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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

DOMENIU

Prezenta dezvaluire se referd la anticorpi monoclonali anti-insecte de pat, compozitii cuprinzand astfel de
anticorpi si procedee de producere si utilizare a acestor anticorpi.

FONDUL INVENTIEI

Amploarea si numirul infestarilor cu insecte de pat in Statele Unite au crescut de peste un
deceniu. Insectele de pat se gisesc in mod obisnuit in locuinte cu mai multe unititi, cum ar fi
apartamente, cidmine, case de batrini si hoteluri, precum si in locuri publice precum teatre, transport
public si centre comerciale.

Desi insectele de pat nu sunt vectori cunoscuti ai niciunui agent patogen, existd unele dovezi ca
insectele de pat ar putea actiona ca vectori mecanici ai virusului hepatitei B (Blow si colab., J. Med.
Entomol. 38: 694-700 (2001)). Rezistenta la meticilind a Staphylococcus aureus (MRSA) si rezistenta la
vancomicind Enterococcus faecium au fost recuperate de la insectele de pat asociate cu o persoand fara
adapost (Lowe si colab., Emerg. Infect. Dis. 17: 1132-1134 (2011)).

Strategiile de detectare utilizate in prezent includ:

- Detectare vizuald: Verificarea personald a saltelelor si a cearsafurilor de pat, a tapiteriei si a
covoarelor pentru plosnite, exoschelete sau picdturi fecale necesitd timp si este adesea complicatd de
adaposturi criptice, inaccesibile;

- Detectare canini: Rezultatele la cainii care adulmecd plosnite sunt foarte variabile. Succesul
depinde de ciine si dresor si de tipul de antrenare si recompensd. Detectarea canind produce un numar
inacceptabil de mare de fals pozitiv, iar vizibilitatea sa duce la relafii publice neplicute;

- Monitoare active sau pasive. Monitoare active - cum ar fi Verifi® de la FMC, CDC3000® de la
Stern Environmental sau NightWatch® de la BioSensory, Inc. - se bazeazi pe amestecuri personalizate de
feromoni sau dioxid de carbon, pentru a atrage plosnitele de pat intr-o capcani. Monitoare pasive, cum ar
fi ClimbUp® Insect Interceptor, sunt plasate 14ngd o persoand adormiti si folosesc cildura si dioxidul de
carbon ale acelei persoane pentru a atrage si a prinde plosnitele de pat. Eficacitatea monitoarelor active si
pasive depinde de densitatea populafiei de plosnife si poate rata sau subestima introducerile mici de
insecte. Majoritatea monitoarclor au, de asemenca, 0o amprentd inacceptabil de mare, necesitd personal
special instruit si costd prea mult. In plus, ambele strategii implici de fapt gestionarea plosnitelor moarte,
pe care majoritatea oamenilor le considerd neplicute;

Alte aborddri ale detectirii plosnitelor includ:

- Reactia in lant a multiplex polimerazei (PCR) pentru a distinge oudle de plosnite sau fragmentele
de insecte din locuintele umane. Aceasti tehnicd depinde de recuperarea fizicd a oudlor sau a
fragmentelor de insecte si de procesarea lor folosind reactivi si tehnici standard de biologie moleculard
(Szalanski si colab., J. Med. Entomol. 48: 937-940 (2011));

- Microextractia probelor de aer pentru a identifica doi feromoni volatili bine caracterizati, (E)-2-
hexenal si (E)-2-octenal, prin cromatografie in gaz si spectrometrie de masd (Eom si colab., Anal Chim
Acta 716: 2-10 (2012));

- Utilizarea senzorilor de infrarosu, microfoanelor si a unui senzor piezoelectric pentru a detecta
locomotia (Mankin si colab., J. Econ. Entomol. 103: 1636-1646 (2010));

- Detectarea nitroforinei, un antigen salivar specific plosnitei de pat (brevet U.S. Nr. 7.743.552);

- Detectarea antigenelor din singele uman in excretiile de plosnite (brevet U.S. Nr. 8.460.890); si

- Detectarea antigenelor plosnifelor de pat de citre anticorpi policlonali (publicatia U.S. Nr.
2015/0064727).

Numirul de optiuni de detectare disponibile este limitat si este nevoie de o metodd de detectare
convenabild, usor de utilizat, care detecteazd rapid, reproductibil, eficient si direct plosnitele de pat. Spre
deosebire de abordarile anterioare, prezenta inventie furnizeazi anticorpi monoclonali care satisfac
nevoia.

REZUMAT

Prezenta inventie se referd la un anticorp monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul
depus la American Type Culture Collection (ATCC) cu numarul de acces PTA-122644 [BB2], sau un
fragment al acestuia de legare la antigen.

Prezenta inventie se referd la un anticorp monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul
depus la ATCC sub numdirul de Acces PTA-122645 [BB7] sau un fragment al acestuia de legare la
antigen.
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Prezenta inventie se referd la un anticorp monoclonal conjugat sau un fragment conjugat de
legare la antigen care cuprinde oricare dintre anticorpii monoclonali anti-insecte de pat sau fragmentele
de legare la antigen ale inventiilor de mai sus si un agent de detectare. in anumite variante de realizare,
agentul de detectare este o etichetd enzimaticd, o marcare radioactiva, un fluorofor, un cromofor, un agent
de imagisticd, un metal, un ion metalic, aur coloidal sau nanoparticule de aur. In anumite variante de
realizare, anticorpul monoclonal conjugat sau fragmentul de legare la antigen conjugat cuprinde un
anticorp monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub Numdrul de acces
PTA-122644 [BB2] sau un fragment de legare la antigen al acestuia. In anumite variante de realizare,
anticorpul monoclonal conjugat sau fragmentul de legare la antigen conjugat cuprinde un anticorp
monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub Numadrul de acces PTA-122645
[BB7] sau un fragment de legare la antigen al acestuia.

Prezenta inventie se referd la o compozitie care cuprinde oricare dintre anticorpii monoclonali
anti-insecte de pat sau fragmente de legare la antigen, sau anticorpi conjugati sau fragmente conjugate de
legare la antigen ale inventiilor sau realizirilor de mai sus, sau o combinatic a acestora. In anumite
variante de realizare, compozitia cuprinde un anticorp monoclonal anti-plosniti de pat produs de
hibridomul depus la ATCC sub Numir de acces PTA-122644 [BB2] si un anticorp monoclonal anti-
plosniti de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub Numir de acces PTA-122645 [BB7]. in anumite
variante de realizare, compozitia cuprinde un anticorp monoclonal anti-plosnitd de pat produs de
hibridomul depus la ATCC sub Numirul de Acces PTA-122644 [BB2] si un anticorp conjugat care
cuprinde anticorpul monoclonal anti-plosnitd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub numarul de
acces PTA-122645 [BB7] si un agent de detectare. In anumite variante de realizare, compozitia cuprinde
un anticorp monoclonal anti-plosnitd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub Numirul de Acces
PTA-122645 [BB7] si un anticorp conjugat care cuprinde anticorpul monoclonal anti-plosnitd de pat
produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] si un agent de detectare.

Prezenta inventie se referd la o trusd care cuprinde oricare dintre inventiile sau variantele de
realizare de mai sus, sau 0 combinatie a acestora.

Prezenta inventie se referd la un hibridom capabil sd producid un anticorp monoclonal anti-
insectd de pat, in care hibridomul este depus la ATCC cu numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau in
care hibridomul este depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122645 [BB7].

Prezenta inventie se referd la o celuld izolatd care produce un anticorp monoclonal anti-insecta
de pat sau un fragment de legare la antigen din oricare dintre inventiile de mai sus.

Prezenta inventie se referd la o metodd de producere a unui anticorp monoclonal anti-plosnitd de
pat sau a unui fragment de legare la antigen al oricdreia dintre inventiile de mai sus, cuprinzind cultivarea
unei celule izolate care produce anticorpul monoclonal anti-insectd de pat sau fragmentul de legare la
antigen si izolarea anticorpului sau fragmentului de legare a antigenului din celula cultivata.

Prezenta inventie se referd la o metoda de detectare a plosnitelor de pat, care cuprinde punerea in
contact a unei probe care cuprinde un antigen de plosnitd de pat cu oricare dintre anticorpii monoclonali
anti-plosnite, fragmente de legare la antigen, anticorpi conjugati sau fragmente de legare la antigen
conjugat sau compozitii din inventiile sau variantele de mai sus, sau o combinatie a acestora, si detectarea
legarii antigenului de plosnita de pat la anticorpul monoclonal anti-insectd de pat sau fragmentul de legare
la antigen, anticorpul conjugat sau fragmentul de legare la antigenul conjugat, compozitia sau combinatia
acestora. In anumite variante de realizare, proba este pusi in contact cu un anticorp monoclonal anti-
insecte de pat din oricare dintre inventiile de mai sus si un anticorp conjugat din oricare dintre inventiile
sau variantele de mai sus. In anumite variante de realizare, anticorpul monoclonal anti-plosnita de pat este
produs de hibridomul depus la ATCC sub Numadrul de acces PTA-122644 [BB2], iar anticorpul conjugat
cuprinde anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub numéirul de
acces PTA-122645 [BB7] si un agent de detectare. In anumite variante de realizare, anticorpul
monoclonal anti-plosnitd de pat este produs de hibridomul depus la ATCC sub Numdrul de acces PTA-
122645 [BB7], iar anticorpul conjugat cuprinde anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de
hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] si un agent de detectare. In anumite
variante de realizare, detectarea cuprinde efectuarea unui test de curgere laterali. in anumite variante de
realizare, metoda mai cuprinde colectarea unei probe care cuprinde antigenul de plosnitd cu un dispozitiv
de colectare si extragerea antigenelor din proba. In anumite variante de realizare, dispozitivul de colectare
este un tampon.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 arati rezultatele unui test de capturd tip sandwich folosind anticorpii monoclonali anti-plosnita
de pat BB2 si BB7. Benzile de nitrocelulozi sunt prezentate cu legarea antigenului de plosnita indicata
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prin puncte asociate cu prezenta anticorpului monoclonal BB2 sau BB7 conjugat cu aur ("Detector Ab"),
cu pH-ul anticorpului conjugat cu aur asa cum este indicat. Benzile de testare sunt indicate prin "plosnitd
de pat” pentru antigen. Benzile de control negative sunt indicate cu "niciunul” pentru antigen, cu PBS
addugat la benzi in loc de antigenul de plosnitd. Anticorpii de captare asociati cu benzile 1-3 au fost
anticorpi policlonali de iepure anti-plosnitd de pat (banda 1), anticorpul monoclonal BB2 (banda 2) si
anticorpul monoclonal BB7 (banda 3).

