wopi1ooszass Az NIIDILANIRANIN

(22) Data de Depo6sito: 19/05/2010 (51) Int.CL.:
. _ ) (43) Data da Publicacao: 20/03/2012 GO1N 33/549
Repuybll{;:bafederai’wa d(? Bl?allr (RP' 21 50)
sttt @ dg Cog;é:s:io Exlarior

(54) Titulo: REAGENTES PARA TESTES DE
COMBINACAO ANTIGENO-ANTICORPO DO HCV

(30) Prioridade Unionista: 20/05/2009 US 12/469,568
(73) Titular(es): Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.

(72) Inventor(es): Jian Zheng, Jianping Yang

(67) Resumo: REAGENTES PARA TESTES DE COMBINAGCAO
ANTIGENO-ANTICORPO DO HCV. A presente invencéo refere-se a
imunoensaios de combinagédo, a reagentes e a kits para detecgao
simultdnea de antigenos do HCV e de anticorpos anti-HCV em uma
amostra. Os imunoensaios de combinacdo da presente invencéo
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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengao para "REAGENTES
PARA TESTES DE COMBINACAO ANTIGENO-ANTICORPO DO HCV".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se, de modo geral, a imunoensaios

para deteccao e diagndstico de infecgao por HCV. Especificamente, a pre-
sente invencac refere-se a imunoensaios, a reagentes e a kits de combina-
cdo baseados no uso de detergente ndo-idnico para detecg¢ao simultanea de
antigenos do HCV e anticorpos anti-HCV em uma amostra.
ANTECEDENTES DA INVENCAOQ

O virus da hepatite C (HCV), um virus de RNA de fita unica, é o

agente etioldgico da hepatite ndo-A e ndo-B com transmissao sanguinea. A
infecgao ativa crénica por HCV frequentemente progride para cirrose hepati-
ca e carcinoma hepatocelular. Estudos epidemiolégicos indicam que o HCV
infecta mais de 170 milhdes de pessoas no mundo inteiro, com uma alta in-
cidéncia de doencga crbnica finalmente progredindo (em mais de 50% dos
casos) para 6bito. Entretanto, como se trata principalmente de uma doenga
com transmissao sanguinea, € possivel identificar o patdgeno em amostras
de sangue e eliminar a transmissdao da doenga através de transfusSes de
sangue. Apds a exposigdo ao patégeno do HCV, nédo ha inicialmente qual-
quer evidéncia de presenca viral, isto €, nenhum RNA viral detectavel ou
marcadores sorolégicos. Isto é chamado de "periodo de janela imunoldgica"
(WP, ou' “window period"). Em geral, 10 dias apds a exposi¢do ao HCV, o
RNA viral pode ser detectado, enquanto anticorpos anti-HCV se tornam de-
tectaveis aproximadamente 70 dias depois (Busch MP e Dodd RY, Transfu-
sion 40(10): 1157-1160, 2000). Para evitar a propagagao da infecgao por
HCV, é extremamente importante levar em consideragao esse fato observa-
vel e estabelecer um teste de triagem sanguinea confiavel, que possa dimi-
nuir a janela de detecgdo. Desde a comercializagao do teste de amplificagao
do acido nucleico (NAT, ou "nucleic acid amplification testing"), o qual detec-
ta o RNA do HCV, as taxas de infegao por HVC pdés-transfusédo foram dra-
maticamente reduzidas. Outros métodos sdao baseados na triagem sorolégi-

ca do sangue para detecgdo da presenga de antigeno central do HCV (Ortho
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HCV Core Antigen ELISA, Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, New Jer-
sey, EUA) ou anticorpos contra polipeptideos do HCV (Ortho HCV 3.0 ELI-
SA, Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, New Jersey, EUA) no soro ou
no plasma do paciente.

De acordo com uma pesquisa realizada por Seme et al. (J. Clin.
Virol. 32(2): 92-101, 2005), o teste de primeira geracdao para antigeno central
do HCV detecta a infecgao por HCV com sensibilidade e limites de detec¢ao
comparaveis as técnicas de acido nucleico (NAT). Esses testes detectam a
infeccdo por HCV entre 40 e 50 dias mais cedo que os atuais testes de ter-
ceira geragao para triagem de anticorpos do HCV. Embora o teste de primei-
ra geragao para antigeno central do HCV, criado para triagem sanguinea,
tenha reduzido significativamente o periodo de janela imunolégica, o mesmo
s0O detecta o antigeno central na fase pré-soroconversao ou no inicio da fase
pés-soroconversao. Além disso, o teste de primeira geragdo para antigeno
central do HCV néao € capaz de detectar o antigeno central quando este for-
ma complexos imunes com anticorpos anticentro na fase tardia da sorocon-
versdo. Claramente, é desejavel ter um teste de sorologia combinado que
possa detectar o antigeno central do HCV na fase pré-soroconversao, bem
como anticorpos anti-HCV na fasede soroconversao, reduzindo assim signi-
ficativamente a WP. Esse ensaio combinado de sorologia pode ser um mé-
todo especialmente valioso para triagem sanguinea em casos nos quais o
teste de NAT nao pode ser realizado por falta de equipmento ou competén-
cia.

Esse tipo de ensaio combinado para antigeno e anticorpo do
HCV sera um aprimoramento significativo em relagao ao método de triagem
sanguinea por sorologia de terceira geragao atualmente em uso (Ortho HCV
3.0 ELISA, Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, New Jersey, EUA) no
que se refere a redugao da WP. Entretanto, um dos desafios ao sucesso do
teste combinado para antigeno e anticorpo consiste em selecionar um deter-
gente adequado para perturbar os virions do HCV e liberar 0 antigeno, sem
interferir com a captura dos anticorpos anti-HCV pelos antigenos do HCV

recombinantes.
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SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a imunoensaios de combinagéao,
reagentes e kits para detecg¢ao simultdnea de antigenos do HCV e anticor-
pos anti-HCV em uma amostra.

A exclusividade dos imunoensaios de combinagdo da presente
invengao reside principalmente no uso de um detergente nao-iénico que efe-
tivamente exponha ou libere o antigeno central do HCV dos virions em uma
amostra, sem qualquer pré-processamento da mesma, e que ainda assim
nao interfira com a captura de anticorpos anti-HCV pelos antigenos do HCV
recombinantes, permitindo assim a medi¢ao simultanea do antigeno central
do HCV e dos anticorpos anti-HCV.

Os detergentes nao-idnicos adequados ao uso nos ensaios de
combinagdo da presente invengao sao membros da familia do éxido N-alquil-
N,N-dimetil-amina. Em uma modalidade preferencial, o ensaio de combina-
¢ao emprega N-6xido de lauril dimetil amina (LDAO). Em outras modalida-
des, é empregado um derivado ou equivalente funcional ou quimico do
LDAO.

Consequentemente, a presente invengao apresenta imunoen-
saios de combinagao em varios formatos, reagentes relacionados e kits para
detecgdo simultanea de antigenos do HCV e anticorpos anti-HCV em uma
amostra.

DESCRICAQO DETALHADA DA INVENCAO
A presente invencao refere-se a imunoensaios de combinagao

antigeno-anticorpo para HCV, bem como a métodos, reagentes e kits rela-
cionados.

Os imunoensaios de combinagdao antigeno-anticorpo para HCV
ou ensaios "combo" referem-se a imunoensaios que detectam simultanea-
mente, em um unico teste, tanto os antigenos do HCV como os anticorpos
anti-HCV em uma amostra. Os métodos para ensaio de combinag¢ao antige-
no-anticorpo tém por vase a identificagdo e o uso de anticorpos e antigenos
antigénicos e imunogénicos do HCV, que estao presentes durante os esta-

gios iniciais da soroconversdo para HCV, aumentando assim a precisdo da
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detecgao e reduzindo a incidéncia de resultados falsos durante o periodo de
janela imunolégica.

