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DESCRIPCION
Método in vitro para el diagnostico o la deteccidon de micobacterias no tuberculosas
Campo de la invencion

La presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas y se refiere al campo médico y/o veterinario. Mas
especificamente, la presente invencidn se refiere a un método in vitro (a continuaciéon en el presente documento,
método de la invencion) para detectar una respuesta inmunitaria contra especies de micobacterias no tuberculosas
(NTM). En consecuencia, puede usarse en el diagnostico de infecciones por NTM. Particularmente, el método de la
invencién puede usarse para el diagnostico de enfermedades directamente provocadas por infecciones por NTM,
por ejemplo: infecciones pulmonares, linfadenitis e infecciones de la piel y partes blandas. Especificamente, puede
usarse para identificar infecciones por NTM en nifios a los que se les ha diagnosticado fibrosis quistica, en pacientes
que estan padeciendo enfermedades respiratorias cronicas, incluyendo enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) y, entre otros, en adultos inmunodeprimidos. Por otro lado, el método de la invencion puede usarse para el
diagnostico diferencial de infecciones por NTM frente a infecciones por tuberculosis (TB) en nifios con
linfadenopatia. Ademas, el método de la invencién también puede usarse para diferenciar una respuesta inmunitaria
a NTM a partir de infeccidn por tuberculosis latente por Mycobacterium (LTBI), lo que permite un diagnostico mas
preciso de LTBI, particularmente en la poblacion pediatrica.

Antecedentes de la invencion

Historicamente, las infecciones humanas notificadas debidas a Mycobacterium spp. eran debidas casi
exclusivamente a Mycobacterium tuberculosis. El amplio impacto publico de esta infeccidon es legendario. Mas
recientemente, se han identificado otras especies de Mycobacterium spp. que provocan una enfermedad clinica
similar a la TB y cada vez son mas reconocidas en todo el mundo. Estos organismos se denominan NTM.

Las NTM pueden provocar una amplia gama de infecciones. Aunque se han descrito mas de 150 especies diferentes
de NTM, las infecciones pulmonares son mas comunmente debidas al complejo de Mycobacterium avium (MAC),
Mycobacterium kansasii y Mycobacterium abscessus. Las infecciones por NTM también son de particular
importancia en pacientes con enfermedades respiratorias cronicas (fibrosis quistica, EPOC, etc.). Ademas de
infecciones pulmonares, las NTM pueden provocar infecciones en otras localizaciones. En nifios, las NTM provocan
cuatro sindromes clinicos principales: linfadenitis, infeccion de la piel y partes blandas, enfermedades pulmonares
(predominantemente en nifios con afecciones pulmonares subyacentes) y enfermedad diseminada (en nifios
inmunodeprimidos).

La identificacion de NTM en muestras pulmonares no siempre equivale a una infeccion activa. Entonces se requiere
un transcurso prolongado de terapia con una combinacion de farmacos. Ademas, una infeccidon recurrente con
nuevas cepas de micobacterias 0 una recaida de la infeccion no es infrecuente, siendo apropiado en algunos casos
seleccionados una reseccion quirirgica. Hoy en dia, todavia no se dispone de métodos de diagndstico
complementarios y definitivos.

Por tanto, disponer de un método de diagnéstico para la identificacién de pacientes que realmente padecen una
infeccion por NTM ayudaria a recetar el tratamiento adecuado a aquellos que realmente lo necesitan, reduciendo en
consecuencia las terapias innecesarias, con la posterior reduccién en la resistencia a los antibidticos y en los costes
del tratamiento del paciente.

Particularmente, existe una necesidad real de métodos fiables para el diagnostico de enfermedades directamente
provocadas por infecciones por NTM. Por ejemplo, las infecciones pulmonares, la linfadenitis y las infecciones de la
piel y partes blandas son las enfermedades mas comunmente descritas, que estan provocadas por infecciones por
NTM. Entre ellas, puede destacarse: i) la colonizacién/infeccion de las vias respiratorias por NTM en nifios a los que
se les ha diagnosticado fibrosis quistica y i) infeccion por NTM de pacientes que padecen enfermedades
respiratorias cronicas y pacientes inmunodeprimidos.

Es importante considerar que los métodos de diagndstico que ayudan en la distincion entre colonizacion e infeccion
serian muy relevantes, particularmente en el caso de pacientes que padecen enfermedades respiratorias crénicas y
pacientes inmunodeprimidos. La precision en el diagndstico es necesaria porque la infeccion por NTM requiere un
transcurso prolongado de terapia con una combinacidon de farmacos, siendo apropiada en algunos casos
seleccionados una reseccién pulmonar quirurgica. Hoy en dia, todavia no se dispone de métodos complementarios y
definitivos para el diagnéstico de infecciones por NTM. Los métodos convencionales usados en la actualidad para el
diagnostico de infecciones por NTM, basicamente el analisis del cultivo de esputo combinado con criterios clinicos,
no pueden ayudar en la distincion entre colonizacion e infeccion activa. Por tanto, disponer de un método de
diagnostico con el objetivo de identificar a pacientes que realmente padecen una infeccion por NTM (no simplemente
colonizacion) ayudaria a recetar el tratamiento adecuado para dichos pacientes. Esto también reduciria las terapias
innecesarias y, en consecuencia, los efectos adversos, reduciendo también la resistencia a los antibidticos y los
costes del tratamiento del paciente. La administracion del tratamiento adecuado también mejoraria la calidad de vida
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de los pacientes, reduciendo también el nimero de ocasiones que acuden a los hospitales.

Ademas, existe una necesidad real de métodos fiables centrados en el diagnéstico diferencial entre NTM y LTBI en
nifos con linfadenopatia, cuando hay una sospecha de TB activa. El tratamiento de la linfadenopatia en nifios
requiere la extraccidon de la linfadenopatia mediante cirugia y también la receta de un tratamiento especifico que es
diferente si la linfadenopatia es debida a infecciones por NTM (principalmente M. avium) o M. tuberculosis.

Adicionalmente, existe una necesidad real de métodos de diagnostico con el objetivo de diagnosticar infecciones por
NTM en situaciones en las que la respuesta inmunitaria a NTM confunde los resultados de pruebas cutaneas de
tuberculina (TST). Diagnosticar LTBI en nifios es muy importante porque el riesgo de progresion a TB activa grave
es alto, especialmente en niflos pequefos. Las pautas recomiendan el uso de la TST y el ensayo de liberacion de
interferdn gamma (IGRA). Los IGRA son pruebas mas especificas que la TST, dado que los antigenos usados para
estimular las células T sélo estan presentes en M. tuberculosis. Sin embargo, debido al alto riesgo de progresién en
el caso de una infeccion real y la gravedad de la TB en nifios, cuando se notifica TST positiva e IGRA negativo, con
frecuencia se considera que el paciente estd infectado y se trata como un paciente con LTBI, especialmente en
nifos no vacunados con BCG. Los inventores de la presente invencidn han observado que a un gran numero de
pacientes no se les diagnostica de manera apropiada que padecen LTBI, porque algunos de estos pacientes
responden a la TST debido a una reaccion cruzada con la sensibilizaciéon previa con NTM. En consecuencia, existe
una necesidad real de identificar de manera adecuada las infecciones por NTM con el fin de administrar la terapia
adecuada, evitando tratamientos innecesarios debidos a resultados de TST falsos positivos. De hecho, el uso de una
prueba in vitro capaz de identificar la sensibilizacién con NTM permitiria la identificacion de resultados de TST falsos
positivos y, en consecuencia, reduciria el numero de tratamientos de LTBI innecesarios en nifios. Por tanto, se
reducirian considerablemente la alarma social y el coste del tratamiento global de los casos (tratamiento del
paciente, estudios de rastreo de contactos, cribados de LTBI en colegios).

En consecuencia, tal como se explico anteriormente, el diagndstico diferencial de NTM es una clara necesidad
médica insatisfecha. No obstante, hoy en dia no existe ninguna prueba en el mercado que use antigenos especificos
para la estimulacion de células T para diagnosticar especificamente infecciones por NTM. Aunque la TST y los IGRA
son pruebas de diagnostico aprobadas para identificar LTBI, no existe ningun procedimiento para las infecciones por
NTM.

El documento W002/066985 divulga que el nucleo lipidico invariante de un GPL de Mycobacterium avium derivado
de la membrana celular se usa como principio activo en un ensayo inmunoldgico para distinguir entre infecciones por
tuberculosis y por NTM, en particular infecciones por el complejo de Mycobacterium avium (MAC), que influira en la
eleccion del tratamiento.

Kitada et al. 2005 (Clin Diagn Lab Immunol 12(1):44-51) divulgan que el antigeno central GPL del complejo de
Mycobacterium avium (MAC) de micobacterias no tuberculosas (NTM) se usa como antigeno en un inmunoensayo
enzimatico para diagnosticar enfermedad pulmonar por MAC.

Descripcidn de la invencién
Breve descripcién de la invencion

Los inventores de la presente invencién, usando precisamente antigenos nsGPL de M. avium, han sido capaces de
identificar no sélo infecciones provocadas por M. avium sino también infecciones provocadas por cualquier NTM; en
particular por cualquiera de las siguientes especies bacterianas seleccionadas del lista que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium malmoense, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium farcinogenes,
Mycobacterium habana, Mycobacterium hominis, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium peregrinum,
Mycobacterium porcinum, Mycobacterium senegalense, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium scrofulaceum y
Mycobacterium simiae; mas particularmente por cualquiera de las siguientes especies bacterianas seleccionadas de
la lista que consiste en: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium malmoense y Mycobacterium xenopi. Cabe sefalar que las
tablas 1 y 5 a 7 muestran claramente resultados positivos obtenidos después de la estimulacidon con
glicopeptidolipidos no especificos de serovar (nsGPL), tales como ns4GPL o ns8GPL, o Mycobacterium smegmatis.
Cabe sefalar que ambas estructuras quimicas, ns4dGPL o ns8GPL, son quimicamente idénticas. Ademas, cabe
sefialar que, tal como se muestra en las figuras 1 a 7, la estimulacién con tales glicopeptidolipidos no especificos de
serovar ha proporcionado resultados positivos para Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium,
Mycobacterium chimaera, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium malmoense y Mycobacterium xenopi. En
cuanto a Mycobacterium fortuitum, en los presentes ejemplos se muestran resultados negativos, puesto que los
pacientes de los que se tomaron las muestras fueron colonizados con estas bacterias sin producir infeccion (estos
resultados estan en consonancia con los resultados mostrados en la figura 7, donde estd claro que los
glicopeptidolipidos no especificos de serovar de la invencidn son Utiles para diferenciar entre la colonizacion
bacteriana de un individuo y la infeccion (manifestacion clinica de la enfermedad)).
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Por tanto, la presente invencion da lugar a una herramienta versatil para la identificacion de infecciones provocadas
por cualquier NTM, no sélo por M. avium. Este efecto técnico se ha logrado inesperadamente en la presente
invencién, tal como se muestra en las tablas 1 y 5 a 7, usando precisamente los nsGPL de férmula | derivados de M.
avium. Por tanto, la presente invencién, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, se centra en la
deteccidn de infecciones provocadas no solo por M. avium sino también provocadas por cualquier NTM, usando el
antigeno de férmula I, 0 un antigeno que comprende la estructura quimica de férmula I, o cualquier isomero del
mismo:

Férmula |

enlaque Rqes

OH o

iG‘vn&
Rg’L‘“

en la que R; es una cadena de alquilo o alquenilo que tiene desde 1 hasta 34 atomos de carbono;
enlaque R4 es -OH u -OCHg;
enlaque Rs es -OH u -OCHs.

