante las medidas descritas, un antigeno p18 modificado (acortado en el N-terminal) puede realizar esta diferen-
ciacion.

Con ello, en el caso de la utilizacién del p18 acortado, se ha encontrado en la mayoria de los casos otro seguro
marcador para el diagnéstico de una infeccidn reciente, el cual en combinacién con los conocidos marcadores de EBV
puede aportar una sensible mejora y seguridad en la interpretacion del estado serolégico de EBV.
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REIVINDICACIONES

1. Péptido que se ha derivado del antigeno viral p18 del virus de Epstein-Barr, y que reacciona con anticuerpos de
individuos con infeccién con virus de Epstein-Barr que tuvo lugar hace tiempo, pero no reacciona, o débilmente, con
anticuerpos de individuos con infeccién aguda por virus de Epstein-Barr o que tuvo lugar recientemente, caracteriza-
do porque frente al antigeno viral p18 estd acortado en el N-terminal en 10 a 70 aminodcidos.

2. Péptido segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque presenta la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:2.

3. Péptido de fusién que comprende un péptido seglin una de las reivindicaciones 1 0 2 y uno o varios aminoacidos
mas, los cuales no corresponden con la secuencia de aminoécidos del antigeno viral p18.

4. Reactivo para diagnéstico para la deteccion de anticuerpos contra el virus de Epstein-Barr que comprende un
péptido segtin una de las reivindicaciones 1 o 2 y/o un péptido de fusién segtin la reivindicacion 3.

5. Estuche de ensayo de anticuerpos contra el virus de Epstein-Barr que comprende un péptido segiin una de las
reivindicaciones 1 o 2 y/o un péptido de fusién segin la reivindicacién 3 y/o un reactivo para diagnéstico segin la
reivindicacion 4.

6. Procedimiento para la deteccion de anticuerpos contra el virus de Epstein-Barr en una muestra, el cual consiste
en que un péptido seglin una de las reivindicaciones 1 o 2 o un péptido de fusioén segiin la reivindicacién 3 o un
reactivo para diagndstico segin la reivindicacion 4 se pone en contacto con la muestra y, a continuacion, se detectan
los complejos de antigeno-IgG-anticuerpo formados.

7. Procedimiento segin la reivindicacion 6, caracterizado porque al menos un antigeno adicional del EBV se pone
en contacto con la muestra y, a continuacion, se detectan los complejos de antigeno-anticuerpo formados.

8. Procedimiento segtin la reivindicacién 7, caracterizado porque el otro antigeno de EBV reacciona con anticuer-
pos de individuos con infeccién aguda por EBV o que tuvo lugar recientemente.

9. Procedimiento segtin la reivindicacion 8, caracterizado porque el otro antigeno de EBV se selecciona del grupo
constituido por los antigenos virales del EBV p18, 023, p72, p138 y p54.

10. Utilizacién de un antigeno modificado de la cdpside viral del virus de Epstein-Barr, para la determinacion en
una muestra a analizar, si

a) existe una infeccién aguda por EBV o una que tuvo lugar recientemente, o
b) una infeccién ya transcurrida o que tuvo lugar hace mds tiempo,

caracterizada porque el antigeno de la capside viral, modificado, es un péptido segiin una de las reivindicaciones 1 o
2.

11. Vector o plasmido que contiene un 4cido nucleico, el cual codifica un péptido segiin una de las reivindicaciones
1 0 2, o un péptido de fusioén segin la reivindicacién 3, caracterizado porque por la expresién en una célula hospe-
dante adecuada se puede obtener un péptido segiin una de las reivindicaciones 1 o 2 o un péptido de fusién segtin la
reivindicacion 3.

12. Célula que contiene un vector o un pladsmido segtn la reivindicacién 11.
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