Figurile 2-7 aratd rezultatele unui imunotest cu flux lateral pentru probele de tampon obtinute din
nivelurile notate de infestare a plosnitelor de pat, cu nivelul 0 care nu contine plosnife si nivelul 8 care
confine cel mai inalt nivel de plosnite. Probele de tampon au fost extrase in tampon de extractie 1 care
confine 1X Tris-HCI (pH 7,6), 0,05 % NaNs, 0,1 % BSA si 0,1 % Tween-20 si dilutiile notate au fost
aplicate pe benzile de testare. "Tampon" indicd o banda de test de control negativ in care a fost aplicat
tamponul 1 in loc de o proba de tampon. Toate benzile contin o banda de control pozitiv de anticorp anti-
soarece de caprd, care este situat deasupra unei benzi de anticorpi de captare BB7 pentru legarea
antigenului de plosnitd. Dungile devin detectabile vizual numai la legarea anticorpului monoclonal BB2
de soarece conjugat cu aur la banda de control pozitiv de capra anti-soarece sau la antigenul imobilizat de
plosnite capturat de banda BB7. Linia de pe banda "Tampon" si liniile corespunzitoare de pe benzile de
testare sunt controalele pozitive care indicd legarea anticorpului de caprd anti-soarece la anticorpul
detector BB2 conjugat cu aur. Doar controalele pozitive sunt detectabile in Figura 2 din cauza absentei
antigenului. Liniile de sub liniile de control pozitiv in Figurile 3-7 indicd legarea anticorpului BB2
conjugat cu aur la antigenul imobilizat de plosnite capturat de banda BB7. Figurile 6-7 aratd murddrie si
reziduuri vizibile pentru mostrele mai putin diluate in partea de jos a benzilor de testare asociate cu
nivelurile mai ridicate de infestare a plosnitelor de pat.

Figurile 8A si 8B sunt grafice bazate pe masuritori efectuate de cititorul de benzi de testare Axxin a
probelor de tampon pentru nivelurile 2, 4 si 8 extrase in tamponul 1. In Figura 8A, "concentratia" pe axa
x este dilutia asociatd cu probele de tampon masurate, iar axa y este valoarea pentru "aria liniei de testare”
furnizati de cititorul de benzi de testare Axxin. In Figura 8B, valoarea obtinuti pentru tamponul 1 ca
martor negativ (adicd "Bo") a fost impartitd singurd pentru a produce o valoare normalizati de 1. Citirea
controlului negativ (Bo) a fost apoi impdrtita la aria liniei de testare (B) pentru fiecare diluare a probei de
testat la nivelul, unde valori mai mici sub 1 sugereazi cantitifi mai mari de antigen de plosnifd, iar
valorile de peste 1 indica absenta antigenului de plosnita.

Figurile 9-11 aratd rezultatele unui imunotest cu flux lateral pentru probele de tampon obtinute din
nivelurile notate de infestare a plosnitelor de pat. Probele de tampon au fost extrase in tampon de extractie
2 care contine 1X Tris-HCI (pH 7,6), 0,05 % NaN3, 0,1 % BSA si 0,2 % Tween-20 si dilutiile notate au
fost aplicate pe benzile de testare. Figura 11 prezintd murdarie vizibild si reziduuri pentru probele mai
putin diluate in partea de jos a benzilor de testare asociate cu nivelurile mai ridicate de infestare a
plosnitelor de pat. Etichetarea benzilor si interpretarea rezultatelor sunt cele descrise pentru Figurile 2-7.
Figurile 12A si 12B sunt grafice bazate pe misuritori efectuate de cititorul de benzi de testare Axxin a
probelor de tampon pentru nivelurile 4, 5 si 8 extrase in tamponul 2. Etichetarea graficelor este asa cum
este descrisd pentru Figurile 8A si 8B.

Figurile 13-17 aratd rezultatele unui imunotest cu flux lateral pentru probele de tampon obtinute din
nivelurile notate de infestare a plosnitelor de pat. Probele de tampon au fost extrase in tampon de extractie
3 care contine 1X Tris-HCI (pH 7,6), 0,05 % NaN3, 0,25 % BSA 51 0,1 % Tween-20 si dilutiile notate au
fost aplicate pe benzile de testare. Figurile 16-17 aratd murddrie si reziduuri vizibile pentru mostrele mai
putin diluate in partea de jos a benzilor de testare asociate cu nivelurile mai ridicate de infestare a
plosnitelor de pat. Etichetarea benzilor si interpretarea rezultatelor sunt cele descrise pentru Figurile 2-7.
Figurile 18A si 18B sunt grafice bazate pe misuritori efectuate de cititorul de benzi de testare Axxin a
probelor de tampon pentru nivelurile 2, 5 si 8 extrase in tamponul 3. Etichetarea graficelor este asa cum
este descrisd pentru Figurile 8A si 8B.

Figurile 19A si 19B sunt grafice bazate pe misuritori efectuate de cititorul de benzi de testare Axxin care
aratd o comparatie a rezultatelor pentru probele de tampon de nivel 8 extrase in tampoanele 1, 2 si 3.
Etichetarea graficelor este asa cum este descrisd pentru Figurile 8A si 8B.

Figura 20 cste un grafic bazat pe misuritori efectuate de cititorul de benzi de testare Axxin pentru noud
replici ale tamponului de extractie 1 ca martor negativ si noud replici fiecare dintre dilutiile 1/2048, 1/512
si 1/128 pentru probe de tampon de nivel 7 extrase in tamponul 1. Axa x indicd cele noud replici prin

numdr de "proba"; axa y este cea descrisd pentru Figura 8A.

DESCRIERE DETALIATA
Aici sunt furnizati anticorpi monoclonali si fragmente de legare la antigen ale acestora care se
leagd la un antigen de plosnitd, compozifii si truse care cuprind anticorpi si fragmente de legare la
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antigen, hibridoame, celule izolate capabile si produci anticorpi si fragmente de legare la antigen, metode
de producere de anticorpi si fragmente de legare la antigen si metode de utilizare a anticorpilor si
fragmente de legare a antigenului in detectarea plosnitelor de pat.

Terminologie

Asa cum este utilizat aici, termenul "plosnitd de pat" se referd la oricare specie Cimex sau tulpind
a acesteia.

Termenii "anticorp” si "anticorpi” sunt termeni din domeniu si pot fi utilizati aici interschimbabil
pentru a se referi 1a o moleculd sau molecule cu un situs de legare la antigen care leagd in mod specific un
antigen.

Termenul "anticorp monoclonal” se referd la o populatic omogena de anticorpi implicatd in
recunoasterea specificd si legarea unui singur determinant antigenic, sau epitop. Acest lucru este in
contrast cu anticorpii policlonali care includ in mod tipic anticorpi diferiti directionati impotriva diferitilor
determinanti antigenici. Mai mult, "anticorp monoclonal" se refera la astfel de anticorpi fabricati in orice
numar de moduri, incluzind, dar fira a se limita la, prin hibridom, selectie de fagi, expresie recombinati
si animale transgenice.

Termenul "fragment de legare la antigen" se referd la o portiune a unui anticorp care este
capabila sd se lege specific 1a un antigen. Exemplele de fragmente de anticorpi includ, dar nu se limitcaza
la, fragmente de regiune variabild de lan{ greu, fragmente de regiune variabild de lant usor, Fab, Fab',
F(ab")2, fragmente scFv, fragmente Fv, anticorpi liniari, anticorpi cu lant unic, anticorpi multispecifici,
minicorpi, diacorpi, triacorpi si tetracorpi.

Termenii "regiune variabild" sau "domeniu variabil" sunt termeni tehnici si pot fi utilizati in mod
interschimbabil aici pentru a se referi la o porfiune a unui anticorp care diferd mult ca secventd intre
anticorpi si este utilizatd in legarea si specificitatea unui anumit anticorp pentru antigenul special al
acestuia. Regiunile variabile ale lantului greu si usor constau fiecare din patru regiuni cadru (FR)
conectate prin trei regiuni de determinare a complementarititii (CDR), cunoscute si ca regiuni
hipervariabile. CDR-urile din fiecare lant contribuic la formarea situsului de legare la antigen al
anticorpilor.

Termenul "se leaga specific” se referd la molecule care se leagid la un antigen (de ex., epitop sau
complex imun) ca o astfel de legare este infeleasd de un specialist in domeniu. De exemplu, o moleculd
care se leagd specific la un antigen se poate lega la alte peptide sau polipeptide, in general cu afinitate mai
mica, determinati de: de ex., imunoteste, BIAcore®, instrument KinExA 3000 (Sapidyne Instruments,
Boise, ID) sau alte teste cunoscute in domeniu.

Asa cum este utilizat aici, termenul "detectare” cuprinde detectarea cantitativa si calitativa.

Asa cum este utilizat aici, termenul "cantitate eficientd" se refera la cantitatea care realizeazd un
efect dorit.

Asa cum sunt utilizati aici, termenii "celuld gazdd" si "celula" pot fi utilizati interschimbabil si se
pot referi la orice tip de celuld, de ex., o celuld primard, o celuld in culturd sau o celuld dintr-o linie
celulard, incluzand un hibridom.

Un anticorp, un fragment de legare la antigen, o celuld gazda si o celuld la care se face referire
aici include forme "izolate" care au fost separate sau recuperate dintr-o componenti a mediului lor nativ,
cum ar fi separarea sau indepdrtarea de contaminanti care ar interfera cu utilizarile anticorp, fragment de
legare la antigen, celuld gazda sau celuld, in care astfel de contaminanti pot include enzime, hormoni si
alte materiale proteice sau neproteice.

Anticorpi monoclonali, compozitii, truse, hibridoame, polipeptide, polinucleotide, vectori, celule si
metode de producere

Prezenta inventie se referd la un anticorp monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul
depus la American Type Culture Collection (ATCC) cu numérul de acces PTA-122644, sau un fragment
de legare la antigen al acestuia. Anticorpul monoclonal anti-insectd de pat desemnat aici ca BB2 este
produs de hibridomul depus 1a ATCC cu numérul de acces PTA-122644.

Prezenta inventie se referd la un anticorp monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul
depus la ATCC sub Numadrul de Acces PTA-122645, sau un fragment al acestuia de legare la antigen.
Anticorpul monoclonal anti-insectd de pat desemnat aici ca BB7 este produs de hibridomul depus la
ATCC cu numirul de acces PTA-122645.

Aici sunt dezvaluite un anticorp monoclonal sau un fragment de legare la antigen al acestuia care
cuprinde regiunile de determinare a complementaritdtii lanfului greu si lanfului usor (CDR) ale
anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub numdirul de acces PTA-122644 [BB2] sau
anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC sub numdrul de acces PTA-122645 [BB7] (vezi, de ex.,
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discutia despre CDR-uri in Kabat si colab., Departamentul de Sanitate si Servicii Umane din SUA,
"Sequences of Proteins of Immunological Interest” (1983), si Chothia si colab., J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987)). Metodele pentru determinarea CDR-urilor sunt binecunoscute, inclusiv o abordare bazatd pe
variabilitatea secventei intre specii (adicd, Kabat si colab. Sequences of Proteins of Immunological
Interest, (ed. a 5-a, 1991, National Institutes of Health, Bethesda, MD)), si o abordare bazata pe studii
cristalografice ale complecsilor antigen-anticorp (Al-lazikani si colab., J. Molec. Biol. 273:927-948
(1997)). In plus, combinatiile acestor doud abordari pot fi utilizate pentru a determina CDR-urile. De
asemenea, CDR-urile pot fi determinate in conformitate Lefranc M-P si colab., The Immunologist 7: 132-
136 (1999); Lefranc M-P, si colab., Nucleic Acids Res 27: 209-212 (1999); MacCallum RM si colab., J.
Mol. Biol. 262: 732-745 (1996); Martin A. "Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody
Variable Domains", in Antibody Engineering, Kontermann and Diibel, ed., Capitolul 31, p. 422-439,
Springer-Verlag, Berlin (2001); si software-ul de modelare a anticorpilor AbM de la Oxford Molecular
(Oxford Molecular Group, Inc.).