Sin embargo, cabe sefalar que la identificacion de infecciones provocadas por cualquier NTM, en particular por
cualquiera de las siguientes especies bacterianas seleccionadas de la lista que consiste en: Mycobacterium
abscessus, Mpycobacterium chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
malmoense, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium farcinogenes, Mycobacterium
habana, Mycobacterium hominis, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium
porcinum, Mycobacterium senegalense, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium scrofulaceum y Mycobacterium
simiae; no solo se logra mediante antigenos que consisten en o que comprenden la férmula |, sino mediante
cualquiera de los nsGPL de cualquiera de las siguientes bacterias: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium
xenopi 0 Mycobacterium smegmalis.

Por tanto, un aspecto alternativo divulgado en el presente documento, pero no forma parte de la invencion, se centra
en la deteccion de infecciones provocadas por cualquier NTM, usando como antigeno cualquiera de los nsGPL, o un
antigeno que comprende tales nsGPL, de cualquiera de las siguientes bacterias seleccionadas del grupo que
consiste en: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium xenopi 0 Mycobacterium smegmatis. En particular, tales
nsGPL son capaces de detectar infecciones provocadas por cualquiera de las siguientes especies bacterianas
seleccionadas de la lista que consiste en: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium
chelonae, Mycobacterium farcinogenes, Mycobacterium habana, Mycobacterium hominis, Mycobacterium
paratuberculosis, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium porcinum, Mycobacterium senegalense,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium scrofulaceum y Mycobacterium simiae; mas particularmente por
cualquiera de las siguientes especies bacterianas seleccionadas de la lista que consiste en: Mycobacterium
abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium infracellulare,
Mycobacterium malmoense y Mycobacterium xenopi. Preferiblemente, tales nsGPL son un antigeno de férmula Il, o
un antigeno que comprende la estructura quimica de formula 1, o cualquier isémero del mismo:
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OH o
B N N NN
CHy{CH:)ag.0
| M.smegmatis | MAC ;
i R;OAc i R:OH
! Ry DAe ! Ry OH u OCH,
: R,: OCH, : Ry OH u OCH, !
i R, OH u OCH, i Ry OH ;

Férmula Il

En una realizacion preferida de la formula I, R; es una cadena de alquenilo que tiene 34 atomos de carbono, R4 es
-OCHs y Rs5 es -OCHs.

En una realizacion preferida, la férmula | comprende una cadena lipidica C34:1 (preferiblemente con un doble enlace
entre los carbonos 10 y 11) y los restos de hidrato de carbono son respectivamente 3-O-Me-6-desoxitalosa y 3,4-di-
O-Me-a-L-Rhap.

Particularmente, el método de la invencion para el diagndstico de infecciones por NTM puede aplicarse en las
siguientes situaciones:

e Para el diagnéstico de enfermedades directamente provocadas por infecciones por NTM: por ejemplo,
infecciones pulmonares, linfadenitis e infecciones de la piel y partes blandas. Particularmente, el método de
la invencion puede usarse para la identificacion de infecciones por NTM en las siguientes situaciones:
(i) colonizacion/infeccion de las vias respiratorias por NTM en nifios a los que se les ha diagnosticado
fibrosis quistica y (ii) infecciones por NTM en pacientes que estan padeciendo enfermedades respiratorias
cronicas (es decir, EPOC vy fibrosis quistica) y adultos inmunodeprimidos. Tal como se explicd en los
antecedentes de la invencidn, es importante considerar que la identificacion de métodos de diagnostico que
ayuden en la distincidn entre colonizacion e infeccidn seria muy relevante, particularmente en el caso de
pacientes que estan padeciendo enfermedades respiratorias cronicas. En estas situaciones, el método de
la invencidon ayudara en el diagnostico de NTM porque un resultado positivo reforzara el papel de la
infeccion y un resultado negativo reforzara el papel de la colonizacion.

e Para el diagnostico diferencial entre infeccién por NTM y por TB en nifios con linfadenopatia cuando hay
una sospecha de TB activa. El tratamiento de la linfadenopatia en nifios requiere la extraccién de la
linfadenopatia mediante cirugia, y también la receta de un tratamiento especifico, que es diferente si la
linfadenopatia es debida a una infeccion por NTM [principalmente M. avium] o una infeccidon por
M. tuberculosis. El método de la invencion ayudara a diferenciar rapidamente entre NTM y TB, con el fin de
administrar el tratamiento correcto al paciente.

e Para el diagndstico de infecciones por NTM en situaciones en las que la respuesta inmunitaria a NTM
confunde los resultados de TST en tanto en humanos como en especies animales. El método de la
invencién, que tiene como objetivo identificar la sensibilizacion con NTM, reducird el numero de
tratamientos de LTBI innecesarios y el coste del tratamiento de estos casos y la consecuente alarma social.
Un resultado positivo respaldard la idea de una infeccién por NTM en lugar de una infeccion LTBI.

Particularmente, se usa un glicopeptidolipido no serovar (nsGPL) de M. avium como unico antigeno de NTM, que es
totalmente especifico de NTM, como candidato para crear una prueba para el diagnostico o la identificacién de
infecciones por NTM. El método de la invencidén se basa en la deteccidn de citocinas producidas por células T
sanguineas después de la estimulacion con antigeno de NTM. Para este propdsito, los nsGPL se extrajeron y se
analizaron adicionalmente usando cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM) para confirmar su pureza.

La presente invencidn muestra que los nsGPL, en particular los nsGPL de M. avium, son antigenos validos para
detectar una respuesta inmunitaria contra cualquier especie de NTM.

Los nsGPL, en particular los nsGPL de M. avium, descritos en la invencién son capaces de actuar como antigeno
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estimulante, que a su vez son capaces de diagnosticar las infecciones por NTM.

Esto abre la atractiva posibilidad de crear una prueba Unica para el diagnédstico de NTM y para evaluar el papel de
NTM en el diagndstico de LTBI. El método de diagndstico de la invencidon ayudara a recetar tratamientos adecuados.
También reducird las terapias innecesarias con los consecuentes beneficios previniendo la resistencia a los
antibiéticos, reduciendo la profilaxis innecesaria para LTBI y también reduciendo el malestar del paciente que debe
recibir una terapia innecesaria o inadecuada.

Por tanto, la primera realizacion de la presente invencidn, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas, se
refiere al uso de antigenos GLP no especificos de serovar de M. avium de formula (l) (véase anteriormente), para el
diagnostico o la deteccion in vifro de infecciones provocadas no sélo por M. avium sino también provocadas por
cualquier NTM. Se divulga, pero no forma parte de la invencion, el uso de un antigeno GLP no especifico de serovar,
0 un antigeno que comprende tal nsGPL, obtenido de una bacteria seleccionada de cualquiera del grupo que
consiste en: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium xenopi 0 Mycobacterium smegmalis.

También se divulga, pero no forma parte de la invencion, el uso de un antigeno de férmula I, o un antigeno que
comprende la estructura quimica de formula 11, o cualquier isémero del mismo.

La segunda realizacion de la presente invencién, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, se refiere al
uso de antigenos GLP no especificos de serovar de M. avium de férmula (I) (véase anteriormente), para la
diferenciacién in vitro entre infecciones provocadas no sélo por M. avium sino también provocadas por cualquier
NTM, a partir de infeccidon por tuberculosis latente. Se divulga, pero no forma parte de la invencién, el uso de un
antigeno GLP no especifico de serovar, o un antigeno que comprende tal nsGPL, obtenido de una bacteria
seleccionada de cualquiera del grupo que consiste en: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium xenopi 0o
Mycobacterium smegmatis. También se divulga, pero no forma parte de la invencién, el uso de un antigeno de
férmula Il, 0 un antigeno que comprende la estructura quimica de formula 11, o cualquier isémero del mismo.

La tercera realizacidn de la presente invencion, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, se refiere al uso
de antigenos GLP no especificos de serovar de M. avium de férmula (l) (véase anteriormente), para decidir si
administrar un tratamiento médico a un sujeto que se sospecha que padece una infeccién provocada no sélo por M.
avium sino también provocada por cualquier NTM. Se divulga, pero no forma parte de la invencion, el uso de un
antigeno GLP no especifico de serovar, o un antigeno que comprende tal nsGPL, obtenido de una bacteria
seleccionada de cualquiera del grupo que consiste en: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium xenopi 0o
Mycobacterium smegmatis. También se divulga, pero no forma parte de la invencién, el uso de un antigeno de
férmula Il, o0 un antigeno que comprende la estructura quimica de formula 11, o cualquier isémero del mismo.

La cuarta realizaciéon de la presente invencion, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, se refiere a un
método in vitro para detectar o diagnosticar infecciones provocadas no so6lo por M. avium sino también provocadas
por cualquier NTM, comprendiendo dicho método: a) incubar una muestra biologica obtenida del sujeto con
cualquiera de los antigenos mencionados en cualquiera de las realizaciones uno a tres anteriores, es decir,
antigenos GLP no especificos de serovar de M. avium de formula (I), b) cuantificar el nivel secretado de al menos
una citocina, ¢) en el que si el nivel de citocina cuantificado en la etapa (b) es mayor que el nivel de control de
referencia, es indicativo de que el sujeto estd padeciendo una infeccion provocada no sélo por M. avium sino
también provocada por cualquier NTM.

