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(67) Resumo: PROCESSO DE DETECCAO PARA VIRUS DE
INFLUENZA. A presente invencado refere-se a um processo de
detecgéao rapida de virus da influenza e/ou de particulas de virus que
compreendem uma hemaglutinina e um componente neuraminidase, o
dito processo compreendendo as etapas de: a) ligagéo do virus e/ou
das particulas de virus a um suporte quecontenha pelo menos um tipo
de receptor de carboidrato selecionado do grupo que consiste em
oligossacarideo natural ou sintético, que esteja conjugado a ou situado
na composi¢do com glicoproteinas como glicoforina,glicoproteina de
acido ai, a2-macroglobulina, ovomucdide e combina¢des dos mesmos
cujo receptor de carboidrato se liga ao componente hemaglutinina dos
virus e/ou das particulas de virus; b) reagdo do componente
neuraminidase dos virus ligados e/ou das particulas de virus com o
seu substrato enzima marcado, causando a geragdo de um sinal
detectavel e e)deteccao do sinal gerado na etapa b).
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengéao para "PROCESSO
DE DETECCAO PARA ViRUS DE INFLUENZA".

A presente invencgao refere-se a um processo de detecgao rapi-
da para virus de influenza e/ou de particulas de virus que compreendem um
componente hemaglutinina e uma neuraminidase, o dito processo compre-
endendo a ligacao dos virus e/ou de particulas de virus a um suporte por
uma molécula de ligagao especifica, que se liga ao componente hemagluti-
nina dos virus e/ou particulas de virus que detectam os virus ligados e/ou as
particulas de virus por reagdo do componente neuraminidase com O seu
substrato de enzima resultando em um sinal detectavel. A presente invengao
refere ainda a um sistema de deteccao para a deteccao rapida de virus de
influenza e/ou de particulas de virus que empregam o processo de acordo
com a invengao e ao uso do sistema de detecgao de acordo com a invengao.

Todos os virus da influenza das aves (Al) sao virus da influenza
do tipo A na familia dos virus de Orthomyxoviridae e todas as cepas conhe-
cidas de virus da influenza A infectam aves. O virus da influenza do tipo A é

subdividido em subtipos baseados em espiculas de proteinas de hemagluti-

-nina (H) e neuraminidase (N) provenientes do nucleo central do virus. Ha 16

tipos de H e até 9 subtipos de N, que fornecem um potencial para 144 com-
binagdes diferentes de H e N.

A influenza aviaria (também conhecida como gripe das aves,
gripe avidria, gripe causada pelo virus da influenza A, gripe do tipo A ou gri-
pe do género A) é uma gripe causada por um tipo de virus da influenza que
ataca aves como hospedeiros, porém pode infectar diversas espécies de
mamiferos.

Uma gripe pandémica é uma epidemia em grande escala, tal
como a da gripe espanhola de 1918. A Organizagcao Mundial de Saude
(WHO) adverte que ha um risco substancial de uma gripe pandémica dentro
dos proximos anos. Um dos mais fortes candidatos é o subtipo A (H5N1) de
influenza aviaria.

H5N1 é um tipo de virus da influenza aviaria (virus da gripe das

aves) que sofreu mutacio através da derivagao génica em duzias de varian-
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tes altamente patogénicas, porém todas pertencendo atualmente ao genoti-
po Z do virus da influenza aviaria HSN1. O gendtipo Z emergiu atraves da
reclassificagdo em 2002 dos genoétipos altamente patogénicos anteriores de
H5N1 que surgiu primeiro na China em 1996 em aves e em Hong Kong em
1997 em seres humanos. Os virus HEN1 provenientes de infecgbes huma-
nas e os virus aviarios intimamente relacionados isolados em 2004 e 2005
pertencem a um unico genoétipo, freqlientemente citados como o gendtipo Z.

Os subtipos da influenza aviaria que foram confirmados em se-
res humanos, ordenados pelo niumero de mortes conhecidas em seres hu-
manos, sao: H1N1 que provocou a gripe espanhola, H2N2 que provocou a
gripe asiatica, H3N2 que provocou a gripe de Hong Kong, H5N1, H7N7,
HION2, H7N2, H7N3, H10N7.