A presente invengao se baseia, pelo menos em parte, na identi-
ficacao de detergentes nao-idnicos que sdo adequados e eficazes para uso
em um imunoensaio de combinag¢do para detectar com sensibilidade e preci-
sdo as fases precoces da infecgdo por HCV. Esses detergentes perturbam
efetivamente as particulas virais do HCV em uma amostra de teste e, como
resultado, o antigeno central liberado é efetivamente capturado e detectado
pelas sondas de anticorpo monoclonal. Enquanto isso, os detergentes nao
geram um impacto negativo sobre a detecgao de anticorpos, seja por lixivia-
cao dos antigenos recombinantes revestidos sobre a fase sdlida, seja por
interferéncia com a captura de anticorpos anti-HCV durante o ensaio de
combinacado. Portanto, os ensaios de combinagdo apresentados pela pre-
sente invengao permitem a detecgao simultdnea, em um unico teste, tanto
de antigenos do HCV (inclusive o antigeno central) como de anticorpos anti-
HCV presentes em uma amostra. Em comparagdo aos ensaios existentes,
inclusive aqueles dirigidos a detecgao de antigenos do HCV ou de anticor-
pos anti-HCV separadamente, os ensaios de combinagado da presente in-
vengdao contornam a necessidade se executar dois ensaios separados, e
proporcionam sensibilidade e especificidade otimizadas para detec¢ao do
HCV.

De acordo com a presente invengao, detergentes nao-iénicos
adequados ao uso em um imunoensaio de combinag¢do incluem membros da
familia do 6xido de N-alquil-N-alquil'-N-metil-amina, que também sao conhe-
cidos como detergentes zwiteribnicos. Os grupos alquila geralmente néao
contém mais que 15 atomos de carbono cada.

Em uma modalidade, o detergente é um 6xido de N-alquil-N-
alquil'-N-metil-amina, em que o grupo alquila € um grupo alquila monocadeia
ou ramificado contendo de 9 a 13 atomos de carbono, enquanto o outro gru-
po alquila (o grupo "alquila") € um grupo alquila mono-cadeia ou ramificado
contendo de 1 a 13 atomos de carbono. Em outra modalidade, um ou ambos

os grupos alquila do éxido de N-alquil-N-alquil'-N-metil-amina sao grupos
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alquila substituidos.

Em uma modalidade preferencial, o detergente é 6xido de N-

alquil-N, N-dimetil-amina, caracterizado pela formula:

CHs - (CH2)n - N* - (CH3).0"
em que o comprimento da cadeia alquila é definido pelo nimero n, o qual
pode estar na faixa de 9 a 13 ou, de preferéncia, de 10 a 12 sendo que, com
mais preferéncia, n é 11. O numero "n" é pelo menos 9, de preferéncia pelo
menos 10 e, com mais preferéncia, pelo menos 11.

Em uma modalidade especialmente preferencial da presente
invencao, o detergente ndo-idnico usado em um imunoensaio de combina-
¢do para HCV é N-6xido de lauril dimetil amina (LDAO), que tem a formula
CHs - (CH2)11 - N* - (CH3)20", a qual é graficamente representada como:

\/ﬁ/\/\/\/\/\/\
o

Um detergente nao-idnico pode ser fornecido a um ensaio de
combinagdo de qualquer maneira adequada. Por exemplo, o detergente po-
de ser adicionado a uma amostra para teste antes que a mesma seja colo-
cada em contato com os reagentes detectores, como antigenos e anticorpos
de captura. Alternativamente, o detergente pode ser misturado a uma amos-
tra para teste simultaneamente a adigao de outros reagentes para deteccgéao.
Em uma modalidade preferencial, o detergente é fornecido em uma solugéao
(ou "diluehte"), a qual é usada para diluir ou suspender uma amostra biolégi-
ca para teste, antes de colocar a amostra em contato com os antigenos e
anticorpos de captura. Independentemente de como um detergente nao-
idnico é fornecido ao teste, a concentragdo do detergente na mistura de so-
lugao quando ocorre o contato com a amostra de teste sample precisa estar
na faixa de 0,1% a 2% (em peso/volume), de preferéncia pelo menos 0,3%
(em peso/volume) porém ndo mais de 1% (em peso/volume) e, com mais
preferéncia, a cerca de 0,5% (em peso/volume).

As amostras biolégicas que podem ser testadas quanto a pre-
senca do HCV com o uso dos ensaios de combinagéo da presente invengao

incluem qualquer amostra suspeita de conter virions, antigenos ou anticor-
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pos do HCV. A amostra pode ser um fluido ou tecido biolégico, inclusive flui-
dos corpdreos, como sangue integral, sangue integral seco, soro, plasma ou
outros componentes sanguineos, inclusive eritrocitos, leucocitos e plaquetas,
urina, saliva, liquido cefalorraquidiano e tecido hepéatico, entre outros. As
amostras podem ser tratadas de qualquer modo adequado, antes de serem
usadas no teste.

De acordo com a presente invengdo, a parte de detecgao de an-
ticorpos anti-HCV do ensaio de combinagdo geralmente emprega pelo me-
nos um (isto €, um ou mais) antigeno de captura que se liga a, e portanto
"captura", anticorpos anti-HCV presentes na amostra. Os antigenos de cap-
tura sdo geralmente peptideos antigénicos (contendo um ou mais epitopos)
derivados de uma proteina do HCV codificada pelo genoma do HCV. A se-
quéncia do genoma inteiro do HCV, bem como a sequéncia da poliproteina
do HCV codificada estdao documentadas no GenBank (acessos No.M62321 e
No.AAA45676, respectivamente), estando disponiveis para os versados na
técnica.

Deve-se notar que o termo "proteina do HCV", para uso na pre-
sente invencao, inclui tanto uma proteina nativa e de comprimento total codi-
ficada pelo genoma do HCV (por exemplo, uma proteina estrutural ou nao-
estrutural, ou um precursor de uma proteina estrutural ou n&o-estrutural),
como um polipeptideo de fusdo artificial de duas proteinas do HCV nativas,
ou fragmentos das mesmas (por exemplo, uma fusao de NS3 e de NS4 par-
cial, também mencionada na presente invengao como “NS3/NS4").

O termo "antigeno do HCV" ou "antigenos do HCV", para uso na
presente invengdo em referéncia a antigenos presentes em uma amostra
proveniente de um individuo infectado por HCV, pode referir-se a proteinas
do HCV de comprimento total ou fragmentos antigénicos das mesmas.

De modo geral, um fragmento de peptideo de uma proteina do
HCV é antigénico e capaz de ligar-se a, e capturar, os respectivos anticorpos
guando o fragmento tem pelo menos 6 ou 7 aminoacidos de comprimento,
de preferéncia pelo menos 8, ou pelo menos 9, ou pelo menos 10 aminoaci-

dos e, com mais preferéncia, pelo menos 12, 15 ou 20 aminoacidos. Os an-
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tigenos do HCV de captura podem conter mais de um epitopo. O termo “epi-
topo" é bem compreendido na técnica, e refere-se a uma regiao molecular
ou determinante estrutural sobre a superficie de um antigeno capaz de ligar-
se a um anticorpo e gerar uma resposta imunolégica. Os antigenos de cap-
tura podem ser feitos de modo recombinante, ou por meio de sintese quimi-
ca convencional.

Em certas modalidades, o antigeno de captura é um fragmento
antigénico de uma proteina do HCV selecionada a partir de antigeno central,
E1, E2, NS2, NS3, NS4 ou NS5. Em uma modalidade preferencial, o antige-
no de captura é derivado de antigeno central, ou de uma proteina de fusé@o
NS3/NS4, conforme ilustrado nos exemplos abaixo. Em outra modalidade,
dois ou mais peptideos sdo usados como antigenos de captura, os quais
podem ser derivados das mesmas proteinas do HCV, ou de proteinas dife-
rentes.