La quinta realizacion de la presente invencion, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, se refiere a un
método in vitro para diferenciar entre infecciones provocadas no sélo por M. avium sino también provocadas por
cualquier NTM, a partir de una infeccién por tuberculosis latente, comprendiendo dicho método: a) incubar una
muestra bioldgica obtenida del sujeto con cualquiera de los antigenos mencionados en cualquiera de las
realizaciones uno a tres anteriores, es decir, antigenos GLP no especificos de serovar de M. avium de formula (I),
b) cuantificar el nivel secretado de al menos una citocina, ¢) en el que si el nivel de citocina cuantificado en la etapa
(b) es mayor que el nivel de control de referencia, es indicativo de que el sujeto esta padeciendo una infeccion
provocada no soélo por M. avium sino también provocada por cualquier NTM, y puede descartarse una infeccién por
tuberculosis latente cuando la prueba IGRA convencional es negativa.

La sexta realizacion de la presente invencion, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, se refiere a un
método in vifro para decidir si administrar un tratamiento médico a un sujeto que se sospecha que padece una
infeccion provocada no solo por M. avium sino también provocada por cualquier NTM, comprendiendo dicho método:
a) incubar una muestra bioldgica obtenida del sujeto con cualquiera de los antigenos mencionados en cualquiera de
las realizaciones uno a tres anteriores, es decir, antigenos GLP no especificos de serovar de M. avium de férmula
(), b) cuantificar el nivel secretado de al menos una citocina y ¢) en el que si el nivel de citocina cuantificado en la
etapa (b) es mayor que el nivel de control de referencia, es indicativo de que el sujeto esta padeciendo una infeccion
provocada no soélo por M. avium sino también provocada por cualquier NTM, y podria aplicarse un tratamiento
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médico dirigido a NTM.

En una realizacion preferida, la infeccion por NTM se identifica en sujetos que padecen: linfadenitis, infeccion de la
piel y partes blandas, enfermedades pulmonares cronicas, enfermedad diseminada en pacientes inmunodeprimidos.

Se divulga, pero no forma parte de la invencion, el aspecto de que la infeccidn por NTM esta provocada por una
micobacteria seleccionada del grupo que comprende: Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium abscessus, Mycobaclerium chelonae, Mycobacterium chimaera
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium simiae, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium farcinogenes, Mycobacterium
lepraemurium, Mycobacterium porcinum y Mycobacterium senegalense, entre otras. Mas particularmente, por
cualquiera de las siguientes bacterias seleccionadas del grupo que consiste en: Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium malmoense,
Mycobacterium xenopi o Mycobacterium smegmatis. En particular, tales nsGPL son capaces de detectar infecciones
provocadas por cualquiera de las siguientes especies bacterianas seleccionadas de la lista que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium malmoense, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium farcinogenes,
Mycobacterium habana, Mycobacterium hominis, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium peregrinum,
Mycobacterium porcinum, Mycobacterium senegalense, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium scrofulaceum y
Mycobacterium simiae; todavia mas particularmente por cualquiera de las siguientes especies bacterianas
seleccionadas de la lista que consiste en: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium
chimaera, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium malmoense y Mycobacterium
Xxenopi.

En una realizacion preferida, la citocina o combinacién de citocinas se seleccionan del grupo que comprende: IFN-
gamma, TNF-alfa, IP-10, IL-10, IL-1RA, GM-CSF, IL-13, IL-17, IL-5, IL-2, IL-22 e IL-32.

En una realizacién preferida, la muestra bioldgica se selecciona de: sangre completa, saliva, liquido broncoalveolar,
liquido cefalorraquideo, células mononucleares de sangre periférica (PBMC) purificadas o biopsias.

El sujeto es un humano o un animal. Por otro lado, los métodos usados para cuantificar la secreciéon de citocinas en
una muestra biolégica se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, cualquier método inmunolégico, tal como, pero
sin limitarse a, ELISA, estrategias multiples, ELISPOT, técnicas de inmunocromatografia, métodos protedmicos,
inmunotransferencia de tipo Western, FACS o radioinmunoensayos, puede ser aplicable a la presente invencién.
Normalmente, dichos métodos comprenden poner en contacto la muestra bioldgica con una pareja de unién capaz
de interaccionar selectivamente con los biomarcadores presentes en la muestra biolégica. La pareja de unién puede
ser un anticuerpo que puede ser policlonal 0 monoclonal, preferiblemente monoclonal. En otra realizacion, la pareja
de unidn puede ser un aptamero. Los anticuerpos policlonales o un fragmento de los mismos pueden crearse segun
métodos conocidos mediante la administracidén del antigeno o epitopo apropiado a un animal huésped seleccionado,
por ejemplo, de cerdos, vacas, caballos, conejos, cabras, ovejas y ratones, entre otros. Pueden usarse diversos
adyuvantes conocidos en la técnica para aumentar la produccion de anticuerpos. Aunque los anticuerpos utiles en la
practica de la invencion pueden ser policlonales, se prefieren los anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
monoclonales o un fragmento de los mismos pueden prepararse y aislarse usando cualquier técnica que proporcione
la produccion de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en cultivo. Las técnicas para la
produccién y el aislamiento incluyen, pero no se limitan a, la técnica del hibridoma originalmente descrita por Kohler
y Milstein (1975); la técnica del hibridoma de células B humanas (Cote ef al., 1983); y la técnica del hibridoma del
VEB (Cole et al. 1985). Alternativamente, pueden adaptarse las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos
de cadena sencilla (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.946.778) para producir anticuerpos de
cadena sencilla anti-citocinas. Los anticuerpos utiles en la practica de la presente invencion también incluyen
fragmentos anti-citocinas, incluyendo, pero sin limitarse a, fragmentos F(ab’)2, que pueden generarse mediante la
digestidén con pepsina de una molécula intacta de anticuerpo, y fragmentos Fab, que pueden generarse mediante la
reduccion de los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab’)2. Alternativamente, pueden construirse bibliotecas de
expresion de Fab y/o scFv para permitir la rapida identificacion de fragmentos que tienen la especificidad deseada
para una citocina. Por ejemplo, puede usarse visualizacion en fagos de anticuerpos. En un método de este tipo, se
expresan fragmentos de cadena sencilla Fv (scFv) o Fab en la superficie de un bacteriéfago adecuado, por ejemplo,
M13. Brevemente, se retiran esplenocitos de un huésped adecuado, por ejemplo, ratdn, que se ha inmunizado con
una proteina. Las regiones codificantes de las cadenas VL y VH se obtienen a partir de esas células que estan
produciendo el anticuerpo deseado contra la proteina. Luego se fusionan estas regiones codificantes con un extremo
terminal de una secuencia de fago. Una vez insertado el fago en un portador adecuado, por ejemplo, bacterias, el
fago presenta el fragmento de anticuerpo. La presentacion en fagos de anticuerpos también puede proporcionarse
mediante métodos combinatorios conocidos por los expertos en la técnica. Los fragmentos de anticuerpo
presentados por un fago pueden usarse entonces como parte de un inmunoensayo. En otra realizacién, la pareja de
union puede ser un aptamero. Los aptameros son una clase de molécula que representa una alternativa a los
anticuerpos en cuanto a reconocimiento molecular. Los aptadmeros son secuencias oligonucleotidicas u
oligopeptidicas con la capacidad para reconocer practicamente cualquier clase de moléculas diana con alta afinidad
y especificidad. Tales ligandos pueden aislarse a través de evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento
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exponencial (SELEX) de una biblioteca de secuencias al azar, tal como se describe en Tuerk C. 1997. La biblioteca
de secuencias al azar puede obtenerse mediante sintesis quimica combinatoria de ADN. En esta biblioteca, cada
miembro es un oligomero lineal, eventualmente modificado de manera quimica, de una secuencia uUnica. Las
modificaciones, 10s usos y las ventajas posibles de esta clase de moléculas se han revisado en Jayasena S.D.,
1999. Los aptameros peptidicos consisten en regiones variables de anticuerpos conformacionalmente limitadas
presentadas mediante una proteina plataforma, tal como tiorredoxina A de E. coli, que se seleccionan de bibliotecas
combinatorias mediante dos métodos hibridos (Colas et al., 1996). Las parejas de union tales como anticuerpos o
aptameros pueden marcarse con una molécula o sustancia detectable, tal como una molécula fluorescente, una
molécula radiactiva o cualquier otro marcador conocido en la técnica. En la técnica se conocen marcadores que
generalmente proporcionan (0 bien directa o bien indirectamente) una sefial. Tal como se usa en el presente
documento, se pretende que el término “marcado”, con respecto al anticuerpo, abarque el marcaje directo del
anticuerpo o aptamero mediante el acoplamiento (es decir, la unidn fisica) de una sustancia detectable, tal como un
agente radiactivo o un fluoroforo (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) o indocianina
(Cyb5)) al anticuerpo o aptamero, asi como el marcaje indirecto de la sonda o el anticuerpo mediante reactividad con
una sustancia detectable. Un anticuerpo o aptamero puede marcarse con una molécula radiactiva mediante
cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, las moléculas radiactivas incluyen, pero no se limitan a,
atomos radiactivos para estudios gammagraficos tales como 1123, 1124, In111, Re186, Re188. Los ensayos
anteriormente mencionados generalmente implican la union de la pareja de union (es decir, el anticuerpo o
aptamero) a un soporte solido. Los soportes sdlidos que pueden usarse en la practica de la invencién incluyen
sustratos tales como nitrocelulosa (por ejemplo, en forma de membrana o pocillo de microtitulacion); poli(cloruro de
vinilo) (por ejemplo, laminas o pocillos de microtitulacién); latex de poliestireno (por ejemplo, perlas o pocillos de
microtitulacién); poli(fluoruro de vinilideno); papel diazotizado, membranas de nailon; perlas activadas, perlas
magnéticamente sensibles, plastico o vidrio (por ejemplo, tubos de recogida de sangre). En una realizacion
particular, puede usarse un método de ELISA, en el que se recubren los pocillos de una placa de microtitulacion con
un conjunto de anticuerpos que reconocen dicha(s) citocina(s). Luego se afiade una muestra biologica que contiene
0 que se sospecha que contiene dicha(s) citocina(s) a los pocillos recubiertos. Después de un periodo de incubacién
suficiente para permitir la formacién de complejos anticuerpo-antigeno, la(s) placa(s) puede(n) lavarse para retirar
restos no unidos y puede afadirse una molécula de unién secundaria marcada de manera detectable. Se permite
que la molécula de unién secundaria reaccione con cualquier proteina marcadora de muestra capturada, se lava la
placa y se detecta la presencia de la molécula de unidén secundaria usando métodos bien conocidos en la técnica.
En una realizacién, puede usarse un método de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas de puntos (ELISpot).
Para la deteccidn mediante el método de ELISPOT, la muestra biologica se envia al laboratorio y luego en el
laboratorio se aislan las PBMC y se incuban con los antigenos. Normalmente, la muestra bioldgica se transfiere a
una placa que se ha recubierto con los anticuerpos de captura anti-citocinas deseados. La revelacion se lleva a cabo
con Ac secundarios biotinilados y métodos de deteccion colorimétricos o fluorométricos convencionales, tales como
estreptavidina-fosfatasa alcalina y NBT-BCIP, y se cuentan los puntos. En una realizacion, cuando se requiere la
cuantificacion de la secrecion de multiples citocinas, puede preferirse el uso de perlas que portan las parejas de
union de interés. En una realizacién particular, la perla puede ser una perla citométrica para su uso en citometria de
flujo. Tales perlas pueden corresponder, por ejemplo, a perlas citométricas BD™ comercializadas por BD Biosciences
(San José, California). Normalmente, las perlas citométricas pueden ser adecuadas para preparar un ensayo de
perlas multiplexado. Un ensayo de perlas multiplexado, tal como, por ejemplo, la matriz de perlas citométricas BD™,
es una serie de perlas espectralmente discretas que pueden usarse para capturar y cuantificar antigenos solubles.
Normalmente, las perlas se marcan con uno o mas colorantes fluorescentes espectralmente distintos, y la deteccion
se lleva a cabo usando una multiplicidad de fotodetectores, uno para cada colorante distinto que va a detectarse. En
la bibliografia se han descrito varios métodos de preparacion y uso de conjuntos de perlas distinguibles. Estos
incluyen perlas distinguibles por tamafo, en los que la perla de cada tamafo se recubre con un anticuerpo
especifico de diana diferente (véase, por ejemplo, Fulwiler y McHugh, 1990, Methods in Cell Biology 33:613-629),
perlas con dos 0 mas colorantes fluorescentes en concentraciones variables, en los que las perlas se identifican por
los niveles de colorantes fluorescentes (véase, por ejemplo, la patente europea n° 0 126.450) y perlas
distinguiblemente marcadas con dos colorantes diferentes, en los que las perlas se identifican mediante la medicion
por separado de la intensidad de fluorescencia de cada uno de los colorantes (véase, por ejemplo, las patentes
estadounidenses n.°s 4.499.052 y 4.717.655). Hay disponibles comercialmente matrices tanto unidimensionales
como bidimensionales para el andlisis simultdneo de multiples antigenos mediante citometria de flujo. Los ejemplos
de matrices unidimensionales de perlas individualmente tefidas distinguibles por el nivel de intensidad de
fluorescencia incluyen la matriz de perlas citométricas BD™ (CBA) (BD Biosciences, San José, Calif.) y microesferas
de citometria de flujo Cyto-Plex™ (Duke Scientific, Palo Alto, Calif.). Un ejemplo de una matriz bidimensional de
perlas distinguibles por una combinacion de intensidad de fluorescencia (cinco niveles) y tamafio (dos tamafos) son
las microesferas QuantumPlex(TM) (Bangs Laboratories, Fisher, Ind.). Un ejemplo de una matriz bidimensional de
perlas doblemente tefidas distinguibles por los niveles de fluorescencia de cada uno de los dos colorantes se
describe en Fulton et al. (1997, Clinical Chemistry 43(9):1749-1756). Las perlas pueden marcarse con cualquier
compuesto fluorescente conocido en la técnica, tal como, por ejemplo, FITC (FL1), PE (FL2), fluoroforos para su uso
en el laser azul (por ejemplo, PerCP, PE-Cy7, PE-Cy5, FL3 y APC o Cy5, FL4), fluoréforos para su uso en el laser
rojo, violeta o UV (por ejemplo, azul pacifico, naranja pacifico). En otra realizacion particular, la perla es una perla
magnética para su uso en separacidon magnética. Las perlas magnéticas son conocidas por los expertos en la
técnica. Normalmente, la perla magnética esta fabricada preferiblemente de un material magnético seleccionado del
grupo que consiste en metales (por ejemplo, hierro, cobalto y niquel), una aleacion de los mismos y un éxido de los