Para que sejamos capazes de reagir rapidamente no caso de
uma nova cepa de influenza que sofreu mutagao e virulenta capaz de ser
transmitida de ser humano para ser humano que se manifesta, requer um
método teste rapido e confidvel para determinar se um animal ou uma pes-
soa esta infectado com o virus. Os métodos de laboratério atuais para a de-
teccdo de virus provenientes de amostras do ambiente, de animais e de pa-
cientes sao trabalhosos e consome muito tempo.

A US-B-6.503.745 descreve compostos ciclopentano e ciclopen-
teno fornecidos juntamente com o uso em um método para detectar o virus
da influenza. O virus é capturado usando-se uma superficie revestida com
fetuina e a detecgdo é realizada com um composto marcado que se liga a
neuraminidase.

D.E. Noyola e outros descrevem no Journal of Clinical Microbio-
logy, 2000, p. 1161 - 1165 com relagdo a contas revestidas com fetuina. A
fetuina também age como um substrato para neuraminidase e a detecgédo é
realizada usando-se aglutinagao.

A US-A-2003/0129618 descreve processos e composigoes para
a deteccdo de analitos que usam uma fluorescéncia que ocorre em material
polimero em resposta a ligagdo de analitos aos materiais poliméricos. Em

particular, a presente invengdo permite a detecgao peia fluorescéncia de re-
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acdes que modificam membranas e analitos responsaveis por tais modifica-
¢Oes e para a selecado de inibidores de agéo.

Todas as abordagens conhecidas e acessiveis rapidamente no
local sdo baseadas no uso de anticorpos a epitopos virais ou em testes sim-
ples com neuraminidase (NA).

A principal desvantagem de abordagens com anticorpos basea-
das em uma técnica de fluxo lateral ou outros tipos de ensaio é a instabilida-
de dos reagentes anticorpos. Além disso, a maioria dos ensaios imunologi-
cos disponiveis até agora apresentam uma especificidade pela influenza A,
porém nao por H5N1. Adicionalmente, o uso de anticorpos inevitavelmente
conduz a um aumento dos custos do ensaio.

A principal desvantagem dos testes com NA especificos para
virus da influenza consiste no substrato reagente oneroso necessario usado
no estado da técnica, que devia ser parcialmente metilado.

A presente invengao resolve estes problemas providenciando
um processo para a detecgao rapida de virus de influenza e/ou de particulas
de virus, um sistema de detec¢ao que emprega o dito processo assim como
o uso do dito sistema de detecgao como definido nas reivindicagdes.

As abreviagbes a seguir serao usadas no relatorio descritivo:
3'SLN = Neu5Aco2-3Galp1-4GicNAc HA = hemaglutinina; HAR = reagéao de
hemaglutinagdo; LOD = limite de detecgao; NA

neuraminidase; TCID =

dose infecciosa da cultura de tecido; tampao TN = tris-HCI 0,02 M (pH 7,2)

com NaCl a 0,1 M.

De acordo com a invengao € empregado um processo de detec-
cao rapida do virus da influenza e/ou de particulas de virus, o processo
compreendendo as etapas de:

a) a ligagdo dos virus e/ou das particulas de virus a um suporte que con-
tém pelo menos um tipo de receptor de carboidrato selecionado do
grupo que consiste em oligossacarideo natural ou sintético, que é con-
jugado a, ou situado na composi¢gao com glicoproteinas como glicofori-
na, glicoproteina de acido a1, a2-macroglobulina, ovomucoéide e com-

binagdes dos mesmos cujo receptor de carboidrato se ligagdo compo-
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nente hemaglutinina dos virus e/ou das particulas de virus;

b) reagado do componente neuraminidase dos virus ligados e/ou das parti-
culas de virus com o seu substrato enzima marcado, causando a gera-
¢ao de um sinal detectavel e

c) detecgdo do sinal gerado na etapa b).

Em particular, sdo detectados os virus da influenza e/ou as par-
ticulas de virus que compreendem todos os subtipos da influenza aviaria
(Al).

Em uma outra modalidade da invengao os virus influenza e/ou
as particulas de virus compreendem um certo subtipo ou grupo de subtipos.
O processo é adequado para detectar os virus da influenza e/ou as particu-
las de virus que compreendem uma variante altamente patogénica.