In anumite aspecte ale dezviluirii, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia
cuprinde regiunile variabile ale lantului greu si usor ale anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC
sub numdrul de acces PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC sub
Numirul de Acces PTA-122645 [BB7]. In general, o regiune variabila este situatd la aproximativ 110
pani la 120 de aminoacizi amino-terminali in lanful greu matur si aproximativ 90 pand la 115 aminoacizi
in lantul usor matur.

In anumite aspecte ale dezviluirii, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen al acestuia
cuprinde lanfurile grele si usoare ale anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub numarul de
acces PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC sub numérul de acces
PTA-122645 [BB7]. Fiecare lant greu cuprinde o regiune variabild a lantului greu si o regiune constantd a
lantului greu. Regiunea constanta a lanfului greu cuprinde trei domenii, CH1, CH2 si CH3. Fiecare lant
usor cuprinde o regiune variabild a lanfului usor si o regiune constantd a lanfului usor. Regiunea constanti
a lantului usor cuprinde un domeniu (CL1).

Anticorpii monoclonali ai dezviluirii pot include, dar nu se limiteaza la, anticorpi produsi
recombinant, anticorpi umani, anticorpi umanizati, anticorpi himerici, anticorpi multispecifici, cum ar fi
anticorpi bispecifici, proteine de fuziune care cuprind o portiune de determinare a antigenului unui
anticorp si orice alte modificari de moleculd de imunoglobulind cuprinzind un situs de recunoastere a
antigenului atita timp cit anticorpii prezintd activitatea doritd. Anticorpii pot fi de orice tip (de ex., IgG,
IgE, 1gM, IgD, IgA sau IgY), orice clasd (de ex., 1gGi, 1gG2, 1gGs, 1gGa, IgA;, sau IgAs), sau orice
subclasd (de ex., 1gGsa sau IgGay) a moleculei de imunoglobulind. Tehnicile pentru producerea de
anticorpi vor fi evidente pentru un specialist in domeniu.

Anticorpii monoclonali pot fi preparati, de exemplu, folosind metode de hibridome, cum ar fi
cele descrise de Kohler si Milstein, Nature 256:495 (1975). Folosind metoda hibridomului, un soarece,
hamster sau alt animal gazda adecvat este imunizat pentru a provoca producerca de citre limfocite a
anticorpilor care se vor lega in mod specific la un antigen de imunizare. Limfocitele pot fi, de asemenea,
imunizate in vitro. Dupd imunizare, limfocitele sunt izolate si fuzionate cu o linie celulard de mielom
adecvatd utilizand, de exemplu, polictilenglicol, pentru a forma celule de hibridom care pot fi apoi
selectate din limfocitele nefuzionate si celulele de mielom.

Anticorpii monoclonali pot fi, de asemenea, fabricati folosind metode de ADN recombinant asa
cum este descris in brevetul U.S. 4.816.567. Polinucleotidele care codificd un anticorp monoclonal sunt
izolate din celule B mature sau celule hibridom, cum ar fi prin RT-PCR utilizind primeri
oligonucleotidici care amplificd in mod specific genele care codificd lanfurile grele si usoare ale
anticorpului, iar secventa lor este determinatd folosind proceduri conventionale. Polinucleotidele izolate
care codificd lanturile grele si usoare sunt apoi clonate in vectori de expresic adecvati, care permit
generarea de anticorpi monoclonali atunci cand sunt transfectate in celule gazda, incluzind, dar fara a se
limita la, celule de E. coli, celule COS simiene, celule ovariene de hamster chinezesc (CHO) sau celule de
mielom. De asemenea, anticorpii monoclonali recombinanti sau fragmente ale acestora din speciile dorite
pot fi izolati din bibliotecile de prezentare a fagilor care exprimd CDR-urile speciilor dorite (vezi, de ex.,
MecCafferty si colab., Nature 348:552-554 (1990); Clackson si colab., Nature 352:624-628 (1991); si
Marks si colab., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991)).

Fragmentele de legare la antigen ale inventiei pot fi produse prin orice metodd cunoscutd si
includ o portiune dintr-un anticorp care este capabil si se lege in mod specific la un antigen. Exemplele
de fragmente de anticorpi includ, dar nu se limiteaza la, fragmente de regiune variabild de lant greu,
fragmente de regiune variabild de lant usor, Fab, Fab', F(ab")2, fragmente scFv, fragmente Fv, anticorpi
liniari, anticorpi cu un singur lan{, anticorpi multispecifici, minicorpi, diacorpi, triacorpi si tetracorpi
(vezi, de ex., Hudson si Souriau, Nature Med. 9: 129-134 (2003) si brevetul U.S. 5.641.870). In mod
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traditional, aceste fragmente sunt derivate prin digestia proteoliticd a anticorpilor intacti (vezi, de ex.,
Morimoto si colab., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1993)); Brennan si
colab., Science 229:81 (1985)). In anumite variante de realizare, fragmentele de anticorpi sunt produse
recombinant. De exemplu, fragmentele de anticorpi pot fi exprimate in si secretate din E coli sau alte
celule gazda, permitind astfel producerea unor cantitifi mari de fragmente. Astfel de fragmente de
anticorpi pot fi, de asemenea, izolate din bibliotecile de anticorpi fagi. Alte tehnici pentru producerea de
fragmente de anticorpi vor fi evidente pentru specialistul in domeniu.

In anumite variante de realizare, oricare dintre anticorpii mentionati mai sus sau fragmentele
acestora de legare la antigen este capabil sa se lege la un antigen de plosnite de pat intr-un lizat de
plosnite intregi sau un extract de hartie de colectare care cuprinde material rezidual de plosnite de pat.
Metodele de producere a lizatelor de plosnite intregi si a extractelor de hartie de colectare cuprinzand
deseuri de plosnite de pat vor fi evidente pentru specialistul in domeniu, pe baza tehnicilor de extractie
cunoscute si a metodelor dezvaluite in Exemplul 1. Plosnitele intregi includ nimfe, masculii si/sau
femelele pot fi obtinute dintr-o zond de infestare sau dintr-o colonie de plosnite de pat mentinuta
experimental sau comercial si pot include orice specii Cimex sau tulpini, inclusiv, dar fira a se limita la,
Cimex lectularius si tulpina Harlan. Hartia de colectare care cuprinde deseurile de plosnite de pat poate
include excremente de plosnite si/sau tesuturi, de exemplu, si poate fi obtinutd din surse comerciale, asa
cum s-a discutat in Exemplul 1.

De asemenea, aici este dezvaluit un mutant al anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC
cu numarul de acces PTA-122644 [BB2] sau de anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC sub
numarul de acces PTA-122645 [BB7]. Mutantii pot confine, de exemplu, mutatii de substitufie
conservatoare, adici substitutia unuia sau mai multor aminoacizi cu aminoacizi similari. De exemplu,
substitutia conservatoare se referd la inlocuirea unui aminoacid cu altul din aceeasi clasa generald, cum ar
fi, de exemplu, un aminoacid acid cu un alt aminoacid acid, un aminoacid bazic cu un alt aminoacid bazic
sau un aminoacid neutru, de un alt aminoacid neutru. Ceea ce se intenfioneazd printr-o substitufie
conservatoare a aminoacizilor este bine cunoscut in domeniu. Mutatiile pot include, de asemenea,
stergeri, insertii, inversdri si repetiri. Mutatiile pot fi introduse prin metode de biologie moleculard
generald cunoscute in domeniu, incluzind, dar fard a se limita la, PCR predispusi la erori, mutageneza
directionati pe oligonucleotide, mutageneza directionata pe situs si amestecarea lanfului greu sau usor.

De asemenea, aici este dezviluit un anticorp monoclonal sau un fragment de legare la antigen al
acestuia avand una sau mai multe caracteristici care sunt in mod substantial similare cu cele ale
anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau
anticorpul produs de citre hibridomul depus la ATCC sub numdrul de acces PTA-122645 [BBT7].
Expresia "substantial similard" asa cum este utilizatd aici denotd un grad suficient de mare de similitudine
intre doud caracteristici, astfel incat un specialist in domeniu ar considera diferenta ca fiind micd sau
deloc semnificativi biologic si/sau statistic. in anumite variante de realizare, diferenta dintre dous valori
numerice poate fi mai micd de aproximativ 15%, 10%, 5%, 2% sau 1%. Caracteristicile anticorpilor
depusi pot include una sau mai multe proprietafi, cum ar fi, dar fara a se limita la, specificitatea de legare
(de ex., valoarea Kd), determinanti/epitopi antigenici si secvente de polinucleotide sau polipeptide. in
anumite aspecte ale dezvaluirii, anticorpul monoclonal sau fragmentul de legare la antigen al acestuia are
o secventd de polinucleotidd sau polipeptidd care este de cel putin 90%-99%, cel putin 95%-99%, cel
putin 90%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99% identica cu
secventa polinucleotidicd sau polipeptidicd a anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub
numdrul de acces PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC sub numérul
de acces PTA-122645 [BB7]. In anumite aspecte ale dezviluirii, anticorpul monoclonal sau fragmentul de
legare la antigen al acestuia are una sau mai multe dintre aceleasi caracteristici ca si anticorpul produs de
hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de cétre
hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122645 [BB7]. In anumite aspecte ale dezviluirii,
anticorpul monoclonal sau fragmentul de legare la antigen al acestuia se leagd la acelasi
determinant/epitop antigenic ca si anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC cu numirul de acces
PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de cétre hibridomul depus la ATCC sub numdrul de acces
PTA-122645 [BB7].

Termenul "epitop" sau "determinant antigenic" poate fi utilizat aici in mod interschimbabil
pentru a se referi la acea porfiune a unui antigen capabild s fie recunoscuta si legatd in mod specific de
un anumit anticorp. Un epitop include de obicei cel putin 3, si mai uzual, cel putin 5 sau 8-10 aminoacizi
intr-o conformatie spatiald unicd. Un epitop poate fi, de exemplu, din aminoacizi contigui ai unei
polipeptide (epitop liniar sau contiguu) sau un epitop poate, de exemplu, si vind impreund din doud sau
mai multe regiuni necontigue ale unei polipeptide sau polipeptide (conformationale, neliniare, epitop
discontinuu sau necontiguu). Epitopul la care se¢ leagi la un anticorp poate fi determinat, de ex., prin
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spectroscopic RMN,; studii de cristalografie cu difractie de raze X, teste ELISA, schimb hidrogen/deuteriu
cuplat cu spectrometric de masd (de ex., spectrometric de masad cu clectrospray prin cromatografic
lichidd), teste de scanare a oligo-peptidelor bazate pe matrice si/sau cartografiere a mutagenezei (de ex.,
cartografierea mutagenezei dirijate pe situs). Pentru cristalografia cu raze X, cristalizarea poate fi realizata
folosind oricare dintre metodele cunoscute in domeniu (de ex., Giegé R si colab., (1994) Acta Crystallogr
D Biol Crystallogr 50(Pt 4): 339-350; McPherson A (1990) Eur J Biochem 189: 1-23; Chayen NE (1997)
Structure 5: 1269-1274; McPherson A (1976) J Biol Chem 251: 6300-6303). Anticorp: cristalele de
antigen pot fi studiate folosind tehnici bine cunoscute de difractie cu raze X si pot fi rafinate folosind
software de calculator precum X-PLOR (Yale University, 1992, distribuit de Molecular Simulations, Inc.;
vedea, de exemplu., Meth Enzymol (1985) volumele 114 si 115, eds Wyckoff HW si colab.; U.S.
2004/0014194), si BUSTER (Bricogne G (1993) Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 49(Pt 1): 37-60;
Bricogne G (1997) Meth Enzymol 276A: 361-423, ed Carter CW; Roversi P si colab., (2000) Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr 56(Pt 10): 1316-1323). Studiile de cartografiere a mutagenezei pot fi
realizate folosind orice metodd cunoscutd unui specialist in domeniu. Vezi, de ex., Champe M si colab.,
(1995) J Biol Chem 270: 1388-1394 si Cunningham BC & Wells JA (1989) Science 244: 1081-1085
pentru o descriere a tehnicilor de mutageneza, inclusiv tehnicile de mutageneza cu scanare al alaninei.