Um antigeno de captura pode ser aplicado como revestimento
sobre uma fase sdlida, antes da realizagdo do teste. Alternativamente, o an-
tigeno de captura é conjugado a um reagente adequado, por exemplo bioti-
na, o qual pode mediar a fixagdo a uma fase soélida depois de o antigeno de
captura ter formado um complexo com (isto é, ter capturado) os anticorpos
anti-HCV em uma fase liquida, por exemplo em um formato de coquetel E-
LISA.

Exemplos de fases sélidas adequadas ao uso nos imunoensaios
da presente invengdo incluem tanto materiais porosos como Nao-porosos,
como particulas de latex, particulas magnéticas, microesferas, membranas e
cavidades para microtitulagdo. A escolha do material em fase sdlida pode
ser determinada com base no formato desejado para o teste.

Quando um antigeno de captura é colocado em contato com
uma amostra de teste, se houver a presenga de anticorpos anti-HCV na a-
mostra, os mesmos se ligardo ao antigeno de captura. Os anticorpos captu-
rados pelo antigeno de captura, isto é, os anticorpos capturados, podem ser
detectados com o uso de inumeras abordagens.

Uma abordagem usa um segundo anticorpo, o qual reconhece e
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se liga aos anticorpos do HCV capturados. O segundo anticorpo, por exem-
plo o IgG anti-humano, é conjugado a um meio gerador de sinais. Quando o
segundo anticorpo se liga a um (primeiro) anticorpo capturado, o meio gera-
dor de sinais gera um sinal mensuravel, que indica a presenga do primeiro
anticorpo na amostra de teste.

Uma outra abordagem usa um segundo antigeno, o qual pode
ser conjugado a um meio gerador de sinais, sendo também chamado de "an-
tigeno de detecgdo”. Como os antigenos de captura, um antigeno de detec-
cdo pode também conter mais de um epitopo, contanto que um epitopo co-
mum esteja presente tanto no antigeno de captura como no antigeno de de-
tecgdo. Adicionalmente, podem ser usados um ou mais antigenos de detec-
¢do. Quando um antigeno de detecgdo se liga a um anticorpo capturado,

formando assim um sanduiche de antigeno de captura-anticorpo-antigeno

de deteccdo, o meio gerador de sinais no antigeno de detecgao pode gerar
um sinal mensuravel, que indica a presenga do anticorpo na amostra de tes-
te. Essa abordagem de "sanduiche de Ag" tem por base a capacidade de um
anticorpo anti-HCV para ligar-se simultaneamente a dois epitopos idénticos
em duas moléculas de antigeno separadas. Essa abordagem de sanduiche
de Ag permite uma detecgdo altamente especifica dos anticorpos anti-HCV
e, devido a essa alta especificidade, essa abordagem permite o uso de um
maior volume de uma amostra de teste, 0 que por sua vez permite uma de-
teccdo mais sensivel de antigenos do HCV presentes na amostra.

Esse meio gerador de sinais é por si s6 detectavel, ou pode ser
reagido com um ou mais compostos para gerar um sinal detectavel. Exem-
plos de meio gerador de sinais incluem cromogénios, radiois6topos, compos-
tos quimioluminescentes, enzimas (por exemplo fosfatase alcalina, fosfatase
acida, peroxidase de raiz-forte, beta-galactosidase e ribonuclease), ou um
parceiro de par de ligagao (como biotina ou estrepavidina). Nos casos em
qgue uma enzima é usada como meio gerador de sinais (por exemplo, fosfa-
tase alcalina ou peroxidase de rabano silvestre), a adicdo de um substrato
cromogeénico, fluorogénico ou luminogénico resulta na geragdo de um sinal

detectavel.
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De acordo com a presente invengao, a parte de detecgéao do an-
tigeno do HCV no ensaio de combinagéo é geralmente obtida com o uso de
um ou mais pares de um anticorpo de captura e um anticorpo conjugado em
um formato de sanduiche de anticorpo.

O anticorpo conjugado é fixado com qualquer um dos meios ge-
radores de sinais descritos anteriormente neste documento. O anticorpo de
captura pode estar aplicado como revestimento sobre uma fase solida, isto
é, a mesma fase sélida dos um ou mais antigenos de captura acima descri-
tos, antes da realizagcdo do teste. Alternativamente, o anticorpo de captura é
conjugado com um reagente adequado, por exemplo biotina, o qual pode
mediar a fixacdo a uma fase sélida depois de o anticorpo de captura ter for-
mado um complexo com (isto &, ter capturado) um antigeno do HCV em uma
fase liquida, a qual ja estd, ou é subsequentemente, ligada a um anticorpo
conjugado. Em cada uma dessas abordagens, uma vez que um sanduiche
de anticorpo de captura-antigeno-anticorpo conjugado é formado e captura-
do sobre uma fase sdlida, o meio gerador de sinais pode gerar um sinal
mensuravel, que indica a presenc¢a do antigeno na amostra de teste.

Em cada par pode haver um ou mais anticorpos de captura, ca-
da qual reconhecendo diferentes epitopos, e um ou mais anticorpos conju-
gados, cada qual reconhecendo diferentes epitopos. Para permitir a ligagao
simultanea dos anticorpos de captura e conjugados a mesma molécula de
antigeno,-bem como a formagdo de um complexo do tipo sanduiche, os um
ou mais anticorpos de captura precisam reconhecer epitopos diferentes da-
queles reconhecidos pelos um ou mais anticorpos conjugados no mesmo
par, e ainda assim os epitopos reconhecidos pelos anticorpos de captura e
conjugados, respectivamente, precisam estar dentro do mesmo antigeno do
HCV, de modo a formar um sanduiche anticorpo-antigeno-anticorpo. Por
exemplo, os anticorpos de captura e conjugado podem ser dirigidos a epito-
pos em qualquer proteina do HCV, polipeptideo estrutural ou néao-estrutural
do HCV, codificado pelo genoma do HCV. De preferéncia, os anticorpos sao
dirigidos a epitopos dentro de uma proteina do HCV selecionada a partir do
antigeno central, E1, E2, NS2, NS3, NS4 ou NS5. Em uma modalidade es-
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pecialmente preferencial, os anticorpos de captura e conjugado em um par
sdo dirigidos a, isto &, se ligam especificamente a, epitopos dentro do anti-
geno central do HCV. Em outra modalidade, s&o usados dois ou mais pares
de anticorpos de captura e conjugado, e pelo menos um dos pares inclui um
anticorpo de captura e um anticorpo conjugado dirigidos a epitopos dentro
do antigeno central do HCV.

Os anticorpos de captura e conjugado podem ser anticorpos
monoclonais, anticorpos policlonais, ou combinagées dos mesmos. De prefe-
réncia, sao usados anticorpos monoclonais.

Para realizar um ensaio de combinagdo de acordo com a pre-
sente invengao, é fornecido um antigeno de captura e ou um anticorpo con-
jugado ou um antigeno de detecgdo para detectar anticorpos anti-HCV, um
anticorpo de captura e um conjugado de anticorpo especifico para HCV para
detectar antigenos do HCV, e um detergente nao-ibnico adequado. Uma
amostra de teste é colocada em contato com o detergente, os reagentes de
captura e os conjugados, sequencialmente ou simultaneamente, e o sinal
gerado pelos reagentes conjugados pode ser correlacionado com um diag-
ndstico de infecgao por HCV.