A invengao pode ser realizada em particular com um suporte que
é um papel cromatografico ou uma membrana. Tais materiais sdo bem-
conhecidos da pessoa versada na técnica. De acordo com a invengdo é
possivel ligar covalentemente ou adsorver fisicamente o receptor de carboi-
drato, como citado aqui antes, ao suporte.

A invengdo emprega em particular um receptor de carboidrato
que contém o motivo a2-3Gal. De acordo com uma modalidade da invengao
(abordagem "dot-blot") a ligagao dos virus e/ou das particulas de virus é efe-
tuada por carregamento de um virus e/ou de amostra contendo particulas de
virus ao suporte como uma mancha. De acordo com a invengéao a ligagao
dos virus e/ou das particulas de virus é efetuada por imersao de um virus
e/ou de uma amostra contendo particulas de virus ao longo do dito suporte
na forma da chamada abordagem de fluxo lateral. Em uma outra modalidade
da invengdo um substrato de enzima marcado do componente neuraminida-
se é precipitado no local do virus e/ou das particulas de virus de ligagao.

Em uma outra modalidade ainda da presente invengao o subs-
trato da enzima é marcado com um grupo cromogénico e a reagao com a
neuraminidase induz uma variagdo de cor do dito substrato da enzima. Co-
mo substratos de enzima podem ser empregados, entre outros, os seguintes
derivados ‘ctomogénicos do acido N-acetil neuraminico, em particular o 5-
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bromo-4-cloro-3-indolil-a-N-acetil neuraminico. Alternativamente, a reagao

com a neuraminidase induz um sinal de fluorescéncia especifico quando se

empregam moléculas fluorescentes adequadas como uma marca.

O processo da invencao pode ser vantajosamente realizado com
um sistema de deteccao para a detecgdo rapida de virus da influenza e/ou
de particulas de virus de acordo com a invengédo. O sistema compreende um
sistema de deteccao para a detec¢ao rapida do virus da influenza e/ou das
particulas de virus usando-se o processo da invengao, o dito sistema com-
preendendo:

a) um suporte contendo pelo menos um tipo de um receptor de carboidra-
to selecionado do grupo que consiste em oligossacarideo natural ou
sintético, que é conjugado a, ou situado em composigao com glicopro-
teinas como glicoforina, glicoproteina de acido a1, a2-macroglobulina,
ovomucodide e combinag¢des dos mesmos cujo receptor de carboidrato
se liga ao componente hemaglutinina do virus e/ou das particulas de
virus;

b) um substrato de enzima marcado que reage com o componente neu-
raminidase, gerando desse modo um sinal detectavel.

Em particular, o suporte esta encerrado em uma alga de plastico
com uma janela para leitura do resultado do teste com uma amostra e um
controle positivo. O suporte compreende em particular pelo menos duas
quantidades diferentes dos ditos aglutinantes especificos para uma estimati-
va semiquantitativa do teor de virus na amostra. Em uma outra modalidade o
suporte compreende pelo menos dois receptores especificos de subtipo de
especificidade diferente para detecgdo simultanea de virus pertencente a
diferentes subtipos. O sistema de detecgao da invengao serve como um re-
cipiente para a mostra e uma unidade de transporte para testes confirmato-
rios como reacao em cadeia com a polimerase de transcrigao reversa depois
de revelar a presencga do virus e/ou das particulas de virus de especificidade
procurada.

De acordo com a invengdo também é reivindicado o uso de um

~sistema de detecgao para a detecgdo do virus da influenza e/ou das particu-" -

-
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las de virus em amostras de animais e/ou de seres humanos como em chu-
macos de algodao, fezes e sangue em amostras do ambiente e/ou como um
sistema de adverténcia precoce de surgimento de subtipos de virus altamen-
te patogénicos.

A hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA) estao presentes
na superficie de um virus da influenza. A HA induz a ligagao do virus aos
receptores da célula que contém sialila, ao passo que a NA promove o aces-
so do virus a células-alvo e facilita a liberagao do virus das células infecta-
das e dos inibidores naturais [Matrosovich, M.N., Matrosovich, T.Y., Gray, T.,
Roberts, N.A., Klenk, H.D. 2004: J. Virol.. 78(22) 12665-7], isto é, a HA é
agente de ligagao de receptor ao passo que a NA é agente de destruigao de
receptor. Uma condi¢ao importante para uma replicagao eficiente do virus é
a acao conjunta de HA e NA e para diferentes espécies a relagao destas
duas atividades é diferente. O virus da influenza isolado das aves apresenta
algumas caracteristicas especiais. Todos os virus da influenza aviaria pos-
suem HA, que tem a maior afinidade pelas cadeias de carboidrato com ter-
minagao Neu5Aco2-3Gal. Além disso, a sua atividade da NA é maior com-
parada aos virus de outras origens.

No método de detecgdo e no sistema de deteccao de acordo
com a presente invengdo, sao usadas estas propriedades de ambos os
componentes do virion, HA e NA, de virus aviario. Um virus da influenza se-
ra ligado a uma molécula de ligacao especifica, de preferéncia a uma subs-
tancia que contém carboidratos sialilados e esta acoplada a uma membrana,
seguido por reacao com, de preferéncia digestdao de um substrato neurami-
nidase que causa a formagao de coloragdo da zona que contém o virus so-
bre a membrana. O processo de detecgao do virus da gripe e o sistema de
acordo com a presente invengao apresentam uma variedade de vantagens
comparado aos sistemas do teste do estado da técnica: utilizando dois com-
ponentes, HA e NA, aumenta a especificidade do ensaio e permite a cons-
trucao dos sistemas de detecgcao com especificidades escolhidas. Ao mesmo
tempo e em contraste com o sistemas de detec¢ao baseados nos métodos

imunoldgicos, ndo ha necessidade de uma enzima maicadora adicional para
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revelar a deteccdo positiva, porque a propria neuraminidase viral é usada
para esta finalidade.

As diferentes variantes dos tipos cuidadosamente escolhidos de
moléculas receptoras de carboidrato irdo coletar todos os virus da influenza
independentemente do tipo e do subtipo e sdo capazes de detecgao especi-
fica simultanea de variantes altamente patogénicas como H5N1.

O resultado do método de detecgao de acordo com a invengao
pode ser obtido sem o0 uso de quaisquer dispositivos sofisticados.

O processo de acordo com a invengao permite a detecgao do
virus da influenza dentro de 0,1 a 2 horas.

A invengao sera explicada também por meio dos exemplos nao
limitativos a seguir.

Exemplos

Exemplo 1:
Sintese de um conjugado de poliacrilamida de 3'SLN trissacarideo para a

preparagao do receptor especifico de molécula de carboidrato

Uma solugao de 1,7 mg (10 umols) de acido poliacrilico comple-
tamente ativado com N-hidroxissuccinimida, pM ~ 1000 kDa, em 200 ul de
DMSO e 4 pl de diisopropiletilamina foram adicionados a uma solugao de
1,46 mg (2 umols) de 3'SLN-O(CHy)3NH2 em 200 ul de DMSO, a mistura foi
mantida a 37°C durante 48 horas, 40 ul de uma solugao aquosa a 25% de
amoénia ou 40 ul de etanolamina foram adicionados e a solugao foi mantida
durante 18 horas a temperatura ambiente seguida por cromatografia com
permeagao em gel em on sefarose LH, rendimento ~ 90%.
Exemplo 2:

Deteccao de virus da influenza em fluido alantdico por utilizagao
do processo e do sistema de teste de acordo com a invengao

Exemplo-Kit:
1. Tira para teste

2. Tampao sonda tampao n® 1
3. Tampao de contraste Tampao n? 2
4. Tampao para lavagem cee
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4. Tampao para lavagem A Tampao n® 3

5. Tampao para lavagem B Tampaon?4

6. Tampao para Coloragao Tampao n® 5

7. Tira dupla (2 fileiras com 8 cavidades) ou placa com 96 cavidades

8. Tesouras ou Bisturi

9. Pincas

10. Placa para lavagem da tira

11. Pequenos frascos de desenvolvimento

12. Termostato (ou seu substituto)

13. Camera para procedimento de cromatografia (ou uma tampa, que é
usada para cobertura da placa de 96 cavidades com tiras).