Prezenta inventie este directionatd la un anticorp monoclonal conjugat sau un fragment conjugat
de legare la antigen care cuprinde oricare dintre anticorpii monoclonali anti-insecte de pat sau
fragmentele de legare la antigen ale inventiei si un agent de detectare. Agentul de detectare poate fi
conjugat direct sau indirect cu anticorpul monoclonal anti-insectd de pat sau cu fragmentul de legare la
antigen. Agentul de detectare poate fi detectabil de la sine sau, in cazul unei etichete enzimatice, poate
cataliza alterarea chimici a unui compus sau compozific de substrat care este detectabild. Agentul de
detectare include, dar nu este limitat la, un radiomarcator, un fluorofor, un cromofor, un agent de
imagistici sau un metal, incluzand un ion metalic. In anumite variante de realizare, agentul de detectare
este aur coloidal sau nanoparticule de aur. In anumite variante de realizare, aurul coloidal sau
nanoparticulele de aur sunt compuse din particule de aur avand o dimensiune de 1-300 nm, 1-250 nm, 10-
200 nm, 20-150 nm, 20-100 nm, 20-80 nm, 20-60 nm, 20-50 nm, 20 nm, 30 nm, 40 nm, 50 nm, 60 nm, 70
nm, 80 nm, 90 nm, 100 nm, 150 nm, 200 nm, 250 nm, sau 300 nm. In anumite variante de realizare,
anticorpul conjugat sau fragmentul de legare la antigenul conjugat cuprinde anticorpul monoclonal anti-
insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2], sau un
fragment de legare la antigen al acestuia, sau anticorpul monoclonal de insecte de pat produs de
hibridomul depus la ATCC sub Numdrul de Acces PTA-122645 [BB7], sau un fragment al acestuia de
legare la antigen.

Prezenta inventie se referd la o compozitie care cuprinde oricare dintre anticorpii monoclonali
anti-insecte de pat sau fragmente ale acestora de legare la antigen, sau anticorpi conjugati sau fragmente
conjugate de legare la antigen ale inventiei, sau o combinatie a acestora. In anumite variante de realizare,
compozifia cuprinde anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub
Numir de acces PTA-122644 [BB2] si anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul
depus la ATCC sub Numir de acces PTA-122645 [BB7]. In anumite variante de realizare, compozitia
cuprinde anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub Numérul de
Acces PTA-122644 [BB2] si un anticorp conjugat care cuprinde anticorpul monoclonal anti-insectd de pat
produs de hibridomul depus la ATCC sub numarul de acces PTA-122645 [BB7] si un agent de detectare.
In anumite variante de realizare, compozitia cuprinde anticorpul monoclonal anti-insecta de pat produs de
hibridomul depus la ATCC sub Numirul de Acces PTA-122645 [BB7] si un anticorp conjugat care
cuprinde anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub numéirul de
acces PTA-122644 [BB2] si un agent de detectare.

Prezenta inventie se referd la o trusd care cuprinde oricare dintre anticorpii monoclonali anti-
insecte de pat sau fragmente ale acestora de legare la antigen, anticorpi conjugati sau fragmente conjugate
de legare la antigen, sau compozitii ale inventici sau o combinatic a acestora. In anumite variante de
realizare, o trusa cuprinde cel putin o component intr-unul sau mai multe containere. In unele variante de
realizare, trusa cuprinde componente necesare si/sau suficiente pentru a efectua un test de detectare,
inclusiv controale, instructiuni pentru efectuarea testelor, orice dispozitiv necesar si/sau software pentru
analiza si prezentarea rezultatelor. Dispozitivele adecvate includ cele dezvaluite in aplicatia din S.U.A.
publicatd ca US20170115301 on April 27, 2017, intitulat "Bed Bugs Detection Device", si cererea
neprovizorie din S.U.A. si cererea internationald PCT a acesteia depuse la 21 octombrie 2016, precum si
Brevetul U.S. Nr. 7.220.597 si 7.214.542.

Prezenta inventie se referd la un hibridom capabil sd producd un anticorp monoclonal anti-
insectd de pat, in care hibridomul este depus la ATCC cu numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau in
care hibridomul este depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122645 [BB7].
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Este dezvaluitd aici o polipeptidi izolatd care cuprinde o secventd de aminoacizi cel putin 90%-
99%, cel putin 95%-99%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel pufin 97%, cel putin 98%. %
sau cel putin 99% identica cu o secventd de aminoacizi a unei regiuni variabile a lantului greu sau usor,
sau a unui lant greu sau usor, a anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub numdirul de acces
PTA-122644 |BB2] sau anticorp produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-
122645 [BB7]. in anumite aspecte ale dezviluirii, polipeptida cuprinde secventele de aminoacizi ale
CDR-urilor unei regiuni variabile de lan{ greu sau usor a anticorpului produs de hibridomul depus la
ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC
sub numirul de acces PTA-122645 [BB7]. In anumite aspecte ale dezviluirii, polipeptida cuprinde
secventele de aminoacizi ale regiunii variabile ale lantului greu sau usor, sau ale lantului greu sau usor ale
anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau
anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC sub numdrul de acces PTA-122645 [BB7].

Aici este dezviluitd o polinucleotida izolata care cuprinde o secventd de acizi nucleici cel putin
90%-99%, cel putin 95%-99%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98%. % sau cel putin 99% identici cu o secventd de acid nucleic care codificd o regiune variabila a
lantului greu sau usor, sau un lant greu sau usor, a anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub
numarul de acces PTA-122644 [BB2] sau anticorp produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de
acces PTA-122645 [BB7]. in anumite aspecte ale dezvaluirii, polinucleotida cuprinde secvente de acizi
nucleici care codificdi CDR-urile unei regiuni variabile de lant greu sau usor a anticorpului produs de
hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de cétre
hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122645 [BB7]. In anumite aspecte ale dezviluirii,
polinucleotida cuprinde o secventd de acizi nucleici care codificd regiunea variabild a lanfului greu sau
usor, sau lantul greu sau usor al anticorpului produs de hibridomul depus la ATCC sub numadrul de acces
PTA-122644 [BB2] sau anticorpul produs de hibridomul depus la ATCC sub numarul de acces PTA-
122645 [BB7].

Aici este dezviluit un vector care cuprinde una sau mai multe dintre polinucleotidele izolate ale
dezviluirii. In anumite aspecte ale dezviluirii, vectorul este un vector de expresic.

Prezenta inventie se referd la o celuld izolatd care produce un anticorp monoclonal anti-insecta
de pat sau un fragment de legare la antigen al inventiei. In anumite variante de realizare, celula este un
hibridom. In anumite aspecte ale dezviluirii, celula cuprinde unul sau mai multi vectori ai dezvaluirii. In
anumite aspecte ale dezviluirii, celula cuprinde una sau mai multe polinucleotide ale dezvaluirii.

Prezenta inventie este directionatd la o metodd de producere a unui anticorp monoclonal anti-
plosnitd de pat sau a unui fragment de legare a antigenului conform inventiei, cuprinzind cultivarea unei
celule izolate care produce anticorpul monoclonal anti-plosnitd de pat sau fragmentul de legare la antigen
si izolarea anticorpului sau fragmentului de legare a antigenului din celula cultivata.

Celulele includ, dar nu sunt limitate la, hibridoame, procariote, drojdie, insecte sau celule
eucariote superioare. Hibridoamele care produc anticorpi monoclonali pot fi propagate fie cultura in vitro
folosind metode standard (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press,
1986) sau in vivo ca tumori ascitice la un animal. Procariotele includ organisme gram negative sau gram
pozitive, de exemplu E coli sau bacili. Celulele eucariote superioare includ, dar nu sunt limitate la, linii
celulare stabilite de origine mamiferd. Exemplele de linii celulare de mamifere adecvate includ linii
celulare COS-7, L, C127, 3T3, ovar de hamster chinezesc (CHO), HeLa si BHK. In anumite variante de
realizare, oricare dintre anticorpii monoclonali anti-insecte de pat sau fragmentele de legare la antigen ale
inventiei sunt produse de celule izolate dupa transfectia celulelor cu vectori care cuprind polinucleotide
care codificd secventele anticorpilor monoclonali anti-insecte de pat sau fragmentele de legare la antigen
ale inventiei. Vectorii adecvati de clonare si expresie pentru utilizare cu gazde celulare bacteriene,
fungice, drojdie si mamifere sunt descrisi de Pouwels si colab. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual,
Elsevier, N.Y., 1985). Vectorii de expresie de la mamifere pot cuprinde elemente netranscrise, cum ar fi o
origine de replicare, un promotor si un amplificator adecvat legat de gena care urmeaza si fie exprimati si
alte secvente netranscrise 5' sau 3' de flancare si secvente netranlatate 5' sau 3', cum ar fi situsuri necesare
de legare a ribozomilor, un situs de poliadenilare, situsuri donor si acceptor de imbinare si secvente de
terminare a transcriptiei. Sistemele de baculovirus pentru producerea de proteine heterologe in celulele de
insecte sunt revizuite de Luckow si Summers, Bio/Technology 6:47 (1988).

Anticorpii monoclonali anti-insecte de pat sau fragmentele de legare la antigen ale inventiei pot
fi izolati din celule sau mediul de culturd sau din fluidul de asciti pentru propagarea in vivo a
hibridoamelor. Izolarea anticorpilor monoclonali anti-insecte de pat sau a fragmentelor de legare la
antigen poate fi conform oricarei metode adecvate. Astfel de metode standard includ cromatografia (de
ex., cromatografia pe coloand cu schimb de ioni, de afinitate si dupd dimensiune), centrifugare,
solubilitate diferentiald sau prin orice altd tehnicd standard pentru purificarea proteinelor. Metodele
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cunoscute in domeniu pentru purificarea anticorpilor si a altor proteine includ, de exemplu, cele descrise
in publicatiile de brevet U.S. Nr. 2008/0312425, 2008/0177048, si 2009/0187005.