Em uma modalidade especifica, é fornecido um antigeno de cap-
tura, um antigeno de detecgao, um anticorpo de captura e um anticorpo con-
jugado, bem como um detergente nao-idnico adequado. Em uma modalida-
de preferencial, tanto o antigeno de captura como o anticorpo de captura sao
aplicados como revestimento sobre (covalentemente ou ndo-covalentemente
fixados a) uma fase sélida. Uma amostra de teste é colocada em contato
com os reagentes de captura fixados a fase sdlida na presenga do detergen-
te. Simultaneamente ou, de preferéncia, subsequentemente, os reagentes
conjugados (isto é, o antigeno de detecg¢do e o anticorpo conjugado) sdo
adicionados a mistura de reac¢do. O sinal gerado como resultado da ligagao
dos reagentes conjugados também a fase sélida pode ser correlacionada a
um diagnéstico de infec¢ao por HCV.

Deve-se notar que os reagentes de captura e conjugados preci-

sam ser escolhidos de modo a evitar reatividade cruzada e resultados de
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falso positivo. Por exemplo, os antigenos do HCV empregados para detectar
anticorpos anti-HCV sao derivados de um polipeptideo do HCV diferente do
polipeptideo contra o qual sao dirigidos os anticorpos de captura e conjuga-
do. Alternativamente, quando os antigenos usados para deteccao de anti-
corpos sao derivados da mesma proteina do HCV (por exemplo, o antigeno
central) como a proteina contra a qual os reagentes de anticorpo sao gera-
dos, os antigenos usados para detecgdo de anticorpos precisam apresentar
epitopos que nao sejam reconhecidos pelos reagentes de anticorpo usados
para detecgdo de antigenos. Essencialmente, os epitopos aos quais os anti-
corpos se ligam na parte de detecgdo de antigenos do teste nao podem es-
tar presentes nos antigenos usados para detecgao de anticorpos do HCV.

A presente inveng¢do apresenta, também, kits contendo os varios
reagentes descritos acima para realizar um ensaio de combinagao, de modo
a detectar simultaneamente os antigenos do HCV e os anticorpos anti-HCV,
em suporte a um diagnéstico de infecgao por HCV.

Exemplos:

Os exemplos a seguir descrevem em detalhes as vantagens e a
importancia da invengao ao examinar o detergente N-Oxido de lauril dimetil
amina (LDAO) e sua eficiéncia para causar a liberagdo do antigeno central
do HCV em um teste para antigeno, bem como sua compatibilidade com um
teste para anticorpos do HCV. Também é descrito o uso do detergente N-
6xido de -lauril dimetil amina (LDAO) em medigao simultinea de antigeno
central do HCV e anticorpos do HCV.

Deve-se compreender que os exemplos apresentados mais adi-
ante neste documento sdo meramente ilustrativos, e ndo se destinam a limi-
tar o escopo da presente invengao.

Reagentes gerais para deteccdo de antigeno central do HCV e de anticorpo
anti-HCV
Sistema de teste ELISA DE ANTIGENO CENTRAL DE ORTO HCV

O sistema ELISA de Antigeno Central de Orto HCV (Ortho-

Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, New Jersey, EUA) foi usado para a detec-

¢ao de antigeno central do nucleocapsideo da hepatite C (antigeno central
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do HCV) em soro ou plasma humano. Os anticorpos monoclonais aplicados
como revestimento sobre a fase sélida de microcavidades foram usados pa-
ra capturar o antigeno e os anticorpos monoclonais secundarios conjugados
a HRP foram usados para detectar o antigeno capturado. Um diluente de
amostra contendo detergente foi usado para expor o antigeno central do
HCYV para captura e detecgédo, sem uma etapa de pré-tratamento.
Sistema de teste ELISA DE ORTO HCV 3.0

O sistema ELISA de Orto HCV 3.0 (Ortho-Clinical Diagnostics,
Inc., Raritan, New Jersey, EUA) foi usado para a detec¢ao do anticorpo para

virus da hepatite C (anti-HCV) em soro ou plasma humano. Os antigenos do
HCV recombinante ¢22 (aminoacido 2-120, regido do nucleo), c200 (amino-
acido 1192-1931, regidao NS3/NS4) e NS5 (aminoacido 2054-2995) aplicados
como revestimento sobre a fase sélida de microcavidades foram usados pa-
ra capturar os anticorpos anti-HCV. Um anticorpo IgG murino anti-humano
monoclonal, conjugado a HRP, foi usado para detectar o anti-HCV humano
capturado. Esse formato usa o detergente Tween 20 no diluente de amostra.
Chiron RIBA HCV 3.0 SIA

O sistema Chiron RIBA HCV 3.0 SIA (Novartis Vaccines & Diag-
nostics, Emeryville, Califérnia, EUA) consiste em uma fita de teste do tipo

"immunoblot”, usada para a detec¢ao de anticorpos para o virus da hepatite
C (anti-HCV) em soro ou plasma humano. Os antigenos do HCV ou pepti-
deos ¢22p (aminoacido 10-53, regidao-de nucleo), ¢33c (aminoacido 1192-
1457, regiao NS3), peptideos 5-1-1 e ¢100 (aminoacidos 1694-1735 e 1920-
1935 respectivamente, regiao NS4) e NS5 (aminoacido 2054-2995) foram
imobilizados sob a forma de bandas individuais sobre fitas de teste para cap-
turar os anticorpos anti-HCV. Um anticorpo IgG anti-humano monoclonal
murino, conjugado a HRP, detectou entdo o anti-HCV humano capturado. O
teste oferece informagdes adicionais sobre a reatividade especifica dos anticor-
pos a antigenos individuais de uma amostra reativa a ELISA de Orto HCV 3.0.
Antigenos

Dois derivados de peptideo foram sintetizados para cobrir a se-
quéncia de proteinas centrais do HCV do aminoacido 10 ao aminoacido 45.
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Para HCC5N, a sequéncia € definida em SEQ. ID N°:1 (o N-terminal tem um
grupo amino livre, ao contrario de um grupo amino bloqueado por acetilagéo).
HCCS5N tem dois residuos no C-terminal, NorLeucina e Cys, 0s quais nao per-
tencem a proteina central do HCV. Para HCC5-b, a sequéncia é definida em
SEQ. ID N°:2 (o N-terminal tem um grupo amino livre). HCC5-b tem dois resi-
duos no C-terminal, Gly e Lys (biotina), os quais ndo pertencem a proteina
central do HCV. HCCS5N foi adicionalmente conjugado a BSA ativado por
SMCC através de Cys do C-terminal de HCC5N sob condigdes de redugéo.
A helicase NS3 do HCV recombinante (rNS3(h)), cobrindo os
residuos de P1208 a T1657, foi clonada e expressa em E. coli conforme
descrito anteriormente (Jin, Arch Biochem Biophys. 323(1): 47-53, 1995). Um
marcador 6xHis foi fundido ao N-terminal de rNS3(h) para purificar a proteina
(resultando em SEQ ID N°:3, que representa uma proteina de fusdo do mar-
cador 6xHis e rNS3(h)). Uma rNS3(h) conjugada com biotina foi produzida
com o uso de EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, cat. n° 21335). Determi-
nou-se que a proteina conjugada tinha 3 biotinas por molécula de rNS3(h).