Materiais

Tiras: nitrocelulose, absorvente, bloco de amostra obtida da Whatman, USA.

1.

Reagente especifico (fetuina, Sigma) foi isolado de ovos de galinha
frescos.

Tampao n? 1: tris-HCl a 0,2 M (pH 7,2) com NaCl a 3 M e 0,5% de
Tween-20

Tampao n2 2: tris-HCl a 0,02 M (pH 7,2) com NaCl a 0,3 M e 0,05% de
Tween-20

Tampao n2 3: tris-HCl a 0,02 M (pH 7,2) com NaCl a 0,1 M e 0,05% de
Tween-20

Tampao n? 4: tris-HCl a 0,02 M (pH 7,2) com NaCl a 0,1 M (TN tampé&o)
Tampao n? 5: solugdo de Neu-X a 4 mM em tampao TN com CaCl; a
0,01 M

O tampao TN pode ser substituido por um tampao de adaptacgao,

por exemplo, soro fisioldégico ou solugao salina tamponados com fosfato.

A tira (Figura 1) é dividida em trés zonas: banho, zona de detec-

¢ao e de absorcao. Uma linha da molécula receptora de carboidrato (linha do

teste) como pogo como uma linha de controle esta localizada na zona de

detecgado. As tiras estdao reunidas da membrana, o absorvente e os blocos

de amostra. A molécula receptora de carboidrato (1 microlitro de 1 mg/mL de

solugao) esta carregada sobre a zona de deteccao, depois que a tira for se-
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ca e lavada. Entdo a tira € armazenada em um frasco hermeticamente fe-

chado a 18 - 25°C.

Deteccao

1. Preparacdao da Amostra: 1/10 parte (volume/ volume) de tampéao n%1 é
adicionado a bsonda diretamente antes da anadlise e da cavidade agita-
do. Esta é a sonda n°1 (P n°®1).

2. O Procedimento de deteccdo envolve diversos estagios (Tabela 1):

No primeiro estagio, o bloco de amostra da tira é colocado em
80-100 ul de P n21. Pela agao de forcas capilares o liquido proveniente da
amostra, é absorvido e entra na zona de absor¢ao pela zona de detecgao na
qual as particulas de virus se ligam a molécula receptora de carboidrato. A
duracdo deste procedimento depende da viscosidade da amostra, porém
nao devia exceder 15 min. O Tampéao n? 2 é adicionado a0 mesmo pog¢o da
placa (alternativamente é possivel transferir a tira para um outro pogo cheio
com o tampao n2 2). Depois de 10 minutos a tira é retirada da cavidade.

No segundo estagio, a parte imersa da tira é cortada (com tesou-
ra). Depois de cuidadosa remogéo (por exemplo com ajuda de pingas) da
zona de absorcéo da parte da tira, a zona de teste é lavada com tamp&o n23
e entdo com tampao n? 4. Subsequentemente a zona de absorgao também é
cortada.

O terceiro estagio. O resto da zona de teste é colocado dentro
do frasco com tampdo n%5. O frasco € fechado firmemente e deixado em
repouso no escuro a 37 - 40°C. A presencga de um virus da influenza na a-
mostra é detectada como uma formagao de coloragao azul escuro da zona
da molécula receptora de carboidrato. A duragdo desta etapa depende da
concentragdo do virus na amostra e pode levar de 20 minutos até 60 minu-
tos antes que um virus possa ser detectado por reagdo com hemaglutinagao
(titulo de HAR aproximadamente 2). Como regra estas amostras tém um
valor de TCID/mlI de em torno de 10°. Para sondas com 10 e 100 vezes me-
nos teor de virué (10*-10° TCID/mI), a formacéo de coloragdo pode aparecer

depois de varias horas. Depois deste procedimento a tira é retirada da solu-

= ¢a0 seguida por avaliagao visual do resultado da reacao.
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A linha de controle de neuraminidase na zona de deteccao é
usada para a avaliagao da funcionalidade do ensaio. Deve ocorrer formagéo
de coloracao azul escura na zona de controie.

- Os resultados sao interpretados da seguinte maneira:

1) Se for observada uma linha colorida uniformemente, é consi-
derado positivo, isto é, a sonda contém o virus; a intensidade da cor devia
ser comparavel a intensidade da linha de controle.