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2959857 T3

mismos. En otra realizacion particular, la perla es una perla que esta tefiida y magnetizada.

En una realizacion, para la versidén en tubo de la tecnologia, la incubacién de la muestra biologica con los antigenos
de micobacterias se realiza en ubicaciones de diagnéstico inmediato tales como consultorios médicos, clinicas o
instalaciones ambulatorias. Una vez completada la incubacion, deja de existir el requisito de células recientes y
activas. Las citocinas son estables y, por tanto, la muestra biologica puede almacenarse, congelarse o enviarse sin
condiciones especiales. Por consiguiente, en una realizaciéon, la muestra bioldgica se recoge en un recipiente
adecuado (por ejemplo, tubo de recogida) que contiene el antigeno de micobacterias 0 una pluralidad de antigenos
de micobacterias. La etapa de incubacion puede ser de desde 5 hasta 48 horas, mas preferiblemente desde 5 hasta
36 horas e incluso mas preferiblemente desde 12 hasta 24 horas, 0 un periodo de tiempo entre los mismos. Por
tanto, en una realizacién, el tiempo de incubacion es de 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas,
11 horas, 12 horas, 13 horas, 14 horas, 15 horas, 16 horas, 17 horas, 18 horas, 19 horas, 20 horas, 21 horas,
22 horas, 23 horas, 24 horas, 26 horas, 30 horas, 36 horas, 42 horas o 48 horas.

Aunque, tal como se demuestra en los ejemplos, los inventores han sido capaces de identificar no solo infecciones
provocadas por M. avium sino también infecciones provocadas por cualquier NTM usando precisamente antigenos
nsGPL de M. avium, en el presente documento cabe destacar nuevamente que los presente ejemplos también
ofrecen evidencias cientificas que demuestran que el uso de otros nsGPL diferentes pertenecientes a NTM
diferentes podria usarse para detectar infecciones provocadas por cualquier NTM. De hecho, el ejemplo 6 y el
ejemplo 8 ofrecen evidencias claras de que también pueden usarse antigenos nsGPL de M. smegmatis para
identificar no sélo infecciones provocadas por M. smegmatis sino también infecciones provocadas por cualquier
NTM.

Para el proposito de la presente invencion:

e Eltérmino “antigenos nsGPL de M. avium” se refiere a GPL presentes en la pared celular en la que no esta
presente la porcion de oligosacaridos que define las diferentes serovar de las diferentes especies de NTM.
En una realizacién preferida, los “nsGPL de M. avium” comprenden la férmula .

e Se pretende que el término “que comprende” incluya, pero sin limitarse a, lo que sigue a la expresion “que
comprende”. Por tanto, el uso del término “que comprende” indica que los elementos enumerados son
requeridos u obligatorios, pero que otros elementos son opcionales y pueden estar presentes o no.

e Por “que consiste en” quiere decirse que incluye, y se limita a, 1o que sigue la expresion “que consiste en”.
Por tanto, la expresion “que consiste en” indica que los elementos enumerados son requeridos u
obligatorios, y que no pueden estar presentes otros elementos.

e El término “nivel de control de referencia’, cuando se hace referencia al nivel de los biomarcadores
(citocinas) descritos en la presente invencién, se refiere al nivel observado en pacientes que no estan
infectados con NTM. Es probable que el paciente se infecte con NTM con una sensibilidad y una
especificidad dadas si los niveles del biomarcador (citocinas) en el paciente estan por encima de dicho
“nivel de control de referencia”. Un valor “de referencia” puede ser un valor de umbral o un valor de corte.
Normalmente, un “valor de umbral’ o “valor de corte” puede determinarse de manera experimental, empirica
0 teodrica. Un valor de umbral también puede seleccionarse arbitrariamente basandose en las condiciones
experimentales y/o clinicas existentes, tal como reconoceria un experto habitual en la técnica. El valor de
umbral debe determinarse con el fin de obtener la sensibilidad y especificidad dptimas segun la funcién de
la prueba y la relacién beneficio/riesgo (consecuencias clinicas de falsos positivos y falsos negativos).
Preferiblemente, el experto en la técnica puede comparar los niveles (0 las puntuaciones) de secrecion de
citocinas obtenidos segun el método de la invencidon con un valor de umbral definido. El valor de umbral
puede derivarse del nivel (0 la puntuaciéon) de secrecidn de citocinas determinado en una muestra de
control derivada de uno 0 mas sujetos que estan sustancialmente sanos (es decir, que no tienen NTM). El
valor de umbral también puede derivarse del nivel (0 la puntuacion) de secrecion de citocinas determinado
en una muestra de control derivada de uno o mas sujetos que padecen NTM. Ademas, puede usarse
medicion retrospectiva de los niveles (0 las puntuaciones) de secrecion de citocinas en muestras de sujeto
histéricas depositadas en banco de manera apropiada para establecer estos valores de umbral.
Normalmente, la sensibilidad y especificidad 6ptimas (y, por tanto, el valor de umbral) pueden determinarse
usando una curva caracteristica operativa del receptor (ROC) basandose en los datos experimentales. Por
ejemplo, después de determinar los niveles de las citocinas en un grupo de referencia, puede usarse
analisis algoritmico para el tratamiento estadistico de las concentraciones medidas de biomarcadores en
las muestras bioldgicas que van a someterse a prueba y, por tanto, obtener un patrén de clasificaciéon que
tiene significacion para la clasificacidén de muestras. El nombre completo de la curva ROC es curva
caracteristica operativa del receptor, que también se conocen como curva caracteristica de operacién del
receptor. Se usa principalmente para pruebas diagnésticas bioquimicas clinicas. La curva ROC es un
indicador exhaustivo que refleja las variables continuas de la tasa de verdaderos positivos (sensibilidad) y la
tasa de falsos positivos (1-especificidad). Revela la relacién entre sensibilidad y especificidad con el método
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de composicion de imagenes. Una serie de diferentes valores de corte (umbrales o valores criticos, valores
limite entre resultados normales y anémalos de la prueba de diagnédstico) se establecen como variables
continuas para calcular una serie de valores de sensibilidad y especificidad. Luego se usa la sensibilidad
como coordenada vertical y se usa la especificidad como coordenada horizontal para dibujar una curva.
Cuanto mayor es el area bajo la curva (AUC), mayor es la precisién de diagnéstico. En la curva ROC, el
punto mas cercano al extremo superior izquierdo del diagrama de coordenadas es un punto critico que
tiene tanto valores altos de sensibilidad como valores altos de especificidad. El valor de AUC de la curva
ROC es de entre 1,0 y 0,5. Cuando AUC>0,5, el resultado del diagnédstico mejora cada vez mas a medida
que la AUC se aproxima a 1. Cuando la AUC es de entre 0,5 y 0,7, la precision es baja. Cuando la AUC es
de entre 0,7 y 0,9, la precisién es moderada. Cuando la AUC es mayor de 0,9, la precisidén es bastante alta.
Este método algoritmico se realiza preferiblemente con un ordenador. Pueden usarse software o sistemas
existentes en la técnica para dibujar la curva ROC, tales como: software estadistico médico MedCalc
9.2.0.1, SPSS 9.0.