Anticorpos centrais anti-HCV monoclonais

Quatro anticorpos monoclonais foram usados no estudo. Os si-
tios de produgdo e de reconhecimento de epitopo C11-3, C11-7 e C11-14 do
anticorpo monoclonal foram descritos na publicagdo de patente européia n°
EP 0 967 484 A1. Nenhum dos sitios de reconhecimento de epitopo desses
anticorpos monoclonais enquadram-se nos aminoéacidos 10-45 do-HCV. O
anticorpo anti-HCV monoclonal 12F11 foi dirigido contra o recombinante c22.
O sitio de reconhecimento de 12F11 é em torno dos aminoacidos 58-72 do
HCV (antigeno central). Os anticorpos C11-14 e 12F11 foram conjugados a
peroxidase de raiz-forte (HRP) com o uso de procedimentos-padrao.
Amostras do HCV
(1) amostras de anti-HCV empobrecidas de anti-c22 e anti-c33c

. As amostras WHO Hu-a-c33c, 41530822, 41530832 e 41530883
foram originalmente testadas como fortemente reativas para anti-HCV com
ELISA de Orto HCV 3.0, e ndo-reativas com ELISA de Antigeno Central de
Orto HCV. A porgio anti-c22 (anti-HCV central) dos anticorpos foi empobre-
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cida mediante a passagem da amostra através de uma coluna de afinidade
em que as resinas de cromatografia foram conjugadas com antigeno c22
central do HCV recombinante, o mesmo antigeno de um dos antigenos de
revestimento usados no ELISA de Orto HCV 3.0.

As amostras WHO Hu-a-c22, |1-20 e 360650 foram originalmente
testadas como fortemente reativas para anti-HCV com Ortho HCV 3.0 ELI-
SA, e nao-reativas com ELISA de Antigeno Central de Orto HCV. A porgao
anti-c33c (antiparcial NS3) dos anticorpos foi empobrecida mediante a pas-
sagem da amostra através de uma coluna de afinidade, na qual as resinas
de cromatografia foram conjugadas com antigeno ¢33 central do HCV re-
combinante, 0 mesmo antigeno (¢33c) imobilizado em Chiron RIBA 3.0 SIA,
e uma versdo mais curta de um dos antigenos de revestimento (c200) usa-
dos em ELISA de Orto HCV 3.0.

(2) Amostra reativa ao Antigeno Central do HCV

O lote 16 de amostra reativa ao antigeno central do HCV foi um
pool de plasma, formado por amostras que foram testadas como néo-
reativas para anti-HCV por ELISA de Orto HCV 3.0, reativas para RNA do
HCV por PCR, e reativas para antigeno central do HCV por ELISA de Anti-
geno Central de Orto HCV. A amostra 9160834 de antigeno central do HCV
é uma amostra de plasma obtida junto a Boston Biomedica Inc. (BBI). A a-
mostra foi testada como nao-reativa para anti-HCV por Ortho HCV 3.0 ELI-
SA, reativa para RNA do HCV a cerca de 36.379.940 1U/mL ou 189.175.500
copias/ml por Versant bDNA (Bayer), e reativa por ELISA de Antigeno Cen-
tral de Orto HCV.

(3) Painéis de soroconversao para HCV

Todos os painéis de soroconversao para HCV testados nos pre-
sentes estudos estavam disponiveis comercialmente, sendo adquiridos junto
a SeraCare Life Sciences, Inc., dos EUA (BBI Diagnostics) e a ZeptoMetrix
Corporation, dos EUA (anteriormente Impath/BioClinical Partners, Inc.). Um
painel de soroconversao para HCV foi composto por sangramentos seriais
de amostras de sangue humano tomadas de um individuo infectado por HCV.

As amostras cobriam um periodo de nao-reativo até reativo a anti-HCV.
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Exemplo 1: deteccado de anticorpo anti-HCV (um formato de teste indireto)

Os testes foram realizados com o uso de reagentes obtidos de
um kit ELISA de Orto HCV 3.0. Diluentes de amostra de 150 pyL, compostos
por um tampao a base de fosfato contendo o detergente Tween-20, BSA,
caseina, extratos de levedura e outras proteinas, mais 50 pyL de amostra,
foram adicionados a cada cavidade. As placas foram incubadas a 37°C du-
rante 60 minutos, sendo entdo lavadas 5 vezes com um tampao para lava-
gem contendo PBS/Tween 20. Depois disso, 200 pL de anticorpo IgG murino
anti-humano monoclonal conjugado com HRP foram adicionados a cada ca-
vidade. As placas foram incubadas a 37°C durante 60 minutos e, subse-
quentemente, lavadas 6 vezes. 200 uL de OPD/substrato (um comprimido
de OPD (Sigma, cat. n° P-8287) em 6 mL de tampao de substrato para ELI-
SA) foi adicionado a cada cavidade, e as placas foram incubadas no escuro
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Uma solugcao de parada de 4N
de H,SO, foi adicionada a 50 uyl/cavidade. As DOs foram gravadas a 493
nm com o uso de um leitor de placas para espectrofotometria. O ajuste do
valor de corte para o teste foi adaptado de um HCV 3.0 ELISA, que é a DO
da média de negativos mais 0,6. As excegdes do teste foram:

(1) Em "ELISA-1" o diluente de amostra foi obtido do kit e conti-
nha detergente Tween 20, enquanto em "ELISA-2" o detergente foi substitu-
ido por N-lauril sarcosina (NLS), e em "ELISA-3" o detergente foi substituido
por N-6xido de lauril dimetil amina (LDAO).

(2) Em "ELISA-1", o anticorpo IgG murino anti-humano monoclo-
nal conjugado com HRP, fornecido no kit, foi diluido a 1:3 antes do uso, en-
quanto em "ELISA-2" e "ELISA-3" o0 anticorpo conjugado fornecido no kit foi
diluido a 1:2 antes do uso.

Conforme mostrado na Tabela 1, para ambas as amostras em-
pobrecidas anti-c22 e anti-c33c, tanto o Tween 20 (comumente usado na
detecgcao de anticorpos anti-HCV) como o LDAO proporcionaram. melhor
sensibilidade de teste, conforme refletido pelas razdes entre sinal e valor de
corte ("S/C"), em comparagao ao NLS (tipicamente usado na deteccao de

antigeno do HCV).
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Exemplo 2: deteccio de anticorpo anti-HCV (formato de teste de sanduiche
de Aqg)

No formato de teste de sanduiche de Ag, os antigenos identifi-
cados com biotina foram usados como conjugados. Os conjugados biotina-
antigeno ligaram-se a anticorpos humanos anti-HCV, que foram capturados
sobre fase sdlida para formar um sanduiche Ag-Ab-Ag. Os complexos em
sanduiche foram, entdo, detectados por estreptavidina conjugada com HRP
em uma incubagao subsequente.

Placas de microtitulacao COSTA® de alta-ligagéo foram revesti-
das com 200 ul/cavidade de anticorpos monoclonais C11-3 e C11-7 pré-
misturados, a 2,2 yg/mL de cada e HCC5N-BSA a 0,1 ug/mL em 20 mM de
tampao de fosfato (pH 7,0). As placas foram incubadas a 25°C de um dia
para o outro. As solugdes para revestimento foram aspiradas e foram adicio-
nadas 200 ul/cavidades de rNS3(h) a 2 yg/mL em PB (pH 7,0). As placas
foram incubadas a 25°C de um dia para o outro. As placas foram, entao, la-
vadas uma vez com tampao para lavagem a base de PBS/Tween, seguido
de adigdo de 300 pl/cavidade de solugdo de parada a base de PBS/BSA
(1% de albumina sérica bovina e 30% sacarose em PBS) durante 1 hora, a
25°C. As placas foram aspiradas e secas de um dia para o outro a 25°C,
com 10% de umidade, e colocadas em bolsas com dessecante.