2) Se for observada uma linha fracamente colorida, a amostra
contém o virus em uma concentragao que ¢ insuficiente para uma detecg¢ao
nao-ambigua e a exposi¢ao da tira ao tampao n% devia ser prolongada du-
rante toda a noite ou o teste pode ser repetido mais uma vez.

3) A auséncia da linha colorida significa que ndo ha virus na a-
mostra ou a sua concentragdo € menor do que o nivel de detecgao minimo.

4) A auséncia da linha colorida na linha de controle positivo sig-
nifica que o experimento foi realizado incorretamente ou que a NA na linha
de controle foi destruido; naquele caso é recomendado testar de novo o cor-
po de prova usando um novo kit para o teste.

Os dados sobre a sensibilidade do teste sao fornecidos na tabe-
la 2.
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Tabela 1: esquema do método de detecgcao de acordo com a invengao

ETAPA | PROCEDIMENTO FIGURA CONDICAO
1 Preparagao
pré-testagem
2 Imersao/ O bloco de amostra
cromatografia da tira é colocado
€—Bloco ver?ic.almente ao
Adsorvente | recipiente da amos-
tra durante 10 min
a temperatura am-
biente
«—Zona de
Detecgao
—Bloco de
...... Amostra
3 Lavagem Depois da remogao
«4-—Linha de do bloco da amos-
Controle tra a parte restante
7 Azul da tira é colocada
RZR na solugao de lava-
-} -+-a4—-Linha de gem
= Teste
Ly Azul
4 Revelagao no 20 min - 2 h no es-
escuro curo a 40°C em
Zona de solugao de substra-
J——"‘Detecgéo to neuraminidase
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ETAPA | PROCEDIMENTO FIGURA CONDICZ\O
5 Interpretagao dos i Linha de Os resultados sao
resultados » Controle Azul avaliados visual-
| Linhade mente. No caso do
[ | Teste Azul resultado positivo
Positivo (a amostra contém

virus em conc.
maior do que o limi-
te de detecgao)
deviam ser obser-
vadas duas linhas.

Negativo A intensidade de
cor da linha teste
devia ser compara-
vel com aquela da
linha de controle.

No caso do resulta-
Invalido do negativo somen-
te a linha de contro-
le é observada. E
necessario repetir o
teste quando a li-
nha de controle nao
pode ser observa-
da.

Exemplo 3:
Deteccao de virus da influenza em fezes de galinhas usando o sistema de
deteccgao de acordo com a invengao

Neste exemplo foram usados os mesmos materiais e 0s méto-
dos como no exemplo 2.

1. Foram realizadas diluigbes em série de sondas contendo virus
em suspensao de fezes de galinhas saudaveis (2 g de substancia seca por
10 ml de tampao). Isto demonstrou que as fezes nao afetam a sensibilidade
e a especificidade de detecg¢ao do virus da influenza com o teste.

2. A fezes de galinhas frescas foi adicionado 1/10 parte (volume/
volume) de virus A/pato/Alberta/76 (titulo HAR 1:10) e a mistura foi homoge-
neizada. Depois da adicao do tampao n°2 ao homogenato (1:1 volume/ vo-
lume), foi retirada uma aliquota da suspensao resultante para uso no ensaio.
A formagao de coloragao azul escura na zona de teste apareceu depois de 2

horas. Nao foi observada influéncia notavel sobre os resultados do teste
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guando foram adicionadas fezes de galinha as amostras da tabela 1 antes
do inicio do procedimento do teste.

Exemplo 4: o

Detecgao de virus da influenza em tecido do pulmao de galinhas mortas u-
sando o sistema de detecgao de acordo com a invengao

Neste exemplo foram usados os mesmos materiais e processos
como no exemplo 2.

Tecido do pulméao de galinhas que morreram de infecgao com
virus da influenza H5N1 foi extraido com tampao silin analisado (coletado:
Criméia /Janeiro de 2006). Podia ser demonstrado que o virus da influenza
pode ser detectado confiavelmente no pulmao do corpo de galinha analisa-
do.