e El término “resultado positivo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la situacion cuando
los niveles del biomarcador (citocinas) medidos en la muestra bioldgica obtenida del paciente son
superiores al “nivel de control de referencia”. En este caso, es probable que el paciente esté infectado con
especies de NTM.

e Eltérmino “resultado negativo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la situacion cuando
los niveles del biomarcador (citocinas) medidos en la muestra biologica obtenida del paciente son iguales o
inferiores al “nivel de control de referencia’. En este caso, es probable que el paciente no esté infectado con
especies de NTM.

e El término "muestra bioldgica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a sangre completa,
saliva, liquidos broncoalveolares, liquidos cefalorraquideos o células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) purificadas, o cualquiera de otros liquidos bioldgicos o tejidos, siempre que contengan leucocitos, y
especialmente células T. Los liquidos bioldgicos se han aislado del sujeto y recogido en tubos u otros
recipientes que contienen un anticoagulante apropiado cuando se requiera (por ejemplo, heparina de litio o
citrato de sodio). Por ejemplo, la muestra de sangre completa en bruto es sangre completa no fraccionada
recogida con un anticoagulante apropiado (por ejemplo EDTA, heparina o citrato de sodio). Contiene
plasma y células sanguineas (globulos rojos, glébulos blancos). Puede ser una muestra de sangre recién
aislada (<32 h) o una muestra de sangre que se ha obtenido previamente y se mantiene congelada hasta
su uso. Puede afadirse el reactivo T-Cell Xfend (Oxford Immunotec, Abingdon, R. U) en muestras de
sangre procesadas >32 h tras la venopunciéon. T-Cell Xtend garantiza la funcionalidad de las células T
cuando la sangre completa se almacena durante la noche. Normalmente, la muestra biologica (por ejemplo,
muestra de sangre) comprende PBMC, incluyendo células T tales como células T CD4, células T CDS8,
células B, células T gamma-delta, pero también monocitos, macrofagos y células NK.

e EIl término “isdmero” se refiere a una molécula con la misma férmula molecular que cualquiera de los
compuestos derivados de la fdrmula |, pero con una estructura quimica diferente. Los isomeros contienen el
mismo numero de atomos de cada elemento, pero tienen disposiciones diferentes de sus atomos. Esto
incluye los dos tipos principales de isémeros: isomerismo estructural (que incluye moléculas con la misma
formula molecular que tienen patrones de unidén y una organizacion atomica diferentes) vy
estereoisomerismo (que incluye moléculas con la misma formula molecular y secuencia de atomos unidos,
pero difieren en las orientaciones tridimensionales de sus atomos en el espacio).

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Esquema del protocolo seguido en el método de la invencion. Este protocolo se basa en la estimulacion
con antigeno de las muestras biologicas y la deteccidén de citocinas mediante ELISPOT. Sin embargo, también
funciona cuando los antigenos se fijan directamente en los tubos de recogida de sangre (tecnologia en tubo), y la
deteccion de citocinas se realiza mediante ELISA.

Figura 2. Grafico con las células formadoras de puntos (SFC) obtenidas después de la estimulacion con 4 GPL
especificos de serovar (ss4GPL; puntos negros) y GPL no especificos (nsGPL; puntos grises) de M. avium por grupo
de pacientes y usando la tecnologia de ELISPOT. El nimero total de pacientes analizados mediante ss4GPL vy
nsGPL fueron n=109 y n=63, respectivamente. Los simbolos abiertos representan pacientes con fibrosis quistica. Se
excluyeron los resultados indeterminados. La linea punteada representa el corte de positividad (SCF=6). Los nsGPL
en la figura se refieren a ns4GPL de M. avium.

Figura 3. Grafico que muestra la liberacion de IFN-gamma (Ul/ml) por grupo de pacientes usando la tecnologia de
estimulacién en tubo. La sangre completa se estimuld con dos concentraciones diferentes usando 5 ug (puntos
negros; n=11) y 10 ug (puntos grises; n=14) de nsGPL de M. avium. Se excluyeron los resultados indeterminados.
La linea punteada representa el corte de positividad (Ul/mI=0,6).
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Figura 4. Esquema que muestra la estructura quimica del nucleo lipopeptidico, nsGPL, y diferentes GPL especificos
de serovar en M. avium. La porcion de oligosacarido define las diferentes serovar.

Figura 5. GPL no especificos (nsGPL) de M. avium y M. smegmatis. Estos GPL comparten el mismo nucleo de
tripéptido-amino-alcohol de acilo graso unido a N diglicosilado. Sin embargo, existen ligeras diferencias en la
modificacién de la a-lI-ramnosa (ramnosa) y 6-desoxi-a-I-talosa (6-desoxitalosa). En el caso de M. avium, la ramnosa
0 bien esta 3-O-metilada o bien esta 3,4-di-O-metilada, y la 6-desoxitalosa estd 3-O-metilada o no metilada. En el
caso de M. smegmatis, sus nsGPL contienen una 3,4-di-O-metil-ramnosa o una 2,3,4-tri-O-metil-ramnosa, y la 6-
desoxitalosa habitualmente esta 3,4-di-O-acetilada. Las cepas de MAC también pueden tener grupos acetilo en
diversas ubicaciones indefinidas en el GPL en funcidn de la cepa de micobacterias.

Figura 6. Las cepas de MAC producen GPL especificos de serovar (ssGPL) polares. Los ssGPL contienen una «-I-
ramnosa que siempre esta 3,4-di-O-metilada, y la 6-desoxi-o-I-talosa no metilada se extiende con restos de hidrato
de carbono adicionales. Los diferentes ssGPL presentan diferentes anexos de oligosacaridos. Por ejemplo, el GPL
serovar 1 contiene una o-l-ramnosa-(1—2)-6-desoxi-a-I-talosa unida a la alo-treonina del nucleo lipopeptidico, y el
GPL serovar 2 contiene una 2,3-di-O-metil-o-I-fucosa-(1—3) unida a la ramnosa del GPL serovar 1.

Figura 7. Gréafico que muestra las células formadoras de puntos (SFC) obtenidas después de la estimulacion con
GPL no especificos (ns4GPL) de M. avium usando la tecnologia de ELISPOT en pacientes con enfermedades
respiratorias crénicas con aislamiento de NTM; y clasificadas como: (i) colonizados, (ii) infectados o (iii) con infeccion
previa. Se excluyeron los resultados indeterminados. La linea punteada representa el corte de positividad (SCF=6).
**p<0,001.

Figura 8. Grafico que compara las células formadoras de puntos (SFC) obtenidas en la poblacidon general después
de la estimulacidon con ss4GPL y ns4dGPL. No hubo diferencias significativas entre las SFC cuando se estimularon
con cualquiera de los dos antigenos GPL (p>0,05).

Descripcién detallada de la invencién

La presente invencion también se ilustra mediante los ejemplos mostrados a continuacion. No deben interpretarse
como una limitacion del alcance de la invencion, que se define por las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Glosario de términos

nsGPL.: glicopeptidolipido no especifico de serovar

- ssGPL.: glicopeptidolipido especifico de serovar

- ss4GPL: 4 glicopeptidolipidos especificos de serovar de M. avium

- ns4: GPL no especifico de serovar obtenido de un ss4GPL de la cepa M. avium

- ns8: GPL no especifico de serovar obtenido de un ss8GPL de la cepa M. avium

- MAC: complejo de Mycobacterium avium

- MAI: Mycobacterium avium-intracellulare

- HC: controles sanos. Individuos con TST e IGRA negativos, sin adenopatias y radiografia normal

- LTBI: Individuos a los que se les ha diagnosticado infeccion por TB latente mediante TST e IGRA
Ejemplo 1. Método para obtener los nsGPL:
Procedimiento para obtener los GPL totales (nsGPL + ssGPL):
Se rascaron colonias de complejo de M. avium a partir de la superficie de placas de agar Middlebrook 7H11 que
contenian enriquecimiento de acido oleico-albumina-dextrosa-catalasa (OADC) y se transfirieron asépticamente a
tubos de cultivo de vidrio estériles con tapa de rosca (20 x 120 mm) que contenian 5 ml de metanol (CH;OH)
seguido de la adicién de 10 ml de cloroformo (CHCIz) para una razén final de CHCI;-CH3;OH (2:1 v/v), y se incubaron

a 37 °C durante la noche. Después de este periodo de incubacion, las muestras se centrifugaron durante 5 min a
11.500 x g a 4 °C para obtener sobrenadantes (extracciones organicas que contienen lipidos totales). Luego, los
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lipidos totales se trataron con alcali suave (un mismo volumen de hidroxido de sodio (NaOH) 0,2 N en CH3;0OH a
37 °C durante 35 min) seguido de neutralizacion usando 100 microlitros de acido acético glacial (de 2 a 3 gotas,
comprobando que el pH fuera de 7,0). La hidrélisis con alcali suave destruye los acilgliceroles no especificos labiles
al alcali, por lo que sirve como etapa de purificacion para los GPL resistentes al alcali. Los lipidos tratados con alcali
se sometieron a reparto adicionalmente entre CHCI;-CH3;OH (2:1 v/v) y H,O a una razén de 1:1 (v/v) para retirar las
sales de acetato de sodio generadas. Esta etapa de “lavado” se repitid dos veces. La fase de cloroformo final (fase
inferior) que contiene la fraccion de GPL totales se transfirié a un tubo previamente pesado y secado bajo nitrégeno
para evitar la oxidacion de los lipidos. Las muestras secadas se mantuvieron a -20 °C bajo nitrogeno hasta su uso
posterior. Esto permite obtener los GPL totales (nsGPL + ssGPL).