A composicao diluente de amostras foi a mesma usada no E-
xemplo 1, exceto por conter detergente Tween 20 em "ELISA-4", detergente
N- lauril sarcosina (NLS) em "ELISA-5" e detergente N-Oxido de lauril dimetil
amina (LDAQO) em "ELISA-6". 100 pL de diluente de amostras e 100 pL de
amostra foram adicionados a cada cavidade. A incubagao de amostra se deu
a 37°C durante 1 hora, sob agitagao. As placas foram, entao, lavadas 5 ve-
zes com PBS/Tween 20. 200 uL de biotina-rNS3(h) (ou "rNS3(h)-b") foram
adicionados a 60 ng/mL, ou biotina-HCC5 (HCC5-b) foi adicionada a 5
ng/mL em cada cavidade. A mistura biotina-antigeno foi diluida no diluente
conjugado CD-1 (bloqueador de caseina em PBS, Pierce cat. n® 37528, su-
plementado com Tween 20 a 0,05% e EDTA a 2 mM). A incubac¢ao de bioti-
na-antigeno foi mantida a 37°C durante 60 minutos, sob agitagédo. As placas
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foram lavadas 5 vezes, e HRP-estreptavidina (Jackson ImmunoResearch,
cat. n° 016-030-084) a 1:8.000 diluida em CD-1 foi adicionada a 200
plL/cavidade. A incubagdo de HRP-estreptavidina foi mantida a temperatura
ambiente durante 30 minutos. As placas foram, entédo, lavadas 6 vezes, apds
o que 200 pL OPD/substrato foram adicionados a cada cavidade. As placas
foram incubadas no escuro, a temperatura ambiente, durante 30 minutos, e
uma aliquota de 50 uL de solugdo de parada a 4N de H>SO, foi adicionada a
cada cavidade. As DOs foram gravadas a 493 nm com o uso de um leitor de
placas para espectrofotometria. O valor de corte do teste foi determinado como
DO de média negativa mais 0,300. Os resultados do teste sdo mostrados na
Tabela 2. Os resultados mostram que com a amostra empobrecida de anti-
c33c, tanto o Tween20 como o LDAO ofereceram melhor sensibilidade a teste
do que o NLS. Os resultados também demonstram que o formato de sandui-
che de antigeno (Ag-Ab-Ag) é melhor que o formato indireto (Ag-Ab-2" Ab).
Exemplo 3: deteccdo de antigeno central do HCV

A deteccao do antigeno central do HCV mostrada no Exemplo 3
foi um teste ELISA com sanduiche de anticorpo monoclonal-antigeno central
do HCV-anticorpo monoclonal. O antigeno central do HCV exposto na amos-
tra foi capturado por dois anticorpos centrais anti-HCV monoclonais aplica-
dos como revestimento sobre placas e detectado por outros dois anticorpos
anti-HCV monoclonais identificados com HRP.

Exceto pelo diluente de amostra, os reagentes ELISA usados no
Exemplo 3 foram basicamente obtidos do kit ELISA de Antigeno Central de
Orto HCV. Em "ELISA-7" foi usado o diluente de amostra original do kit, que
continha 1,0% de detergente N-lauroil sarcosina (NLS). Entretanto, em "ELI-
SA-8" foi usado um diluente de amostra contendo 1,0% de detergente Twe-
en 20, e em "ELISA-9" foi usado um diluente de amostra contendo 1,0% de
detergente N-Oxido de lauril dimetil amina (LDAO).

O teste ELISA foi realizado de acordo com o protocolo ELISA de
antigeno central do HCV. 100 uL de diluente de amostras e 100 yL de amos-
tra foram adicionados a cada cavidade. A incubagdo da amostra foi realizada
a 37°C durante 90 minutos, sob agitagdo. A placa foi lavada 5 vezes com
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PBS/Tween 20, e anticorpos conjugados foram adicionados a 200 pl para
cada cavidade. A incubagao do conjugado foi realizada a 37°C durante 30
minutos. A placa foi lavada 6 vezes e 200 yL de OPD/substrato foram adi-
cionados a cada cavidade. A placa foi, entdo, incubada no escuro, a tempe-
ratura ambiente, durante 30 minutos. Uma solugdo de parada de 4N de
H.SO, foi, entdo, adicionada a 50 ulL/cavidade. As ODs foram gravadas a
493 nm com o uso de um leitor de placas para espectrofotometria. O ajuste
de valor de corte para o teste foi similar ao usado para ELISA de Antigeno
Central do HCV, isto é, o DO da média de negativos mais 0,300.

Os resultados do teste sdo mostrados na Tabela 3. Para amos-
tras, tanto o NLS como o LDAO proporcionaram melhor sensibilidade de tes-
te que o Tween 20.

Exemplo 4: ensaio de combinacéo de antigeno central do HCV/anti-HCV

Um ensaio ELISA de combinagdo de antigeno central do HCV/
anticorpo anti-HCV foi realizado em placas iguais as usadas no Exemplo 2.
As placas foram revestidas com anticorpo anti-HCV monoclonal C11-3 e
C11-7, HCC5-BSA e rNS3(h). O diluente de amostra foi composto por 20
mM de tampao de fosfato (pH 7,3), 0,5 M de cloreto de sédio, 1 mM de ED-
TA, 1% de detergente LDAO, 1% de BSA, 0,03% de extratos de levedura e
0,01% de Superoxidase Dismutase desnaturada (SOD), 200 pg/mL de imu-
noglobulina G (IgG) de camundongo e 0,1% 2-cloroacetamida. O conjugado
anticorpo/antigeno foi composto por-anticorpor anti-HCV monoclonal C11-14
identificado com HRP a 4 ug/mL e anticorpo monoclonal 12F11 identificado
com HRP a 4 pg/mL, HCC5-biotina a 5 ng/mL e rNS3(h)-biotina a 60 ng/mL
em um tampao de 10 mM de tampao de fosfato (pH 7,3), 142 mM de cloreto
de sédio, 3 mM de cloreto de potassio, 0,1% de detergente Tween 20, 1,5%
BSA, 20% de soro de bezerro recém-nascido desativado a quente, 0,03% de
ferricianeto de potassio, 100 ug/mL imunoglobulina G (monocional) de ca-
mundongo e 0,1% de 2-cloroacetamida. O conjugado de estreptavidina iden-
tificado com HRP foi composto por HRP-Estreptavidina (Jackson Immuno-
Research, cat. n° 016-030-084) 1:8.000 diluida em CD-1 (bloqueador de ca-
seina em PBS, Pierce cat. n° 37528, adicionado de Tween 20 a 0,05% e
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EDTA a 2 mM).

O protocolo de teste foi igual ao descrito no Exemplo 2. 100 uL
de diluente de amostras e 100 uL de amostra foram adicionados a cada ca-
vidade. As placas foram, entdo, incubadas a 37°C durante 1 hora sob agita-
¢do, sendo entdo lavadas 5 vezes com PBS/Tween 20. 200 pL de mistura de
conjugado anticorpo/antigeno foram, entdo, adicionados a cada cavidade. A
incubagdo do conjugado anticorpo/antigeno foi realizada a 37°C durante 60
minutos, sob agitagdo. As placas foram, entdo, lavadas 5 vezes, sendo sub-
sequentemente adicionados 200 pl/cavidade de HRP-Estreptavidina, e as
placas foram incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos. Depois
disso, as placas foram lavadas 6 vezes, 200 uL OPD/substrato foram adicio-
nados a cada cavidade, e as placas foram incubadas no escuro, a tempera-
tura ambiente, durante 30 minutos. Foram adicionados 50 pl/cavidade de
uma solucdo de parada a 4N de HpSO,, e as DOs foram registradas a 493
nm com o uso de um leitor de placas para espectrofotometria. O valor de
corte do teste foi ajustado em 0,300.