Metode de detectare a plosnitelor de pat

Prezenta inventie este directionatd la o metoda de detectare a plosnitelor de pat, care cuprinde
punerea in contact a unei probe care cuprinde un antigen de plosnitd de pat cu oricare dintre anticorpii
monoclonali anti-plosnite, fragmente de legare la antigen, anticorpi conjugati sau fragmente de legare la
antigen conjugat sau compozitii din inventie, sau o combinatie a acestora, si detectarea legarii antigenului
de plosnitd de pat la anticorpul monoclonal anti-insectd de pat sau fragmentul de legare la antigen,
anticorpul conjugat sau fragmentul de legare la antigenul conjugat, compozitia sau combinatia acestora.
"O probd" include, dar nu se limiteaz3 la, plosnite intregi, parti de plosnite de pat, deseuri de plosnite de
pat, lizate sau extracte ale acestora, extrase de hartie de colectare care cuprind deseuri de plosnite de pat si
fluide care le confin.

Contactarea poate fi prin orice metodi adecvati. in anumite variante de realizare, punerea in
contact se face prin aplicarea unei probe care cuprinde antigenul de plosnitd de pat la un anticorp
monoclonal anti-insectd de pat, fragment de legare a antigenului, anticorp conjugat sau fragment de legare
a antigenului conjugat sau compozitie conform inventiei sau o combinatie a acestora care este imobilizata
sau situatd in alt mod pe o suprafatd. Orice suprafata acceptabild poate fi utilizatd, dupd cum va fi apreciat
de catre specialistul in domeniu, incluzind, dar fird a se¢ limita la, 0 membrani de nitroceluloza sau un
tampon compus dintr-un material adecvat, si poate include un tip sandwich, godeu sau cu curgere laterala.
In anumite variante de realizare, proba este pusi in contact cu un anticorp monoclonal anti-insecte de pat
conform inventiei si un anticorp conjugat conform inventiei. In anumite variante de realizare, anticorpul
monoclonal anti-plosnitd de pat este produs de hibridomul depus la ATCC sub Numarul de acces PTA-
122644 [BB2], iar anticorpul conjugat cuprinde anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de
hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122645 [BB7] si un agent de detectare. In anumite
variante de realizare, anticorpul monoclonal anti-plosnitd de pat este produs de hibridomul depus la
ATCC sub Numirul de acces PTA-122645 [BB7], iar anticorpul conjugat cuprinde anticorpul monoclonal
anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] si un
agent de detectare. In anumite variante de realizare, punerea in contact mai cuprinde punerea in contact a
anticorpului monoclonal anti-insectd de pat, a fragmentului de legare a antigenului, a anticorpului
conjugat sau a fragmentului de legare a antigenului conjugat sau a compozitiei conform inventiei sau a
unei combinatii a acestora cu o probd martor pentru comparare cu proba de testare.

Detectarea poate fi prin orice metodd adecvati si poate include detectarea cantitativd sau
calitativa. Astfel de metode includ, dar nu se limitcaza la, teste de legare a antigenului care sunt bine
cunoscute in domeniu, cum ar fi testele cu flux lateral, radioimunotestele, ELISA (testul imunosorbent
legat de enzime), imunotestele "sandwich”, testele de imunoprecipitare, imunotestele fluorescente,
imunotestele cu proteina A si imunohistochimia (IHC). Detectarea poate include analiza vizuald a unei
reactii colorimetrice, fluorescente sau luminiscente, de exemplu, sau poate include utilizarea unui
dispozitiv care mdsoard astfel de reactii. Dispozitivele adecvate le includ pe cele dezvaluite in aplicatia
din S.U.A. publicatd ca US20170115301 in 27 aprilie, 2017, intitulat "Bed Bugs Detection Device", si
cererea neprovizorie din S.U.A. si cererea internationald PCT a acesteia depuse la 21 octombrie 2016,
precum si brevetele U.S. Nr. 7.220.597 si 7.214.542. In anumite variante de realizare, detectarea cuprinde
efectuarea unui test de curgere laterala. In anumite variante de realizare, detectarea are loc in 1-20 minute,
1-15 minute, 1-10 minute, 1-5 minute, 20 minute sau mai putin, 15 minute sau mai putin, 10 minute sau
mai putin, 5 minute sau mai putin, in 20 de minute, in 15 minute, in 10 minute sau in 5 minute.

Cantitatea de anticorp monoclonal anti-insecta de pat, fragment de legare a antigenului, anticorp
conjugat sau fragment de legare a antigenului, compozifia conform inventiei sau o combinatie a acestora
poate include orice cantitate eficientd, care va fi evidentd pentru un practicant calificat pe baza metodelor
de detectare cunoscute si metodelor dezviluite in exemple. Proba poate fi diluatd sau nediluati.

In anumite variante de realizare, metoda mai cuprinde colectarea unei probe care cuprinde
antigenul de plosnitd cu un dispozitiv de colectare si extragerea antigenelor din proba. Esantionul poate fi
colectat de pe orice suprafati asociati cu infestarea plosnitelor de pat, inclusiv, dar fard a se limita la,
lenjerie de pat, saltele, tapiterie, carpete, covoare si mobilier. Dispozitivul de colectare poate fi orice
dispozitiv adecvat, incluzand, dar fard a s¢ limita la un tampon, cum ar fi un tampon de bumbac, un
aspirant sau orice material care poate fi utilizat pentru colectarea reziduurilor, inclusiv, dar fird a se limita
la, un servetel, tesdturd sau prosoape. In anumite variante de realizare, dispozitivul de colectare este un
tampon. In anumite variante de realizare, extragerea antigenclor din proba cuprinde solubilizarea
antigenelor in probd cu un tampon de extractie. Tampoanele de extractie adecvate vor fi evidente pentru
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specialistul in domeniu, avind in vedere tampoanele de extractie bine-cunoscute si cele dezvaluite in
exemple.

EXEMPLE
Exemplele din aceastd sectiune sunt oferite cu titlu de ilustrare si nu cu titlu de limitare.

Exemplul 1: Generarea de anticorpi monoclonali anti-plosnite de pat

Soarecii au fost imunizati cu lizate intregi de plosnite si extracte de hartiec de plosnite de pat
(adicd, extracte din hartie de colectare a plosnitelor de pat care confine material rezidual dintr-o colonie
de plosnite).

Lizate de plosnite de pat intregi au fost produse de la nimfe, masculi si femele dintr-o colonie de
plosnite (tulpina Harlan, i2LResearch USA Inc., Baltimore, Maryland, SUA) care au fost congelate si
triturate in solutie salind tamponata cu fosfat (PBS) 1X. Lizatele au fost clarificate cu un filtru seringa de
0,45 microni. Concentratia de proteine a fost determinata printr-un test standard al proteinei Bradford.
Extractele clarificate, cuantificate au fost impartite alicote in tuburi Eppendorf de 1,5 ml si depozitate la -
80 °C.

Hartia de colectare a plosnitelor de pat (i2LResearch USA Inc., Baltimore, Maryland, SUA) a
fost tiata in buciti de aproximativ 1 cm? i plasate in tuburi de centrifugd din plastic de 2 ml. Extractia a
fost efectuatd prin addugarea a 1,0 ml de 50 mM PBS (pH 7.4) si amestecarea tuburilor timp de 30 de
minute pe un balansoar tub. Dupa 30 de minute, extractul a fost extras complet prin trecerea amestecului
printr-o seringd de 5 ml. Acest extract colectat a fost apoi utilizat pentru a obtine mai mult extract din
hartie de colectare proaspatd prin addugarea in serie a extractului la hartia nou tdiatd si repetarca
procesului. Extractul final a fost apoi centrifugat la 12.000 rpm timp de 10 minute pentru a indepirta
particulele. Supernatantul a fost indepartat si retinut, si materialul granulat a fost aruncat. Concentratia de
proteind a supernatantului a fost determinatd prin testul Bradford ca fiind de 0,6 mg/ml. Solutia finala
(adica "extract de hartie de plosnitd") a fost depozitati la -20 °C.

Patru soareci Balb/c in varstd de 4-5 sdptdmani (Harlan Laboratories, Inc., Indianapolis, Indiana,
SUA) au fost imunizati subcutanat in spate cu 50 pg lizat intreg de plosnite amestecat cu 100 pl de
adjuvant. Adjuvantul utilizat pentru doi dintre soareci a fost un adjuvant traditional (Freund's Adjuvant,
Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, Missouri, SUA), iar adjuvantul utilizat pentru cei doi soareci ramasi a
fost un adjuvant solubil in apd (ImmuQuik®, KCH Scientific, San Jose, California, SUA).

In ziva 14 dupi imunizarea initiala, soarecii imunizati au fost stimulati cu 50 pg lizat intreg de
plosnite amestecat cu 100 ul de adjuvant asa cum a fost utilizat initial pentru fiecare soarece. In ziua 37,
serurile de la soareci au fost testate la titru folosind un imunotest enzimatic standard, folosind anticorpi
conjugati cu peroxidazd de hrean de capri anti-soarece ca anticorp secundar/conjugat de enzimi si
3,3',5,5'-tetrametilbenzidind ca substrat cromogen si 10 pg/ml lizat intreg de plosnite de pat ca sursd de
antigen. Cei doi soareci imunizati cu lizat intreg de plosnife de pat in adjuvantul solubil in apd au produs
titruri mai mari. Cu toate acestea, deoarece titrurile nu au fost puternice in general, toti cei patru soareci
imunizati au fost stimulati cu o cantitate dubli de lizat de plosnite de pat (adica, 100 pg) in ziua 51 si apoi
din nou in ziua 78. In ziua 107, cei patru soareci au fost stimulati cu 15 pl de extract de hartie de plosnit3.
In ziva 117, soarecele cu cel mai mare titru anterior a fost testat la titru folosind lizat intreg de plosnite
sau extract de hartie de plosnitd ca sursd de antigen. S-a observat o reactie slabad pentru extractul de hartie
de plosnite de pat. in ziua 134, toti cei patru soareci au fost stimulati cu 100 pl de extract de hartie de
plosniti de pat folosind ImmuQuik® ca adjuvant. In ziua 151, soarecii au fost testati la titru folosind
extract de hartie de plosnitd de pat ca sursd de antigen, si soarecele cu cel mai mare titru a fost stimulat cu
100 pl extract de hartie de plosnita de pat.

Celulele splinei au fost colectate de la cei doi soareci cu cel mai mare titru, unul in Ziva 154 si
celdlalt in Ziua 216 si au fost fuzionate cu celule de mielom murin SP 2/0 utilizind polietilenglicol.
Celulele fuzionate au fost cultivate in mediu de selectie timp de 10 zile, urmate de screening cu extract de
hartie de plosnitd de pat ca sursd de antigen. Aproximativ 41 de clone pozitive au fost identificate din
screeningul primar si aproximativ 25 de clone pozitive au fost confirmate in screeningul secundar. Au
fost subclonate linii celulare stabile, au fost produse ascite pentru mai mult de 25 de clone si anticorpii au
fost purificati (de ex., in cantitifi de 2-5 mg). Doi anticorpi denumiti aici anticorpi BB2 si BB7 au fost
determinati prin imunotest enzimatic pentru a avea o reactie puternica cu extractul de hartie de plosniti de
pat in comparatie cu anticorpii din alte clone si au fost selectatfi pentru studii suplimentare. Hibridoamele
producitoare de anticorpi BB2 si BB7 au fost depuse in conformitate cu Tratatul de la Budapesta la
American Type Culture Collection, Patent Depository, 10801 University Boulevard, Manassas, VA
20110-2209, la 8 octombrie 2015, si au primit numdrul de acces ATCC PTA-122644 si Nr. de acces
ATCC PTA-122645, respectiv.
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Exemplul 2: Testul de capturi sandwich a anticorpilor monoclonali anti-plojnite de pat

Un test de capturd tip sandwich a fost efectuat folosind anticorpul BB2 sau BB7 ca anticorp de
capturd si fie BB2 conjugat cu aur, fie BB7 conjugat cu aur ca anticorp detector. Extractul de hartie de
plosnitd de pat asa cum este descris in Exemplul 1 a fost utilizat ca sursa de antigen de plosniti de pat. Un
anticorp policlonal anti-plosnitd de pat de iepure, asa cum este descris in publicatia U.S. Nr. 2015-
0064727 a fost utilizat ca un anticorp de capturd de control pozitiv si PBS a fost utilizat ca un control
negativ pentru antigen.