Procedimiento para purificar los ssGPL a partir de los nsGPL:

Los extractos de GPL totales se procesaron adicionalmente. Se equiparon cartuchos de cuerpo largo SEPPAK
Classic Silica (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.) con jeringas de vidrio de 5 ml, que actuaban como
depositos para los disolventes de elucion. Los cartuchos SEPPAK se equilibraron con CHCI; (5 ml x 3 veces)
seguido de la aplicaciéon de los GPL totales disueltos en 0,5 ml de CHCI;. Luego se irrigo el cartucho con 3 ml de
CHCI; seguido de CH3;OH al 2, 10, 25, 35y 50 % en CHCI;. Finalmente, se lavo el cartucho varias veces con 5 ml de
CH30OH. Los nsGPL se retiraron con CHCI; y con CH3;OH al 2 % en CHCI;. La poblacién de ssGPL totales se recogio
en el eluato de CHsOH al 20-35 %. Las fracciones se examinaron para determinar la pureza mediante CCF en
CHCI3-CH30H-H»0 (60:35:8 v/v/v).

Para la retirada de las cadenas de acilo unidas a N a partir de los GPL, es necesario usar el método conocido como
beta-eliminacion:

Los nsGPL o ssGPL purificados (150 mg) se disolvieron en metanol acuoso al 50 % [usando agua destilada libre de
pirégenos (1:1 v/iv)] que contenia hidréxido de sodio (NaOH) 1 N y borohidruro de sodio (NaBHs) 1 M (también
conocido como tetrahidruroborato de sodio o tetrahidroborato de sodio) y luego se calentaron a 60 °C durante 24 h,
se neutralizaron con acido acético y se evaporaron en un evaporador rotatorio antes de someterse a reparto en
CHCI;-CH;0H-H,0O (8:4:3, viviv). La fase inferior (fase de CHCI;) se lavo dos veces mediante la adicion de %
volumenes de H,O, se agitd en vortex, y la mezcla resultante se centrifugd durante 5 min a 11.500 g (conservando y
combinando todas las fases acuosas de cada lavado). La fase inferior final (fase de CHCIs) (que contiene el beta-
lipido resultante) se seco bajo nitrogeno para evitar la oxidacidon y se almacend bajo nitrogeno a -20 °C hasta su uso
posterior. Las fases superiores (fase acuosa) obtenidas de cada lavado se combinaron, se concentraron usando un
dispositivo speed-ac y se desalaron usando Sephadex G-25 para obtener el oligosacarido reducido. Esta técnica
destruye el péptido en aminoacidos individuales. Es dificil obtener Unicamente el glicopéptido. En cambio, es posible
purificar el lipopéptido.

Ejemplo 2. Metodologia

Se extrae sangre de cada paciente en dos conjuntos de tubos: (i) tubos CPT (Becton Dickinson Diagnostics, Franklin
Lakes, NJ) para el aislamiento posterior de PBMC vy (ii) tubos de recogida de sangre en los que se han fijado
previamente los antigenos (véase la figura 1).

El primer enfoque se basa en el ensayo de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas de puntos (ELISPOT).
Brevemente, las PBMC se estimulan con los antigenos seleccionados (ss4GPL y nsGPL), asi como con controles
positivos y de referencia, en una placa de pocillos recubiertos previamente. Después de una incubacion durante la
noche, la placa se lava y se desarrolla, y se mide la produccidén de IFN-gamma contando las células formadoras de
puntos (SFC).

El segundo enfoque se basa en la estimulacion de sangre completa en tubos de recogida de sangre en los que ya se
han fijado los antigenos. Para este procedimiento, los antigenos usados son ss4GPL y nsGPL, asi como un control
de referencia y uno positivo. Después de una incubacion durante la noche, se recoge el plasma y, después de eso,
se detecta la produccion de IFN-gamma y otras citocinas.
Ejemplo 3. Andlisis de resultados para cada metodologia

Cortes de positividad para el procedimiento de ELISPOT/ELISA en tubo

Con el fin de establecer cortes de positividad para las SFC, se realizd un analisis de la curva ROC. Como controles
positivos se consideraron aquellos pacientes con un cultivo de NTM positivo y como controles de referencia (no
infectados) aquellos individuos sin infeccion por NTM o LTBI. El corte de positividad se establecio en cinco SFC, que
proporciond la especificidad mas alta (100 %) sin gran pérdida de sensibilidad (70,59 %). Sin embargo, basandose
en la experiencia previa de los presentes inventores, se seleccionaron seis SFC como corte. Por tanto, los pocillos
sometidos a prueba se consideran positivos si contienen al menos seis SFC mas que el pocillo de control de
referencia y si este nimero es al menos el doble que el numero del pocillo de control negativo.
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Con respecto a la deteccidn de IFN-gamma en sangre completa mediante ELISA después de la estimulaciéon en
tuvo, el corte se definié arbitrariamente como 0,6 Ul/ml (figura 3).

Ademas, se considera que un resultado es indeterminado en los siguientes tres casos: (i) si la respuesta a los
antigenos es negativa, (ii) si el nimero de SFC en el pocillo de control positivo es menor de 20 y (iii) si el numero de
SFC en el control de referencia es mayor de 10.

Ejemplo 4. Porcentaje de positivos obtenidos después de la estimulacidn con ss4GPL o nsGPL por grupo de
pacientes usando la tecnologia propia de ELISPOT.

Un total de 109 y 63 pacientes se estimularon con ss4GPL y nsGPL, respectivamente. Los pacientes se clasificaron
en seis grupos diferentes: (i) controles sanos (individuos con TST e IGRA negativos, sin adenopatias y radiografia
normal); (ii) cultivo positivo para NTM (pacientes con un cultivo de NTM confirmado); (iii) adenitis no confirmada por
cultivo (pacientes con adenopatias y sin confirmacion de NTM por cultivo/cultivo negativo); (iv) LTBI (individuos con
TST e IGRA positivos, procedentes de estudios de rastreo de contactos o cribados de LTBI, sin adenopatias y
radiografia normal); (v) TB activa (pacientes con confirmacion de Mycobacterium tuberculosis por PCR y/o cultivo);
(vi) grupo de estudio (individuos no vacunados con BCG con TST positiva e IGRA negativo, procedentes de estudios
de rastreo o cribados de LTBI, sin adenopatias y radiografia normal). Las PBMC se aislaron de cada individuo y se
estimularon con ss4GPL y/o nsGPL. La presencia de células T sensibilizadas contra los antigenos se analizé por
medio de un ELISPOT propio que detecta células formadoras de puntos que secretan IFN-gamma.

Tal como se muestra en la tabla 1, cualquier control sano mostré un resultado de ELISPOT positivo después de la
estimulacion con ambos antigenos. Cuando se analizaron los pacientes con un aislamiento de cultivo de NTM
positivo, se obtuvieron un total del 76,9 % (20/26) y el 77,8 % (14/18) de resultados positivos después de la
estimulacion con ss4GPL y/o nsGPL, respectivamente. Para este grupo especifico se detalla el tipo de micobacterias
aisladas. Los pacientes con adenopatias no confirmadas por cultivo presentaron el 48,1 % (13/27) y el 77,8 % (7/9)
de resultados positivos para ss4GPL y nsGPL. La respuesta a ss4GPL y nsGPL en individuos con LTBI fue del
8,7% (2/23) y el 14,3 % (2/14), respectivamente. Dos pacientes con TB activa respondieron a ss4GPL (15,4 %;
2/13) y a nsGPL (13,3 %; 2/15). Ademas, el 70 % (7/10) y el 100 % (2/2) de los individuos procedentes del grupo de
estudio tenian una respuesta positiva contra ss4GPL y nsGPL. Estos resultados reforzaron la hipotesis de que los
nifos sin BCG, que responden a TST y tienen un resultado de IGRA negativo, pueden sensibilizarse a las NTM. El
numero de células formadoras de puntos después de la estimulacion con ambos antigenos se detalla en la figura 1
por grupo de pacientes.

Tabla 1. Porcentaje de positivos obtenidos después de la estimulacion con ss4GPL o nsGPL de M. avium por grupo
de pacientes. Para el grupo de cultivo positivo para NTM se detalla el tipo de micobacterias aisladas. Los resultados
de nsGPL se refieren a ns4GPL.

GRUPO DE ESTUDIO Positivos para ss4GPL, n (%) Positivos para nsGPL, n (%)
Controles sanos 0/10 (0) 0/5 (0)
Cultivo positivo para NTM 20/26 (76,9) 14/18 (77,8)
M. avium 13/17 (76,5)* 9/12 (75)*
M. malmoense 2/3 (66,7) -
M. chimaera 1/1 (100) 1/1 (100)
M. abscessus 2/2 (100)** 2/2 (100)**
M. fortuitum 0/1 (0) 0/1 (0)
M. infracellulare 1/2 (50) 1/2 (50)
Adenitis no confirmada por
cultivo 13/27 (48,1) 7/9 (77,8)
LTBI 2/23 (8,7) 2/14 (14,3)
TB activa 2/13 (15,4) 2/15 (13,3)
Grupo de estudio de NTM 7/10 (70) 2/2 (100)

* Un paciente con fibrosis quistica; ** Dos pacientes con fibrosis quistica

Ejemplo 5. Porcentaje de positivos obtenidos después de la estimulacién con nsGPL por grupo de pacientes usando
la tecnologia en tubo.

Un total de 14 pacientes se estimularon en tubo con 10 ug de nsGPL de M. avium (tabla 2). Los pacientes se
clasificaron en tres grupos: (i) controles sanos (individuos con TST e IGRA negativos, sin adenopatias y radiografia
normal); (ii) cultivo positivo para NTM (pacientes con un cultivo de NTM confirmado); (iii) adenitis no confirmada por
cultivo (pacientes con adenopatias y sin confirmacion de NTM por cultivo/cultivo negativo). La sangre completa se
incubo directamente en tubo con los nsGPL. Se midio la cantidad de IFN-gamma liberado (Ul/ml) mediante ELISA.
El individuo sano sometido a prueba mediante esta tecnologia presentd una respuesta negativa cuando se estimuld
con nsGPL. Cuando se analizaron los pacientes con un aislamiento de cultivo de NTM positivo y adenopatias no
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confirmadas por cultivo, se obtuvieron un total del 77,8 % (7/9) y el 50% (2/4) de resultados positivos,
respectivamente. La cantidad total de IFN-gamma liberado detallado por grupo de pacientes después de la
estimulacion con nsGPL se representa en la figura 2.