Os resultados do teste ELISA para combinagcdo de antigeno do
HCV/anticorpo nos painéis de soroconversdo para HCV da BBI sdo mostra-
dos na Tabela 4. Os resultados do teste ELISA para combinagéo de antige-
no do HCV/anticorpo nos painéis de soroconversédo para HCV da ZeptoMe-
trix sdo mostrados na Tabela 5. Pode-se notar que em um estagio de infec-
¢do precoce, a detecgao foi negativa no teste para detecgéo de anticorpos, e
foi positiva com o uso do teste para RNA do HCV, o teste para antigeno do
HCV, ou o teste de combinagéo para antigeno do HCV-anticorpos. Consulte,
por exemplo, a Tabela 4, com "PHV907", dias 4, 7 e 13 a partir do primeiro
sangramento. Por outro lado, em um estagio posterior de infeccao (por e-
xemplo, o dia 164 com "PHV907"), quando a detecgéo do antigeno se tornou
negativa e a quantidade de RNA do HCV foi reduzida, os anticorpos anti-
HCV foram fortemente detectados no teste para detecgéo de anticorpos, € a
razido S/C também se mostrou bem acima de 1 no ensaio de combinagao
antigeno-anticorpo. Esses resultados demonstram que o ensaio de combi-

nagdo antigeno do HCV-anticorpo proporcionou uma janela de deteccéo
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mais ampla, em comparagdo a um teste baseado na detec¢éo do antigeno

do HCV ou do anticorpo anti-HCV por si

sos.

Tabela 1 - comparagéo entre detergentes no teste anti-HCV de formato indireto.

Testes e formato ELISA -> ELISA-1 ELISA-2 | ELISA-3
| Indireto | Indireto Indireto
Tween20 LDAO
Detergente em diluente de amostra -> (0,25%) |NLS (0,67%)| (0,67%)
Diluicdo de conjugado do kit 1:3 1:2 1:2
DO §S/C| DO S/C| DO S/C
0,001 0,001 0,002
plasma negativo 0,002 0,002 0,001
0,002 0,001 0,001
I/Amostras do Di|~Ui- RIBA 3.0
HCV gao
c33¢c c22p
8 WHO Hu-a- 1:25 2+ - 2,122 3,5 {0,745 1,2 |1,773 2,9
-:é’ c33c 1:50 2+ - 1,179 2,0 {0,414 0,7 (0,985 1,6
s 1:100 1+ - 0,911 1,5 {0,297 0,5 |0,707 1,2
3 1:200 + - 0,608 1,0 (0,230 0,4 |0,547 0,9
§ 1:25  +/- - |1,235 2,1 {0,306 0,5 {1,094 1,8
'g 41530822 1:50 +/- - o686 1,1 |0,170 0,3 (0,608 1,0
.§ 1:100 +/- - 0,441 0,7 {0,089 0,1 {0,212 0,4
g- 1:100 2+ - 0,808 1,3 {0,322 0,5 {0,765 1,3
g 41530832 1:200 + - 0,648 1,1 |0,230 0,4 |0,547 0,9
g 1:400 +/- - 0,325 0,5 (0,084 0,1 {0,201 0,3
é 1:200 + L 0,985 1,6 |0,203 0,3 |0,590 1,0
® 41530883 1:400 +/- - 0,547 0,9 {0,113 0,2 |0,268 0,4
1:800 +/- - 0,276 0,5 0,063 0,1 |0,127 0,2
2 1:25 - 4+ 1,346 2,2 (1,146 1,9 [1,678 2,8
3 WHO Hu-a- g - 4+ |1,165 1,9 |0,895 1,5 {1,439 2,4
58 022 1:100 - 2+ |0,772 1,3 |0,420 0,7 {0,675 1,1
é. E 1-20 1:100 - 3+ (0,89 1,5 {0,538 0,9 |0,865 1,4
3 s 1:200 - 2+ |0410 0,7 10,230 0,4 |0,370 0,6
c 3 1:100 - 3+ |0637 1,1 0,380 0,6 {0,611 1,0
§ 360650 1:200 - 2+ |0,325 0,5 |0,197 0,3 {0,316 0,5
= 1:400 - + |0171 03 |0,108 0,2 |0,173 0,3
valor de corte -> 0,602 0,601 0,601
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Tabela 2 - comparacéao entre detergentes no teste anti-HCV em formato de
sanduiche de Ag.
Testes e formato ELISA -> ELISA-4 | ELISA-5 | ELISA-6 conjuga-
sanduiche|sanduiche {sanduiche do de Ag-
de Ag de Ag de Ag biotina
Detergente em diluente de amos- | Tween20
tra-> (0,25%) | NLS (1%) LDAO (1%)
DO S/C{ DO S/C| DO S/C
0,044 0,012 0,013 rNS3(h)-b
a 60
plasma negativo 0,013 0,008 0,010 ng/mL
0,018 0,020 0,030 HCC5-b
0,036 0,017 0,027 a 5 ng/mL
Amostras do Diluigdo RIBA 3.0
HCV c33c c22p
% WHO Hu- 1:100 1+ - 12,997 >9 (2,997 >9 (2,997 >9
o 1:200 +/- - 2,997 >9 |2,997 >9 (2,997 >9
€ 2°038c L0 4+~ - |1.567 4,8 |1,922 6,4 |1,446 4,8
3 1:800 - - 10,470 1,4 |0,754 2,5 (0,427 1,4 |
§ 41530822 1:100 +/- - o560 1,9 |1,720 5,7 |0,580 1,9
'g 1:200 - - 0,284 0,9 |0,724 2,4 (0,236 0,8 [INS3(h)-b
.§ 1:200 +/- - 2,997 >9 |2,997 >9 (2,997 >9 a
g- 41530832 1:400 +/- - (1,418 4,7 |2,538 8,5 |1,984 6,6 | 60ng/mL
3 1:800 +/- - 10,232 0,8 {0,720 2,4 |0,360 1,2
g 1:200 + - 2,800 9,3 (2,997 >9 |2,997 >9
& 41530883 1:400  +/- - 0,610 1,7 |1,560 5,2 {0,838 2,8
g 1:800 - - 0,168 0,6 |0,612 2,0 |0,294 1,0
valor de corte -> 0,329 0,310 0,312
WHO Hu- 1:200 - 2+ 2,119 6,5 (0,174 0,5 {2,997 >9
a-c22 1:400 - 1+ (1,588 4,9 (0,117 0,4 |2,858 8,7
1:800 - +/- {1,122 3,4 {0,066 0,2 {1,909 5,8
§ 1:200 - 2+ 10,637 1,9 {0,087 0,3 |1,127 3.4
e 120 1:400 - 2+ 10,343 1,0 |0,050 0,2 0,610 1,9 | HCC5-b
'g 1:800 - +/- 10,185 0,6 |0,046 0,1 |0,310 0,9 [a 5 ng/mL
1:200 - 2+ |[1,659 5,110,137 0,4 |2,086 6,4
360650 1:400 - 2+ 10,739 2,3 {10,075 0,2 1,156 3,5
1:800 - +/- 0,337 1,0 |0,056 0,2 |0,592 1,8
valor de corte -> 0,327 0,319 0,329
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Tabela 3 - comparacio entre detergentes em teste de Ag central do HCV.