Anticorpii de captura la concentratii de 2,0 mg/ml au fost observati sub forma de puncte de 0,3
ul pe benzi de hartie de nitroceluloza. S-a addugat extract de hartie de plosnita de pat la benzile de testare
si a fost addugat PBS la benzile de control negativ. Anticorpul BB2 conjugat cu aur (la pH 7 sau 9) sau
anticorpul BB7 conjugat cu aur (la pH 9) a fost addugat ca anticorp detector la benzi asa cum este
prezentat in FIG. 1. Benzile de control negativ au aritat o absenti a legarii de citre anticorpii detectori.
Benzile de testare au ardtat colorarea rosic a punctelor de capturd care a indicat legarea anticorpilor
detector conjugati cu aur la antigenul de plosnitd de pat imobilizat pe nitroceluloza de catre anticorpii de
captare. Dupd cum este rezumat in Tabelul 1, s-au observat reactii puternice cu utilizarea fie a
anticorpului BB2, fie a anticorpului BB7 ca anticorp de capturd. In contrast, s-au observat reactii foarte
slabe (adicd "+") sau incerte (adicd "+/-") cu utilizarea anticorpului policlonal anti-plosnitd de pat de
iepure ca anticorp de captura.

Tabelul 1: Intensitifi observate in testul de captare sandwich

Capturd anticorp
Anticorp detector conjugat cu aur (pH) Anticorp anti-plosnitd de pat policlonald|BB2 |BB7
de iepure
BB2 (7) + ++++ |+
BB2 (9) + +++  |++
BB7(9) +/- -+ |+

Exemplul 3: Imunotest cu flux lateral pentru a detecta antigenele plosnitelor de pat

Un exemplu de imunotest cu flux lateral a fost conceput pentru a detecta antigenele plosnitelor
de pat din probele prelevate prin tamponarea zonelor cu diferite niveluri de infestare a plosnitelor de pat.
Tampoanele de extractie au fost pregétite si testate pentru extractia eficientd a antigenului plosnitei de pat
din tampoane, flux adecvat pe benzile de testare cu nitroceluloza si legare nespecificd scizutd pana la
deloc. Probele de tampon au fost extrase si diluate in serie pentru a investiga sensibilitatea testului.
Precizia testului a fost investigatd prin testarea replicilor si citirea intensitafilor semnalului folosind un
cititor de benzi de testare.

Prepararea membranei de nitrocelulozi: Membrane de nitrocelulozd (CN 140, 25 mm, Sartorius
Corp., Bohemia, New York, SUA) au fost pulverizate cu 1,0 mg/ml de anticorp BB7 anti-plosnitd de pat
ca linie de testare si 0,5 mg/ml anticorp de caprd anti-soarece (Lampire Biological Laboratories,
Pipersville, Pennsylvania, SUA) ca linie de control folosind un Biodot Air Jet (Biodot, Irvine, California,
SUA) pentru striparca membranelor de nitrocelulozi. Tamponul de stripare a fost 1X PBS, 0,2 %
zaharoza, pH 7.,4. Linia de testare si linia de control au fost pulverizate la o distantd de 7 mm, cu linia de
testare situatd la 10 mm de partea inferioard a membranei. Membranele au fost stropite la o ratd de 1,0
pl/cm. Membranele au fost uscate la 37°C timp de 1 ord si depozitate intr-o punga de folie uscati.
Membranele stropite au fost finute uscate peste noapte inainte de blocare.

Blocarea membranei de nitrocelulozi: Dupa uscare peste noapte, membranele stripate au fost
plasate intr-o solutie de blocare (25 mM KPO,, 0,2% cazeind, 0,5% acid boric, 0,02% zaharoza, 0,1%
surfactant 10G, 0,5% PVA) cu orientarea liniei de testare in partea inferioara a nitrocelulozei si a liniei de
control pe partea superioard a nitrocelulozei. Solutia de blocare a fost 14satd si treacd in partea de sus a
membranei. Membranele au fost indepértate din solutia de blocare si plasate intr-un suport pentru degete
pentru a se usuca la 37°C timp de 1 ord. Membranele blocate au fost pastrate uscate intr-o pungi de
plastic si depozitate intr-o camera uscata.

Conjugarea anticorpilor cu aur: O casetd de dializd Slide-A-Lyzer™ (limitd a greutdtii
moleculare de 10000, Thermo Fisher Scientific Inc., Carlsbad, California, SUA) a fost utilizati pentru a
dializa anticorpul BB2 anti-plosnite peste noapte in 10 mM KPO,, pH 7.4. Concentratia finald a
anticorpului BB2 dupi dializare a fost de 0,875 mg/ml. O solutie de aur coloidal care continea particule
de 40 nm si o densitate opticd (OD) de 2,28 la 525 nm a fost ajustati la temperatura camerei la pH 8,6 cu
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0,1 M K,COs3 proaspat preparat. Anticorpul BB2 dializat a fost addugat la solutia de aur coloidal in timp
ce se agita in vortex. Solufia a fost incubatd timp de 30 de minute pe un rotator la temperatura camerei.
Conjugatul a fost blocat cu 10 pl (pentru fiecare 1 ml de aur coloidal OD 2) de tampon de blocare
conjugat cu aur (25 mM KPO., 0,2% Bioterge, 6% BSA, 0,3% zaharoza) pe un rotator la temperatura
camerei timp de 10 minute. Conjugatul de aur a fost centrifugat la 12000 RPM, 4°C timp de 20 de minute
si supernatantul a fost aruncat. Peletul de conjugat a fost resuspendat cu 0,2 ml (pentru fiecare 1 ml de aur
coloidal OD 2) tampon de resuspensie (dilutie 1:5 de tampon de blocare conjugat cu aur in 25 mM KPO,,
0,05% azidd de sodiu). OD-ul anticorpului BB2 conjugat cu aur a fost verificat folosind un
spectrofotometru si ajustat la 10. Anticorpul BB2 conjugat cu aur a fost depozitat la 4°C.

Prepararea tamponului conjugat de aur: S-a folosit o pipetd P-1000 pentru a satura tampoane
conjugate din fibrd de sticld Ahlstrom 8950 de 300 mm (Ahlstrom, Helsinki, Finlanda) cu tampon de
blocare (25 mM KPOQg, 0,2% cazeind, 0,5% acid boric, 0,02% zaharoza, 0,1% surfactant 10G, 0,5%
PVA). Dupi 15 minute, tampoancle conjugate saturate au fost transferate pe un prosop de hartie timp de
un minut. Apoi, tampoanele conjugate au fost plasate pe un suport pentru degete pentru a se usuca la
37°C timp de 1 ord. Tampoanele conjugate blocate au fost introduse intr-o pungd de plastic cu exicatoare
si depozitate intr-o camerd uscatd. Anticorpul BB2 conjugat cu aur OD10 a fost preparat prin addugarea
de 10% zaharoza si 5% trehaloza la conjugat. Anticorpul conjugat cu aur a fost distribuit pe tampoanele
conjugate printr-un striper automat (Matrix 160, Kinematic Automation, Inc., Twain Harte, California,
SUA) la o rata de distribuire de 10 pl/cm. Tampoanele conjugate au fost uscate la 37°C timp de 1 ora,
ambalate intr-o pungd de folie uscati si depozitate intr-o camera uscata.

Laminarea si tiierea benzilor de testare: Membrana de nitroceluloz3 stripatd cu anticorpul BB7
de test si anticorpul de capra anti-soarece de control a fost laminati pe un suport de vinil (G&L Precision
Die Cutting, San Jose, California, SUA). Un tampon fitil (30250, EMI Specialty Papers, Redding,
Connecticut, SUA) a fost plasat pe partea superioard a suportului, suprapunand membrana cu 2 mm. Un
tampon de conjugat de 10 mm a fost suprapus pe membrani cu 2 mm. Un tampon de probid (surewick
C048 tampon de celulozi, Millipore, Darmstadt, Germania) a fost plasat deasupra tamponului de conjugat
cu o suprapunere de 15 mm din partea de jos a cardului de suport. Cardurile asamblate au fost tdiate in
fasii de 4 mm cu ajutorul unui cutit (CM4000, Biodot, Irvine, California, SUA).

Extragerea tampoanelor de testare: Probele de tampon au fost obtinute de la locurile de testare cu
diferite niveluri de infestare a plosnifelor de pat, desemnate ca niveluri de 0, 2, 3, 4, 5, 7 si 8, cu nivelul 0
avand cel mai scizut nivel (adicd, fard plosnite) si 8 cel mai inalt nivel. Tampoanele au fost extrase in 350
ul de tampon de extractie timp de 15 minute la temperatura camerei intr-un tub Eppendorf. Au fost testate
trei solutii tampon de extractie: tampon de extractie 1 contine 1X Tris-HCI (pH 7,6), 0,05 % NaN3, 0,1 %
BSA 51 0,1 % Tween-20; tamponul de extractie 2 continea 1X Tris-HCI (pH 7,6), 0,05 % NaNs, 0,1 %
BSA 51 0,2 % Tween-20; si tamponul de extractie 3 a continut 1X Tris-HCI (pH 7,6), 0,05 % NaNs, 0,25
% BSA si 0,1 % Tween-20. Dilutiile in serie ale extractelor de tampon au fost efectuate de la 1/2 la
1/4096.

Metoda de testare a testului: 70 pl de tampon de extractie (control negativ) sau proba de tampon
de plosnitd de pat in tampon de extractic au fost pipetate pe tamponul de proba. Intensitatea liniei de
testare a fost cititd la 15 minute cu ochiul.