Tabela 2: limite de detecgdo (LOD) de virus de influenza aviaria em amos-

tras contendo virus como sondadas com o sistema do teste de acordo com a

invengao
LOD durante 2 h
o
" TCID /ml titul()F}aArlr:\‘c.)stra
1 A/pato/Alberta/35/76 (H1N1) 10° 4
2 A/pato/France/146/82 (H1N1) 2x10* 1072
3 A/pintail/Primorie/695/76 (H2N3) 2x 107 10
4 A/gaivota/Astrakhan/165/86 (H6N5) | 10° 107
5 A/FPV/Rostock/34 (H7N1) 10* 1
6 A/mallard/NT/12/02 (H7N3) 5x 10* 5x 10"
7 A/mallard/Primorie/3/82 (HON2) 10° 10
8 A/Hongkong/1073/99 (HON2) 10° 1
9 A/mallard/Guriev/244/82 (H14N6) 5x10° - 10™
10 | A/pato mallard/PA/10218 (H5N2) | N30 1072
determinado
11 | A/pato/Postdam/1402/6/86 (H5SN2) | 5 x 10° 5x10™
12 | A/NIBRG-14 (H5N1)? 5x10° 5

~-



14

LOD durante 2 h

Ne j
TCID/mi | ... HAR
titulo/amostra

A/galinha/Kurgan/5/2005 (H5N1) 2
passagens em MDCK

A/pato/Kurgan/8/2005 (H5N1)
2 passagens em MDCK

13 104 <1

14 10° 107!

2 . Esta é cepa de vacina, que tem genes HA e NA do virus patogénico
A/Vietnam/1194/04 e todos os genes da proteina interna de A/Puerto Ri-
co/2/34.

Os virus foram obtidos do Institute of Poliomyelitis and Viral En-
cephalitis (Moscow Region) e do Institute of Influenza (St. Petersburg).
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REIVINDICACOES

1. Processo de detecgao rapida do virus da influenza e/ou das
particulas de virus que compreendem uma hemaglutinina € um componente
neuraminidase, o dito processo compreendendo as etapas de:

a) ligagcao do virus e/ou das particulas de virus a um suporte que conte-
nha pelo menos um tipo de receptor de carboidrato selecionado do
grupo que consiste em oligossacarideo natural ou sintético, que esteja
conjugado a ou situado na composigcao com glicoproteinas como glico-
forina, glicoproteina de acido a1, a2-macroglobulina, ovomucdide e
combinag¢des dos mesmos cujo receptor de carboidrato se liga ao com-
ponente hemaglutinina dos virus e/ou das particulas de virus;

b) reacgdo do componente neuraminidase dos virus ligados e/ou das parti-
culas de virus com o seu substrato de enzima marcado, causando a
geragao de um sinal detectavel e

c) deteccgao do sinal gerado na etapa b).

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que o dito vi-
rus da influenza e/ou as particulas de virus compreendem todos os subtipos
conhecidos da influenza aviaria (Al).

3. Processo de acordo com a reivindicagao 2, em que o dito vi-
rus da influenza e/ou as particulas de virus compreendem um certo subtipo
ou um grupo de subtipos.

4. Processo de acordo com a reivindicagao 2, em que o dito vi-
rus da influenza e/ou as particulas de virus compreendem uma variante al-
tamente patogénica.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 4, em que o suporte &€ um papel ou uma membrana para cromatografia.

6. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
1 a 5, em que o receptor de carboidrato esta ligado covalentemente ou fisi-
camente adsorvido ao suporte.

7. Processo de acordo com a reivindicagao 6, em que o receptor
de carboidrato contém o motivo alpha2-3Gal.

8. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
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1 a 7, em que a dita ligagao do dito virus e/ou das particulas de virus é efe-
tuada por carregamento de um virus e/ou de amostra contendo particulas de
virus ao dito suporte como uma mancha (abordagem "dot-blot").

9. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 7, em que a dita ligagado do dito virus e/ou das particulas de virus é efe-
tuada por imersao de um virus e/ou de uma amostra contendo particulas de
virus ao longo do dito suporte (abordagem de fluxo lateral).

10. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 9, em que o dito substrato da enzima marcado do dito componente
neuraminidase é precipitado no local do virus ligado e/ou das particulas de
virus.

11. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 10, em que o dito substrato da enzima é marcado com um grupo cro-
mogénico e a reagdo com a neuraminidase induz uma variagao de cor do
dito substrato da enzima.

12. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 11, em que o dito substrato da enzima é um derivado cromogénico do
acido N-acetilneuraminico, em particular do acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
a-N- acetilneuraminico.

13. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
de 1 a 12, em que a reagdo com a neuraminidase induz um sinal especifico
de fluorescéncia.

14. Sistema de deteccao para a detecgao rapida do virus da in-
fluenza e/ou das particulas de virus que usa um processo como definido em
qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 13, o dito sistema compreendendo:

a) um suporte contendo pelo menos um tipo de um receptor de
carboidrato selecionado do grupo que consiste em oligossacarideo natural
ou sintético, que é conjugado a, ou situado na composigao com glicoprotei-
nas como glicoforina, glicoproteina de acido a1, a2-macroglobulina, ovomu-
coide e combinacdes dos mesmos cujo receptor de carboidrato se liga ao
componente hemaglutinina dos virus e/ou das particulas de virus;

b) um substrato enziria marcado que reage com o componente
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neuraminidase, gerando desse modo um sinal detectavel.

15. Sistema de detecgao de acordo com a reivindicagao 14, em
que o dito suporte esta encerrado em uma alca de plastico com uma janela
para leitura do resuitado do teste com uma amostra e um controle positivo.

16. Sistema de deteccao de acordo com a reivindicagdo 14 e/ou
15, em que o dito suporte compreende pelo menos duas quantidades dife-
rentes dos ditos aglutinantes especificos para uma estimativa semiquantitati-
va do teor de virus na amostra.

17. Sistema de detecgao de acordo com a reivindicagao 14 e/ou
16, em que o dito suporte compreende pelo menos dois receptores especifi-
cos de especificidade de subtipo diferente para uma detecgéo simultdnea de
virus pertencente a subtipos diferentes.

18. Sistema de detecgdo de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbOes de 16 a 17, em que o sistema depois de revelar a presenga do
virus e/ou das particulas de virus de especificidade procurada serve como
recipiente para a amostra e como unidade de transporte para testes confir-
matorios como reagcao em cadeia com a polimerase de transcrigao reversa.

19. Uso do sistema de detecgao de acordo com qualquer uma
das reivindicagOes de 14 a 18 para detectar virus da influenza e/ou particu-
las de virus em amostras de animais e/ou de seres humanos como em chu-
magos de algodao, fezes e sangue em amostras do ambiente e/ou como um
sistema de adverténcia precoce de surgimento de subtipos de virus altamen-

te patogénicos.
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Zona de dectegao

Linha de controle

Bloco da amostra Linha de teste / Bloco de asborgao

Cartao de suporte
Membrana de nitroc

Migracdo da amostra

Fig.1: diagrama esquematico de uma tira para teste para um teste de fluxo lateral



S S RESUMO
‘Patente de lnveng:ao "PROCESSO DE DETECQAO PARA VIRUS, DE IN- '
FLUENZA" ' _ '
- A presente |nven(,:ao refere-se a um processo de detecg:ao rapi-
5 - da de virus da influenza e/ou de particulas_ de virus que compreendem uma
) 'hemaglutmma e um componente neuramlmdase o dlto processo compreen-
) dendo as etapas de: , , .
R - a) I|gag:ao do vnrus e/ou das particulas de virus a um suporte que . '
‘contenha pelo menos um-tipo de receptor de carbosdrato selecnonado dov
_ 10 grupo que con51ste em ollgossacandeo natural ou smtetlco que esteja con- |
o 4 ' jugado a ou. situado na composigao. com gllcoprotelnas como glicoforina,
| . ghcoprotelna de acndo a1 a2- macroglobulma ‘ovomucoéide e combinagodes -
' dos mesmos cu;o receptor de carbondrato se hga ao componente hemagiuti- ..~ '
o nina dos vnrus e/ou das partlculas de vnrus ‘
, 15 | o b) reagéo do componente neuraminidase dos virus ligados e/ou
das particulas de virus com o seu. substrato enzima marcado, causando a
gerag:ao de um. smal detectavel e ‘ - : N

‘

e S c) detecgéo do sinal gerado na etapa b)
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