Tabla 2. Porcentaje de positivos por grupo de pacientes obtenidos después de la estimulacion con nsGPL en tubo.
Los resultados de nsGPL se refieren a ns4GPL.

GRUPO DE ESTUDIO Positivos para GF(’LI%;an tubo (10 ng), n
Controles sanos (n=1) 0/1 (0)
Cultivo positivo para NTM (n=9) 7/9 (77,8)
é}dir;ms no confirmada por cultivo 2/4 (50)

Ejemplo 6. Porcentaje de resultados positivos obtenidos después de la estimulacion con nsGPL de Mycobacterium
smegmalis.

Se sometieron a prueba un total de 22 pacientes para los nsGPL de Mycobacterium smegmatis mediante la
tecnologia propia de ELISPOT (tabla 3). Los pacientes se clasificaron en tres grupos: (i) controles sanos (individuos
con TST e IGRA negativos, sin adenopatias y radiografia normal); (I) pacientes a los que se les diagnosticéd
infeccion LTBI mediante TST e IGRA, (iii) cultivo positivo para NTM (pacientes con un cultivo de NTM confirmado);
(iv) adenitis no confirmada por cultivo (pacientes con adenopatias y sin confirmacion de NTM por cultivo/cultivo
negativo). Ninguno de los pacientes pertenecientes al control sano o LTBI respondieron a este antigeno. Ocho de 12
del grupo de cultivo positivo para NTM respondieron a este antigeno (66,7 %); y sélo dos pacientes de 8 con
adenopatias no confirmadas por cultivo tuvieron una respuesta positiva después de la estimulacion con nsGPL de
M. smegmatis (25 %; 2/8).

Tabla 3. Porcentaje de positivos obtenidos después de la estimulacion con nsGPL de Mycobacterium smegmatis por
grupo de pacientes. Para el grupo de cultivo positivo para NTM se detalla el tipo de micobacterias aisladas.

GRUPO DE ESTUDIO Positivos para nsGPL de M. smegmalis

Controles sanos (n=1) 0 (0)
LTBI (n=1) 0 (0)
Cultivo positivo para NTM (n=12) 8 (66,7)
Complejo de M. avium (n=7) 3/7 (42,8)
M. abscessus + M. avium (n=2) 2/2 (100)
M. chimaera (n=3) 3/3 (100)
Adenitis no confirmada por cultivo 2/8 (25)

(n=8)

Ejemplo 7. Estimulacion con la fraccién peptidica de nsGPL.

Con el fin de determinar si la fraccion peptidica de nsGPL era inmunogénica por si misma o no, los inventores de
esta invencién realizaron una serie de experimentos en los que las PBMC no sélo se estimularon con la molécula
completa de ss4GPL y nsGPL, sino también con la fraccién peptidica. El procedimiento seguido fue el mismo tal
como se describe en el ejemplo 2 y se ilustra en la figura 1. La fraccion peptidica (D-Phe-D-alo-Thr-D-Ala-L-alanol)
se sintetizd mediante JPT Innovative Peptide Solutions (JPT Peptide Technologies GmbH - Volmerstrasse 5 - 12489
Berlin). Un total de 10 pacientes (2 controles sanos y 8 pacientes con un cultivo de NTM confirmado) se sometieron
a prueba mediante ELISPOT con la fraccion peptidica de nsGPL. Tal como puede observarse en la tabla 4, ninguno
de los pacientes incluidos respondio a los péptidos.

Tabla 4. Porcentaje de positivos obtenidos después de la estimulacion con la fraccién peptidica de nsGPL.

GRUPO DE ESTUDIO Positivos para la fraccion peptidica
Controles sanos (n=2) 0 (0)
Cultivo positivo para NTM (n=8) 0 (0)

Ejemplo 8. Porcentaje de resultados positivos obtenidos después de la estimulacion con ss4GPL, ns4GPL, ns8GPL,
lipidos totales y mezcla de ss4GPL y ns4GPL de Mycobacterium avium y nsGPL de Mycobacterium smegmatis.

Con el fin de determinar la inmunogenicidad de los lipidos totales, nsGPL obtenidos de diferentes serovar de
M. avium o incluso de otras especies, los inventores de la presente invencion realizaron una serie de experimentos
en los que las PBMC se estimularon con la molécula completa de ss4GPL y nsGPL obtenidos de cepas ss4 y ss8 de
M. avium, lipidos totales, una mezcla de ss4 y ns4 y nsGPL de M. smegmatis. Un total de 50 pacientes se
sometieron a prueba para los antigenos mediante la tecnologia propia de ELISPOT (tabla 5). Los pacientes se
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clasificaron en tres grupos: (i) controles sanos (individuos con TST e IGRA negativos, sin adenopatias y radiografia
normal); (i) pacientes a los que se les ha diagnosticado infeccion LTBI mediante TST e IGRA; (iii) cultivo positivo
para NTM (pacientes con un cultivo de NTM confirmado); (iv) adenitis no confirmada por cultivo (pacientes con
adenopatias y sin confirmacién de NTM por cultivo/cultivo negativo); (v) TB activa (pacientes con confirmacién de
Mycobacterium tuberculosis por PCR y/o cultivo); (vi) grupo de estudio (individuos no vacunados con BCG con TST
positiva e IGRA negativo, procedentes de estudios de rastreo de contactos o cribados de LTBI, sin adenopatias y
radiografia normal).

Tal como se muestra a continuacién, la inmunogenicidad de los antigenos sometidos a prueba era muy similar, sin
mostrar diferencias significativas en la distribucidén de resultados positivos entre los diferentes grupos de pacientes
sometidos a prueba (tablas 5 y 6). Dadas las diferencias no significativas entre los resultados detectados usando
ss4GPL y ns4GPL de Mycobacterium avium (tablas 5 y 6, figura 8), los resultados obtenidos mediante cualquiera de
estos dos GPL (ss4GPL o0 ns4GPL) se detallan en la tabla 7.

Tabla 5. Porcentaje de positivos obtenidos después de la estimulacién con ss4GPL, ns4GPL, ns8GPL, lipidos totales
y mezcla de ss4GPL y ns4GPL de Mycobacterium avium y nsGPL de Mycobacterium smegmatis por grupo de
pacientes. Para el grupo de cultivo positivo para NTM se detalla el tipo de micobacterias aisladas.

Muestras sometidas a Positivos (%)
prueba (n=49) ss4 ns4 nsg Total Mezcla ss4+ns4 M. smeg
Positivos para NTM (n=12) 7*** (58,3)  8** (66,7) 6 (50) 6** (50) gH¥x* (75) 6**** (60)
MAC (n=6) 3** (50) 4* (66,7) 2 (33,3) 3** (50) 3* (50) 3*** (50)
M. abscessus (n=1) 1*(100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1* (100)
M. chimaera (n=1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
M. abscessus + M. " "
chimaera-intracellulare (n=1) ) 17 (100) 1(100) ) 17 (100) )
M. avium+ M. abSCG‘(iilﬁ 1* (100) . _ _ 1* (100) -
MAI (2017 fratados) + M.
abscessus (9/2018 no 1 (100) 1(100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
tratados) (n=1)
M. celatum (n=1) - - - - 1* (100) -
LTBI (n=15) 5% (33,3) 3 (20) 6** (40) 4% (26,7) 6* (40) 2(13,3)
TB activa (n=6) 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0 116,71 1(16,7) 0(0,0)
HC (n=9) 0 (0,0 0 (0,0 1(11,1) 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0
Linfadenopatias no
confirmadas por cultivo 1* (25,0) 1*(25,0) 1(25,0) 1(25,0) 1* (25,0) 1* (25,0)
(n=4)
Grupo de estudio (n=3) 1(33,3) 3 (100) 1(33,3) 3 (100) 2 (66,7) 0(0,0)

* El nimero de * indica el numero de valores de limite positivos (6-7 SFC).Tabla 6. Porcentaje de positivos obtenidos
después de la estimulacion con ss4GPL y ns4GPL por grupo de pacientes. Para el grupo de cultivo positivo para
NTM se detalla el tipo de micobacterias aisladas.

ss4GPL frente a nsGPL (n=181)

Positivos (%)
ss4GPL ns4GPL
NTM+ (n=25) (4 CF)
MAC? (n=19) 13*++* (68,4) 15%** (78,9)

M. chimaera (n=1) 1 (100,0) 1 (100,0)
MAC + M. abscessus® (n=4) 4*(100,0) 3 (75,0)
M. abscessus + M. chimaera (n=1) - 1*(100,0)
ExXNTM+ (n=6) 1* (16,7) 2*%(33,3)
LTBI (n=42) 14* (33,3) 10** (23,8)
TB activa (n=29) 4 (13,8) 4* (13,8)
HC (n=13) 0 (0,0 0 (0,0
Linfadenopatias no confirmadas por cultivo (n=8) 3* (37,5) 3* (37,5)
Linfadenopatias sin NTM (n=1) 1(100,0) 1(100,0)
Grupo de estudio (3 de ellos con LTBI clinica) (n=5) 4 (80,0) 5 (100,0)
VIH (n=52) 14%***** (26,9) 12***(23,1)

a M. avium, M. intracellulare, MAI, complejo de M. avium. ? 2 de ellos FQ. * El nimero de * indica el nimero de
resultados positivos con un valor de limite.

Tabla 7. Porcentaje de positivos obtenidos después de la estimulacion con cualquier GPL de Mycobacterium avium
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(ss4GPL o ns4GPL) por grupo de pacientes. Para el grupo de cultivo positivo para NTM se detalla el tipo de
micobacterias aisladas.

GPL (n=338)
Positivos (%)
NTM+ (n=56) (4 CF) 4 ¥xxrxEx (73 2)
MAC? (n=34) (1 ind.) 28*¥**x (82 3)
M. fortuitum (n=3) 0 (0,0
M. chimaera (n=4) 4 (100,0)
M. abscessus (n=2) (1 ind. = exNTM)) 1 (50,0)
M. xenopP(n=2) 1 (50,0)
M. malmoense (n=3) 2 (66,7)
MAC + M. abscessus® (n=4) 3 (75,0
MAC + M. chimaera (n=1) 0(0,0)
M. abscessus + M. chimaera (n=1) 1* (100,0)
M. abscessus + M. tuberculosis (n=1) 0(0,0)
MAC + M. kansasi® (n=1) 1* (100,0)
LTBI (n=90) (2 indeterminados) 24¥¥Fx%x (26 7)
TB activa (n=69) (1 indeterminado) 12*** (17,4)
HC (n=22) 0 (0,0
Linfadenopatias no confirmadas por cultivo (n=32) 12* (37,5)
Linfadenopatias sin NTM (n=3) 0(0,0)
Grupo de estudio (n=13) (3 de ellos con LTBI clinica) 10 (76,9)
VIH (n=53) (3 indeterminados) 12*** (22,6)

a M. avium, M. intracellulare, MAI, complejo de M. avium. ® Uno con TB activa. ¢ 2 de ellos FQ. * El nimero de *
indica el niumero de resultados positivos con un valor de limite.