Rezultate tampon de extractie 1: Dupd cum se aratd in FIG. 2-7, toate benzile au prezentat linii
de control pozitive pentru legarea anticorpului de caprd anti-soarece la anticorpul BB2 conjugat cu aur.
Toate benzile au ardtat absenta liniilor de testare pentru banda de control negativ in care s-a addugat
tampon de extractie in loc de un tampon proba. FIG. 2 aratd doar liniile de control pozitive pentru dilutiile
probei de tampon de nivel 0, deoarece antigenul de plosnifd nu a fost prezent. In FIG. 3-7, liniile de
control pozitiv sunt liniile superioare si orice linii de test care aratd prezenta antigenului de plosnitd sunt
sub liniile de control pozitiv. Murdirie sau particule insolubile din tampoane au fost prezente in
apropierea fundului membranelor pentru benzile de testare de nivel 3, 5, 7 si 8. Proba de tampon de nivel
2 (FIG. 3) a avut linii de testare vizibile de la dilutia 1/16 la dilufia 1/2. Proba de tampon de nivel 3 (FIG.
4) a avut linii de testare vizibile de la dilutia 1/128 la dilutia 1/2. Proba de tampon de nivel 4 (FIG. 5) a
avut linii de testare vizibile de la dilufia 1/1024 la dilutia 1/2. Proba de tampon de nivel 7 (FIG. 6) a avut
linii de testare vizibile de la dilutia 1/4096 la dilutia 1/2. Proba de tampon de nivel 8 (FIG. 7) a avut linii
de testare vizibile de la dilutia 1/2048 la dilutia 1/2. Desi observate vizual, unele dintre liniile de testare
notate nu sunt usor evidente pentru anumite dilutii din FIG. 3-7 din cauza limitérilor fotografice. Toate
liniile de testare au fost fara frotiuri. Intensitatea semnalului la dilufie 1/2 din tamponul de nivel 2 a fost
aproximativ egald cu cea a dilutiei 1/32 din tamponul de nivel 3, dilutia 1/64 din tamponul de nivel 4,
dilufia 1/1024 din tamponul 7 si dilutia 1/512 din tamponul de nivel 8. Prin urmare, intensitatea
semnalului vizibil la dilutie 1/2 din tamponul de nivel 2 a fost cea mai slaba, in comparatie cu cea a
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dilutiei 1/2 de la nivelul tampoanelor 3, 4, 7 si 8. Semnalul dilutiei 1/2 din tamponul de nivel 8 a fost cel

mai puternic.

Intensitafile semnalului au fost, de asemenea, determinate folosind un cititor de benzi de testare
Axxin (Axxin, Fairfield, Victoria, Australia) pentru a misura zonele liniei de testare pentru diferite
concentratii (1/2048 pana la 1/2) de nivel 0, 2, 3, 4, 7, si 8 probe de tampon extrase in 350 pl de tampon
1. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2: Suprafetele liniei de testare din diferite concentratii de probe de tampon (tampon 1)

Concentratie |Suprafetele liniei de testare
Nivel 8 Nivel 7 Nivel 4 Nivel 3 Nivel 2 Nivel 0

0 253 397 232 267 237 362
1/2048 654 1187
1/1024 1013 1978 359
1/512 1936 3291 443 336 297
1/256 3388 5356 681 526 284
1/128 5373 7348 990 526 285
1/64 7662 10522 840 743 326 327
1/32 9341 11385 3024 1199 310 296
1/16 11420 12550 4609 2095 411 265
1/8 12066 8830 7500 3309 392 433
1/4 9793 7765 7980 6161 574 316
172 8693 6279 8550 8516 967 448

Pentru fiecare nivel, a fost obtinutd o citire pentru tampon ca martor negativ (adica, concentratia
"0"). Citirea controlului negativ (Bo) a fost impartita singurd pentru a produce o valoare normalizati de 1.
Citirea controlului negativ (Bo) a fost apoi impartita la aria liniei de testare (B) pentru fiecare dilutie in
nivel, unde valori mai mici sub 1 sugereaza cantititi mai mari de antigen de plosnitd de pat si valorile de
peste 1 indica absenta antigenului de plosnite de pat. Datele exprimate ca Bo/B sunt furnizate in Tabelul

3.
Tabelul 3: Bo/B calculat din suprafetele liniei de testare din diferite concentratii de probe de tampon
(tampon 1)
Concentratie |BoB

Nivel 8 Nivel 7 Nivel 4 Nivel 3 Nivel 2 Nivel 0
0 1 1 1 1 1 1
[1/2048] 0,3869 0,3345
[1/1024] 0,2498 0,2007 0,6462
[1/512] 0,1307 0,1206 0,5237 0,7946 0,798
[1/256] 0,0747 0,0741 0,3407 0,5076 0,8345
[1/128] 0,0471 0,054 0,2343 0,5076 0,8316
[1/64] 0,033 0,0377 0,2762 0,3594 0,727 1,107
[1/32] 0,0271 0,0349 0,0767 0,2227 0,7645 1,223
[1/16] 0,0222 0,0316 0,0503 0,1274 0,5766 1,366
[1/8] 0,021 0,045 0,0309 0,0807 0,6046 0,836
[1/4] 0,0258 0,0511 0,0291 0,0433 0,4129 1,146
[1/2] 0,0291 0,0632 0,0271 0,0314 0,2451 0,808
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Tabelele 2-3 si FIG. 8A aratd, in general, ci valorile masurate ale concentratiilor din tampoanele
de nivelul 8 (corespunzand celui mai mare nivel de infestare a plosnitelor de pat) au fost cele mai mari,
iar valorile concentratiilor de la tampoanele de nivel 2 (corespunzand celui mai mic nivel de infestare a
plosnitelor de pat) au fost cele mai scizute. Tabelul 2 si FIG. 8B arati ca tampoanele de nivel 8 au produs
intensitdti de semnal mai bune decat tampoanele de nivel 2 si 4. Tabelul 3 sugereaza cd tampoanele de
nivelul 8 au continut mai mult antigen de plosnite de pat decét alte niveluri.

Rezultate tampon de extractie 2: Dupd cum se aratd in FIG. 9-11, toate benzile au aratat linii de
control pozitive pentru legarea anticorpului de capra anti-soarece la anticorpul BB2 conjugat cu aur.
Toate benzile au ardtat absenta liniilor de testare pentru banda de control negativ in care s-a addugat
tampon de extractie in loc de o probd de tampon. In FIG. 9-11, liniile de control pozitiv sunt liniile
superioare si orice linii de test care arati prezenta antigenului de plosniti de pat sunt sub liniile de control
pozitiv. Murdéric sau particule insolubile din tampoanc au fost prezente in apropicrea fundului
membranelor pentru benzile de testare de nivel 4, 5 si 8. Proba de tampon de nivel 4 (FIG. 9) a avut linii
de testare vizibile de la dilutia 1/512 la dilutia 1/2. Probele de tampon de nivel 5 si 8 (FIG. 10 si,
respectiv, 11) au avut linii de testare vizibile de la dilutia 1/1024 la dilutia 1/2. Desi observate vizual,
unele dintre liniile de testare notate nu sunt usor evidente pentru anumite dilufii din FIG. 9-11 din cauza
limitarilor fotografice. Toate liniile de testare au fost manjite. Intensitatea semnalului dilutiei 1/16 din
tamponul de nivel 4 a fost aproximativ egald cu cea a dilutiei 1/64 din tamponul de nivel 5 si 8.
Intensitatea semnalului a fost cea mai slaba pentru tamponul de nivel 4 si similard intre tampoanele de
nivel 5 51 8.

Intensitafile semnalului au fost, de asemenea, determinate folosind un cititor de benzi de testare
Axxin (Axxin, Fairfield, Victoria, Australia) pentru a misura zonele liniei de testare pentru diferite
concentratii (1/2048 pana la 1/2) ale probelor de tampon de nivel 4, 5 si 8 extrase in 350 ul de tampon 2.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.

Tabelul 4: Suprafetele linici de testare din diferite concentratii de probe de tampon (tampon 2)

Concentratie Suprafetele liniei de testare

Nivel 8 Nivel 5 Nivel 4
0 195 230 217
1/2048 365
1/1024 693 542 356
1/512 961 810 446
1/256 1787 1395 527
1/128 3250 2143 959
1/64 5225 4157 1623
1/32 7927 6696 2692
1/16 9306 9766 4413
1/8 10647 10173 6685
1/4 11489 - 8605
12 9818 12250 10150

Datele exprimate ca Bo/B calculate din zonele liniei de testare sunt furnizate in Tabelul 5.

Tabelul 5: Bo/B calculat din suprafetele liniei de testare din diferite concentratii de probe de tampon
(tampon 2)

Concentratie Bo/B
Nivel 8 Nivel 5 Nivel 4
0 1 1 1

1/2048] 0,5342

[
[1/1024] 0,2814 0,4244 0,6096
[1/512] 0,2029 0,2840 0,4865
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Concentratie Bo/B

Nivel 8 Nivel 5 Nivel 4
[1/256] 0,1091 0,1649 0,4118
[1/128] 0,06 0,1073 0,2263
[1/64] 0,0373 0,0553 0,1337
[1/32] 0,0246 0,0343 0,0806
[1/16] 0,0210 0,0236 0,0492
[1/8] 0,0183 0,0226 0,0325
[1/4] 0,0170 0,0252
[1/2] 0,0199 0,0188 0,0214

Tabelele 4-5 si FIG. 12A arata ci, in general, valorile misurate ale tampoanelor de nivelul 8 au
fost cele mai mari, iar valorile tampoanelor de nivelul 4 au fost cele mai scdzute. Desi vizibilitatea liniilor
de testare de la tampoanele de nivelul 5 a fost similard cu tampoanele de nivelul 8 (FIG. 10 si, respectiv,
11), rezultatele cititorului Axxin in Tabelul 4 si FIG. 12A arati ca tampoanele de nivel 8 au produs
intensitdti de semnal mai bune decat tampoanele de nivel 4 si 5. Tabelul 5 sugereaza cd tampoanele de
nivelul 8 au continut mai mult antigen de plosnite de pat decét celelalte niveluri.

Rezultate tampon de extractie 3: Dupd cum se aratd in FIG. 13-17, toate benzile au aritat linii de
control pozitive pentru legarea anticorpului de capra anti-soarece la anticorpul BB2 conjugat cu aur.
Toate benzile au ardtat absenta liniilor de testare pentru banda de control negativ in care s-a addugat
tampon de extractie in loc de o probad de tampon. In FIG. 13-17, liniile de control pozitiv sunt liniile
superioare si orice linii de test care arati prezenta antigenului de plosniti de pat sunt sub liniile de control
pozitiv. Murddric sau particule insolubile din tampoanc au fost prezente in apropierea fundului
membranelor pentru benzile de testare de nivel 3, 5, 7 si 8. Esantionul de tampon de nivel 2 (neprezentat)
a avut linii de testare vizibile de la dilufia de 1/8 la dilutia de 1/2. Proba de tampon de nivel 3 (FIG. 13) a
avut linii de testare vizibile de la dilufia 1/128 la dilutia 1/2. Proba de tampon de nivel 4 (FIG. 14) a avut
linii de testare vizibile de la dilutia 1/1024 la dilutia 1/2. Proba de tampon de nivel 5 (FIG. 15) a avut linii
de testare vizibile de la dilutia 1/512 la dilutia 1/2. Proba de tampon de nivel 7 (FIG. 16) a avut linii de
testare vizibile de la dilutia 1/4096 la dilutia 1/2. Proba de tampon de nivel 8 (FIG. 17) a avut linii de
testare vizibile de la dilutia 1/2048 la dilutia 1/2. Desi observate vizual, unele dintre liniile de testare
notate nu sunt usor evidente pentru anumite dilutii din FIG. 13-17 din cauza limitarilor fotografice. Toate
liniile de testare au fost manjite. Intensitatea semnalului la dilutie 1/2 din tamponul de nivel 2 a fost
aproximativ egald cu cea a dilutiei 1/64 din tamponul de nivel 3, dilutia 1/64 din tamponul de nivel 4,
dilutia 1/64 din tampon 5, dilutia 1/1024 din tamponul de nivel 7 si dilutia 1/512 din tamponul de nivel 8.
Prin urmare, intensitatea semnalului vizibil la dilutie 1/2 din tamponul de nivel 2 a fost cea mai slaba in
comparatie cu cea la dilutii 1/2 de la celelalte niveluri. Semnalul de dilutie 1/2 din tamponul de nivel 8 a
fost cel mai puternic.