Ejemplo 9. Plausibilidad de que las evidencias presentadas en el ejemplo 8 abarcan especies bacterianas de NTM
adicionales.

1. Mycobacterium chelonae y Mycobacterium smegmaltis.

Estas dos especies de NTM tienen similitudes con la estructura de nsGPL de M. avium (Schorey JS y Sweet L. The
mycobacteria glycopeptidolipids: structure, funtion and their role in pathogenesis. Glycobiology 2008, 18:832-841; y
Chatterjee D y Khoo KH. The surface glycopeptidolipids of mycobacteria: structures and biological properties.
Cellular and Molecular Life Sciences 2001, 58: 2018-2042). Ademas, estas dos especies de NTM tienen la misma
estructura de nsGPL que M. xenopi y M. abscessus, que ambas se detectan experimentalmente tal como se
demuestra en el ejemplo 8. Por tanto, se considera plausible que estas dos especies de NTM puedan detectarse
mediante la presente prueba.

2. Mycobacterium _farcinogenes, Mycobacterium _peregrinum, Mycobacterium _porcinum _y Mycobacterium
senegalense.

Estas cuatro especies de NTM tienen similitudes con la estructura de nsGPL de M. avium (Schorey JS y Sweet L.
The mycobacteria glycopeptidolipids: structure, funtion and their role in pathogenesis. Glycobiology 2008, 18:832-
841; y Chatterjee D y Khoo KH. The surface glycopeptidolipids of mycobacteria: structures and biological properties.
Cellular and Molecular Life Sciences 2001, 58: 2018-2042). Ademas, estas cuatro especies de NTM tienen la misma
estructura de nsGPL que M. fortuifum, que se detecta experimentalmente tal como se muestra en el ejemplo 8. Por
tanto, se considera plausible que estas cuatro especies de NTM puedan detectarse mediante la presente prueba.

3. Mycobacterium hominis, Mycobacterium paratuberculosis y Mycobacterium scrofulaceum.

M. hominis y M. paratuberculosis son miembros del complejo de M. avium. Hasta hace poco, M. scrofulaceum
también se consideraba un miembro del complejo de M. avium. M. avium y M. intracellulare (también miembros del
complejo de M. avium) se detectan facilmente tal como se muestra en el ejemplo 8. Por tanto, se considera plausible
que estas tres especies de NTM puedan detectarse tal como se define en las reivindicaciones.

4. Mycobacterium habana y Mycobacterium simiae

Los nsGPL de estas dos especies de NTM son idénticos a la estructura de nsGPL de M. avium (2). Por tanto, se
considera plausible que estas dos especies de NTM puedan detectarse mediante la presente prueba.
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REIVINDICACIONES

Uso de antigeno GPL no especifico de serovar de Mycobacterium avium (glicopeptidolipido no serovar,
nsGPL) de formula (1)

{t

enlaque Rqes

OH
Ry
en la que R; es una cadena de alquilo o alquenilo que tiene desde 1 hasta 34 atomos de carbono;
enlaque R4 es-OH u-OCHas; y
enlaque Rs es -OH u -OCHg;
para el diagndstico o la deteccion in vitro de infecciones provocadas no sélo por Mycobacterium avium sino
también provocadas por cualquier micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium

malmoense y Mycobacterium xenopi.

Uso de antigeno GPL no especifico de serovar de Mycobacterium avium de formula (1)

enlaque Rqes
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P
Ry
en la que R; es una cadena de alquilo o alquenilo que tiene desde 1 hasta 34 atomos de carbono;
enlaque R4 es-OH u-OCHas; y
enlaque Rs es -OH u -OCHg;
para la diferenciacion in vitro entre infecciones provocadas no sélo por Mycobacterium avium sino también
provocadas por cualquier micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium

malmoense y Mycobacterium xenopi, a partir de infeccion por tuberculosis latente.

Uso de antigeno GPL no especifico de serovar de Mycobacterium avium de formula (1)

H CH; H CHy
NS e NSy
g \N,_»*C\Cfm‘ac,f’;xﬂ
Q Q_u“ \ H D f !",’.g_.CH
H HE = CHs &
|

R, =N
H

enlaque Rqes

b
Cm
Rg ‘

en la que R; es una cadena de alquilo o alquenilo que tiene desde 1 hasta 34 atomos de carbono;
enlaque R4 es-OH u-OCHas; y
en laque Rs es -OH u -OCHg;

para decidir si administrar un tratamiento médico a un sujeto que se sospecha que padece una infeccién
provocada no soélo por Mycobacterium avium sino también provocada por cualquier micobacteria no
tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en; Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium malmoense y Mycobacterium xenopi.

Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la infeccidn por micobacterias no
tuberculosas se identifica en sujetos que padecen: linfadenitis, infeccidn de la piel y partes blandas,
enfermedades pulmonares crénicas y enfermedad diseminada en pacientes inmunodeprimidos.

Uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que, en la formula |, R; es una cadena de
alquenilo que tiene 34 atomos de carbono, R4 s -OCH3 y Rs es -OCHa.

Método in vitro para detectar o diagnosticar infecciones provocadas no sélo por Mycobacterium avium sino
también provocadas por cualquier micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium
malmoense y Mycobacterium xenopi, comprendiendo dicho método:
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a) incubar una muestra bioldgica, bajo la condicidon de que contenga leucocitos, obtenida del sujeto con
antigeno GPL no especifico de serovar de Mycobacterium avium de férmula (1)

oH

- O

)

enlaque Rqes

b
£
Rg ‘

en la que R; es una cadena de alquilo o alquenilo que tiene desde 1 hasta 34 atomos de carbono;
enlaque R4 es-OH u-OCHas; y

enlaque Rs es -OH u -OCHg;

b) cuantificar el nivel secretado de al menos una citocina,

€) en el que si el nivel de citocina cuantificado en la etapa (b) es mayor que el nivel de control de referencia,
es indicativo de que el sujeto esta padeciendo una infeccion provocada no solo por Mycobacterium avium
sino también provocada por cualquier micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
malmoense y Mycobacterium xenopi.

Método in vitro para diferenciar entre infecciones provocadas no soélo por Mycobacterium avium sino
también provocadas por cualquier micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
malmoense y Mycobacterium xenopi, a partir de infeccidn por tuberculosis latente, comprendiendo dicho
método:

a) incubar una muestra bioldgica, bajo la condicion de que contenga leucocitos, obtenida del sujeto con
antigeno GPL no especifico de serovar de Mycobacterium avium de formula (1)
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enlaque Rqes

OH r
A G
R;

en la que R; es una cadena de alquilo o alquenilo que tiene desde 1 hasta 34 atomos de carbono;
enlaque R4 es-OH u-OCHas; y

enlaque Rs es -OH u -OCHg;

b) cuantificar el nivel secretado de al menos una citocina,

¢) en el que si el nivel de citocina cuantificado en la etapa (b) es mayor que el nivel de control de referencia,
es indicativo de que el sujeto esta padeciendo una infeccion provocada no solo por Mycobacterium avium
sino también provocada por cualquier micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
malmoense y Mycobacterium xenopi, y puede descartarse una infeccion por tuberculosis latente cuando la
prueba IGRA convencional es negativa.

Método in vifro para decidir si administrar un tratamiento médico a un sujeto que se sospecha que padece
una infeccion provocada no sdélo por Mycobacterium avium sino también provocada por cualquier
micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en: Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium chimaera, Mycobacterium infracellulare, Mycobacterium malmoense y Mycobacterium
xenopi, comprendiendo dicho método:

a) incubar una muestra bioldgica, bajo la condicion de que contenga leucocitos, obtenida del sujeto con
antigeno GPL no especifico de serovar de Mycobacterium avium de férmula (1)
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()

H\ Lk H\ ‘&GHB

£ 5 g ) H Hz
R --N"}c\cf S~ \"N”’CHCJN\“‘{;XC\Q
1 H 0 &Y H 0 ra

H H;: —CHgy HY "CHy

]
enlaque Rqes

Lo

o
R, Al

en la que R; es una cadena de alquilo o alquenilo que tiene desde 1 hasta 34 atomos de carbono;
enlaque R4 es-OH u-OCHas; y

enlaque Rs es -OH u -OCHg;

b) cuantificar el nivel secretado de al menos una citocina, y

¢) en el que si el nivel de citocina cuantificado en la etapa (b) es mayor que el nivel de control de referencia,
es indicativo de que el sujeto esta padeciendo una infeccion provocada no solo por Mycobacterium avium
sino también provocada por cualquier micobacteria no tuberculosa seleccionada del grupo que consiste en:
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chimaera, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
malmoense y Mycobacterium xenopi, y podria aplicarse un tratamiento médico dirigido a NTM.

Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que la citocina 0 combinacion de citocinas se
seleccionan del grupo que comprende: IFN-gamma, TNF-alfa, IP-10, IL-10, IL-1RA, GM-CSF, IL-13, IL-17,
IL-5, IL-2, [L-22 e IL-32.

Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 19, en el que la infeccidon por micobacterias no
tuberculosas se identifica en sujetos que padecen: linfadenitis, infeccidn de la piel y partes blandas,
enfermedades pulmonares crénicas, enfermedad diseminada en pacientes inmunodeprimidos.

Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en el que la muestra bioldgica se selecciona de:
sangre completa, saliva, liquidos broncoalveolares, liquidos cefalorraquideos, células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) purificadas o biopsias.

Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en el que, en la formula I, R; es una cadena de
alquenilo que tiene 34 atomos de carbono, R4 s -OCH3 y Rs es -OCHa.
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Figura 1
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Figura 2
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TST- ¢ IGRA-. Sin adenilis, radiografia normal.
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Adenilis no confirmada por cultive

Sin confirmacion por cultive o cultivo negativo.

LTB!
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Sin adenitis, radiografia normal,

TB activa

Confirmacion de Mycobacterium tuberculosis
por PCR yio cultivo.

Grupo de estudio
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para NTM
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Figura 3
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Figura 4
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Figura b
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Figura 7
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Figura 8
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