Intensitafile semnalului au fost, de asemenea, determinate folosind un cititor de benzi de testare
Axxin (Axxin, Fairfield, Victoria, Australia) pentru a misura zonele liniei de testare pentru diferite
concentratii (1/2048 pana la 1/2) ale probelor de tampon de nivel 4, 5 si 8 extrase in 350 pl de tampon 3.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6.

Tabelul 6: Suprafetele linici de testare din diferite concentratii de probe de tampon (tampon 3)

Concentratie [Suprafetele liniei de testare
Nivel 8 Nivel 7 Nivel 5 Nivel 4 Nivel 3 Nivel 2

0 441 283 263 225 170 231
1/2048 735 781
1/1024 798 1037 270 334
1/512 1414 2003 385 574 309 261
1/256 2691 2998 422 1090 403 261
1/128 4741 4665 1026 1439 522 285
1/64 7173 6912 2013 2403 724 276
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Concentratie |Suprafetele liniei de testare
Nivel 8 Nivel 7 Nivel 5 Nivel 4 Nivel 3 Nivel 2

1/32 9603 8746 5763 4090 1360 269
1/16 10377 9626 5743 5842 2430 271
1/8 11788 11767 7021 8061 3462 340
1/4 10725 8466 7120 9518 5189 406
172 8584 6803 9408 10413 6098 752

Datele exprimate ca Bo/B calculate din zonele liniei de testare sunt furnizate in Tabelul 7.

Tabelul 7: Bo/B calculat din suprafetele liniei de testare din diferite concentratii de probe de tampon
(tampon 3)

Concentratie (BoB

Nivel 8 Nivel 7 Nivel 5 Nivel 4 Nivel 3 Nivel 2
0 1 1 1 1 1 1
[1/2048] 0,6 0,3624 - - - -
[1/1024] 0,5526 0,2729 0,9741 0,6737 - -
[1/512] 0,3119 0,1413 0,6831 0,3920 0,5502 0,8851
[1/256] 0,1639 0,0944 0,6232 0,2064 0,4218 0,8851
[1/128] 0,0930 0,0607 0,2563 0,1564 0,3257 0,8105
[1/64] 0,0615 0,0409 0,1307 0,0936 0,2348 0,8370
[1/32] 0,0459 0,0324 0,0456 0,0550 0,1250 0,8587
[1/16] 0,0425 0,0294 0,0458 0,0385 0,0700 0,8524
[1/8] 0,0374 0,0241 0,0375 0,0279 0,0491 0,6794
[1/4] 0,0411 0,0334 0,0369 0,0236 0,0328 0,5690
[1/2] 0,0514 0,0416 0,0280 0,0216 0,0279 0,3072

Tabelele 6-7 si FIG. 18A arata ci, in general, valorile masurate ale tampoanelor de nivelul 8 au
fost cele mai mari, iar valorile tampoanelor de nivelul 2 au fost cele mai scizute. Tabelul 7 si FIG. 18A
arata ca tampoanele de nivel 8 au produs intensitati de semnal mai bune decat celelalte niveluri.

Compararea tampoanelor de extractie: Pentru tamponul de extractie 1, toate liniile de testare au
fost clare si nu au avut pete, in timp ce tampoanele de extractie 2 si 3 au dus la linii de test patate. Pentru
tampoanele de nivelul 4, extractia cu tampoanele 1 si 3 a dus la semnale care incep la dilutia 1/1024, dar
extractia cu tamponul 2 a dus la semnale care incep la dilufia 1/512. Cu toate acestea, extractia nivelului 5
cu tamponul 2 a dat semnal la o concentratic mai mica (dilutie 1/1024) decat extractia cu tamponul 3
(dilutie 1/512). Tampoanele 1 si 3 au dat semnale la aceeasi concentratie pentru tampoanele de nivel 3 si
7. Cu toate acestea, extractia tampoanelor de nivel 2 cu tampon 1 a dus la un semnal 1a o concentratie mai
mica (dilutie 1/16) decit extractia cu tampon 3 (dilutie 1/8). In general, valorile misurate ale tuturor
tampoanelor la nivel de testare au fost mai mari pentru extractia cu tamponul 1 decét pentru tampoanele 2
si3.

Precizia studiului utilizand cititorul Axxin: Au fost preparate noud replici ale tamponului de
extracie 1 ca martor negativ si noud replici la fiecare dintre dilutiile 1/2048, 1/512 si 1/128 ale
tampoanelor de nivel 7 extrase cu tamponul 1 si au fost masurate zonele liniei de testare folosind o banda
de testare Axxin cititor (Axxin, Fairfield, Victoria, Australia). Zonele liniei de testare sunt prezentate in
Tabelul 8 si FIG. 20.

Tabelul 8: Rezultatele studiului de precizie ale zonelor replicate ale liniilor de testare

Suprafetele liniei de testare

Proces [Tampon 1 Nivel 7 1/2048 Nivel 7 1/512 Nivel 7 1/128

1 250 1415 3299 6163
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Suprafetele liniei de testare
Proces [Tampon 1 Nivel 7 1/2048 Nivel 7 1/512 Nivel 7 1/128
2 251 1426 2794 6276
3 233 1293 2684 7305
4 289 1238 2810 8079
5 260 1202 2531 8090
6 271 1075 2401 6583
7 260 1283 2260 9109
8 218 1540 2660 8297
9 194 1444 2773 5997
Medie ([247,3 13240 2690,2 73221
STDEV |28,6 1443 295,3 1120,6
% CV |[11,6 10,9 11,0 15,3

Coeficientul procentual de variatic (% CV) a fost mai mic de 20%, ceea ce este un bun % CV
pentru masurdtorile Axxin,

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

WO-A1-2013/130613
WO-A1-2017/037126
WO-A1-2017/070594
US-A1- 2010233731
US-Al- 2015 064 727
US-B1-7129 053

US-B2-7482 128

(57) Revendiciri:

1. Anticorp monoclonal anti-insectd de pat produs de: (a) un hibridom depus la American Type
Culture Collection (ATCC) cu numirul de acces PTA-122644 [BB2], sau un fragment al acestuia de
legare la antigen, sau (b) un hibridom depus la ATCC sub Numaérul de acces PTA-122645 [BB7] sau un
fragment de legare la antigen al acestuia.

2. Anticorp monoclonal conjugat sau fragment de legare a antigenului conjugat, cuprinzand
anticorpul monoclonal anti-insecte de pat sau fragmentul de legare la antigen conform revendicdrii 1 si un
agent de detectare.

3. Anticorpul monoclonal conjugat sau fragmentul de legare a antigenului conjugat conform
revendicdrii 2, in care agentul de detectare este o etichetd enzimaticd, o etichetd radioactiva, un fluorofor,
un cromofor, un agent de imagisticd, un metal, un ion metalic, aur coloidal sau nanoparticule de aur.

4. Anticorpul conjugat sau fragmentul conjugat de legare la antigen conform revendicarii 2 sau
3, cuprinzand anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub
Numdrul de acces PTA-122644 [BB2] sau un fragment de legare la antigen al acestuia.

5. Anticorpul conjugat sau fragmentul conjugat de legare la antigen conform revendicarii 2 sau
3, cuprinzand anticorpul monoclonal anti-insectd de pat produs de hibridomul depus la ATCC sub
Numdrul de acces PTA-122645 [BB7] sau un fragment de legare la antigen al acestuia.
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6. Compozitie cuprinzind anticorpul monoclonal anti-insectd de pat sau fragmentul de legare la
antigen din revendicarea 1, anticorpul conjugat sau fragmentul de legare la antigenul conjugat din oricare
dintre revendicarile 2 pana la 5, sau o combinatie a acestora.

7. Compozitie conform revendicdrii 6, cuprinzand:

(a)(1) anticorpul monoclonal anti-insectd de pat conform revendicarii 1 produs de hibridomul
depus la ATCC sub numadrul de acces PTA-122644 [BB2] si

(2) anticorpul monoclonal anti-insectd de pat conform revendicarii 1 produs de hibridomul depus
la ATCC sub Numirul de Acces PTA-122645 [BB7] sau anticorpul conjugat conform revendicarii 5; sau

(b)(1) anticorpul monoclonal anti-insectd de pat conform revendicérii 1 produs de hibridomul
depus la ATCC sub numadrul de acces PTA-122645 [BB7] si
(2) anticorpul conjugat conform revendicarii 4.

8. Trusd cuprinzind anticorpul monoclonal anti-insecte de pat sau fragmentul de legare a
antigenului din revendicarea 1, anticorpul conjugat sau fragmentul de legare a antigenului conjugat din
oricare dintre revendicarile de la 2 pand la 5, compozitia din revendicarea 6 sau 7 sau o combinatic a
acestora.

9. Un hibridom capabil si producd un anticorp monoclonal anti-insecti de pat, in care
hibridomul este depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2] sau numérul de acces PTA-
122645 [BB7].

10. Celula izolatd care produce anticorpul monoclonal anti-insectd de pat sau fragmentul de
legare la antigen din revendicarea 1.

11. Metoda de producere a anticorpului monoclonal anti-insectd de pat sau a fragmentului de
legare a antigenului din revendicarea 1, cuprinzind (a) cultivarea celulei din revendicarea 10 si (b)
izolarea anticorpului monoclonal anti-insectd de pat sau a fragmentului de legare la antigen din celula de
cultura.

12. Metoda de detectare a insectelor de pat, care cuprinde punerea in contact a unei probe care
cuprinde un antigen de plosnite de pat cu anticorpul monoclonal anti-plosnite sau fragmentul de legare a
antigenului din revendicarea 1, anticorpul conjugat sau fragmentul de legare la antigenul conjugat din
oricare dintre revendicarile 2 pand la 5, compozitia din revendicarea 6 sau 7, sau o combinatie a acestora
si detectarea legdrii antigenului plosnitei de pat la anticorpul monoclonal anti-plosniti de pat sau
fragmentul de legare la antigen, anticorpul conjugat sau fragmentul de legare la antigenul conjugat,
compozifia sau combinatia acestora, de preferintd in care detectarea cuprinde efectuarea unui test de
curgere laterala.

13. Metodd conform revendicarii 12, in carec proba este pusd in contact cu un anticorp
monoclonal anti-insectd de pat din revendicarea 1 si un anticorp conjugat din oricare dintre revendicarile
de la 2 pani la 5.

14. Mctoda conform revendicarii 13, in care:

(a) anticorpul monoclonal anti-insectd de pat este anticorpul monoclonal anti-plosnitd de pat din
revendicarea 1 produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122644 [BB2], si
anticorpul conjugat este anticorpul conjugat din revendicarea 5, sau

(b) anticorpul monoclonal anti-insectd de pat este anticorpul monoclonal anti-plosnita de pat din
revendicarea 1 produs de hibridomul depus la ATCC sub numirul de acces PTA-122645 [BB7], si
anticorpul conjugat este anticorpul conjugat din revendicarea 4.

15. Metodi conform oricireia dintre revendicarile de la 12 pand la 14, in care metoda mai
cuprinde colectarea probei care cuprinde antigenul de plosnitd de pat cu un dispozitiv de colectare si
extragerea antigenelor din proba.

16. Metoda conform revendicarii 15, in care dispozitivul de colectare este un tampon.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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