Testes ELISA -> ELISA-7 LISA-8 ELISA-9
NLS ween20
Detergente em SD->
(1,0 %) 1,0%) LDAO (1,0%)
DO S/C o] S/C DO S/C
0,010 ,014 ,011
plasma negativo 0,010 ,017 ,008
0,008 ,013 ,009
Diluicao
puro 0,722 15 0,300 5,5 [1,852 38
1:1,5 1,076 22 0,189 3,5 (1,220 25
Lote 16, um conjunto de
1:2,0 1,115 23 0,149 2,7 0,948 19
amostras de plasma que
1:3,0 0,802 16 0,103 1,9 0,621 13
foram todas caracteriza-
1:4,0 0,602 12 0,074 1,3 0,431 8,8
das como anti-HCV (-),
5,0 0,490 9,9 0,064 1,2 0,335 6,8
RNA do HCV (+) e Ag
1:6,0 0,379 7,7 0,051 0,9 pP,279 5,7
central do HCV (+)
1:8,0 0,271 5,5 0,041 0,7 0,199 41
1:10 0,214 4,3 0,040 0,7 p,148 3,0
1:16 0,155 3,1 0,026 0,5 0,104 1,0
X milhdGes de
Diluicdo IU/ml (copies|
/mli)
9160834 1:5 7,28 (37,8) [ 1,390 | 28 0,178 | 3,2 [ 1,121 [23
@ 36,4 x| 110 3,64 (18,9) [ 0,734 | 15 0,086 [1,6 | 0,527 | 11
10° 1U/ml | 1:20 1,82 (9,46) (0,364 | 7,4 0,047 | 0,9 | 0,251 | 5,1
ou 189 x|1:30 1,21 (6,31) | 0,253 | 5,1 0,036 | 0,6 | 0,157 | 3,0
10° co- | 1:40 0,91 (4,73) | 0,181 | 3,7 0,028 | 0,5 | 0,116 | 2,4
pias/ml

valor de corte -> 0,049 0,055 0,049
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Tabela 4 - Ensaio de combinac¢ao antigeno-anticorpo do HCV em painéis de
soroconversiao HCV da BBI

anti-HCV HCVRNA  |HCV Ag
Painéis de ) Ensaio de
soroconver- Diasa HCV (centro | combinagao
sio partir do|RIBA 3.0 3.0 do HCV Ag/Ab
10. san- kit para quantida-| HCV)
. gramen- testes de
San- = 7 |e22 ¢33
1D gra- c S/C Pos ou
mento P (Neg) DO S/C
Do folheto de dados do painel
1 0 - - 100 >5x10°| pos |0,311 1,04
2 4 - - 100 >5x10°| pos |0,317 1,06
PHVeo 3 7 - -100 >5x10°| pos |0,371 1,24
7 gend- 4 13 |1+ - | 01 >5x10°| pos |0,437 1,46
tipo1b g5 18 |4+ +-|04 >5x10°| pos |0,877 2,92
6 21 4+ 1+ | 1,0 >5x10°| pos |2,442 8,14
7 164 |4+ 4+ | 4.4 4x10* | neg >3 >10
PHvoo S1 0 - -100 1x10* | pos |0,305 1,02
9gens- 2 28 |1+ - |13 4x10* | pos |0,701 2,34
tipo 3 ; 4
3 30 |2+ 13 | oy _2x10 pos |0,960 3,20
1 0 - - 100 |RNARo- >5x10°| pos |0,599 2,00
che Am- 5
0gend- 3 8 3+ 1+ 30| pog >5x10°| pos |1,497 4,99
tipo1b 4 11 |4+ 3+|67| (BB) >5x10°| pos | >3 >10
5 15 |4+ 4+ |80 [OPAS/MI 5. 405! pos | >3 >10
1 0 - - 100 >5x10°| pos |[0,310 1,03
: HVO1l 5 2 |- - |o1 >5x10°| pos (0,330 1,10
geno-
tipo 20 3 7 2+ - |15 >5x10°| pos |0,867 2,89
4 9 2+ +/-| 1,7 >5x10°| pos |1,256 4,19
1 0 - - 100 >5x10°| pos |0,292 0,97
4gend- 3 9 - - 100 >5x10°| pos |0,307 1,02
tipo2b 4 12 | - - o1 >5x10°| pos |0,325 1,08
5 16 |2+ - | 1,2 >5x10°| pos |0,310 1,03
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Tabela 4 - Ensaio de combinacgio antigeno-anticorpo do HCV em painéis de
soroconversao HCV da BBl

] anti-HCV HCV RNA lHcv Ag
Painéis de . Ensaio de
soroconver- Diasa HCV (centro | combinagao
séo partir do|RIBA 3.0 3.0 do HCV Ag/Ab
10. san- " | kit para quantida-| HCV)
- gramen- testes de
San- =% 0 |c22 ¢33
ID gra- S/C Pos ou
P ¢ DO S/C
mento (Neg)
Do folheto de dados do painel
6 19 |2+ - |21 >5x10°| pos |0,323 1,08
7 24 |4+ +/-| 4,5 >5x10°| pos |0,392 1,31
8 30 |4+ 3+ |68 >5x10°| pos [1,452 4,84
9 33 |4+ 3+|76 >5x10°| pos |[2,052 6,84
1 0 - -100 3x10° | pos |0,127 0,42
2 2 - -100 >5x10°| pos |0,297 0,99
3 7 - -100 >5x10°| pos [0,375 1,25
:“ng 4 9 - - 1]o00 >5x10°| pos |0,483 1,61
geno-
tpo2b 3 16 - +/-/03 >5x10°| pos |0,314 1,05
6 19 -+ 11 >5x10°| pos |0,607 2,02
7 23 - 3+ 27 4x10° | pos |0,861 2,87
8 28 - 3+ |37 2x10° | neg |1,051 3,50
1 - -100 >8x10°| pos |0,272 0,91
2 - -100 >8x10°| pos |0,544 1,81
3 - - 100 >8x10°| pos (0,393 1,31
:”ng 4 - -]00| HCV >8x10°| pos |0,660 2,20
geno- RNA Ro- 5
tpo1a 3 14 - -1]00 che CO- > 8x10°| pos |0,441 1,47
6 16 |+/- - | 0,0 |BASAm- >8x10°| pos |0,998 3,33
7 24 |3+ - |06 | plicor >8x10°| pos |0,368 1,23
R
8 27 |3+ 1+]0,8 ('TBCI;) >8x10°| pos |0,627 2,09
1 - -100| |um >8x10°( pos |0,107 0,36
PHVO2 - - 100 >8x10°| pos |0,891 2,97
0 gené- s
tipo 1a 3 - - 10,0 >8x10 pos |0,304 1,01
4 13 | +/- 1+| 05 >8x10°| pos (2,292 7,64
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soroconversao HCV da BBI

Tabela 4 - Ensaio de combinacao antigeno-anticorpo do HCV em painéis de

anti-HCV HCV RNA lHCV Ag
Painéis de ] Ensaio de
soroconver- Diasa HCV (centro | combinagéo
10. san- " | kit para quantida-| HCV)
- gramen- testes de
San to |c22 ¢33
ID gra- c S/C Pos ou
mento P (Neg) DO S/C
Do folheto de dados do painel
5 16 1+ 3+ | 3,1 >8x10°| pos |2,840 9,47
6 20 |1+ 3+ 3,6 3x10* | neg |1,911 6,37
7 26 |1+ 3+ | >5 8x10* | neg |1,637 5,46
8 28 |2+ 4+ | >5 2x10® | neg |1,533 5,11
9 33 2+ 4+ | >5 BLD neg |2,374 7,91
controle de plasma negativo 1 0,016 0,05
controle de plasma negativo 2 0,019 0,06
controle de plasma negativo 3 0,011 0,04

soroconversao HCV da ZeptoMetrix

Tabela 5 - Ensaio de combinagao antigeno-anticorpo do HCV em painéis de

Painéis de Diasa| anti-HCV HCV RNA HCV Ag| Ensaio de
soroc?nver- partir RIBA 3.0 HCV (centro | combinagao
sdo :;)n:;(r):;x 3.0 kit para quanti- do HCV)| HCV Ag/Ab
D S:::g:: e ciz °23 e DO S/C
mento (Neg)
Do folheto de dados do painel
1 0 - - 10,00 1,88 x 10°| pos 0,086 | 0,29
2 12 - +/-{0,15 221x10° neg 1,965 | 6,55
3 14 | - +/-0,30 <200.000| neg 2,503 | 8,34
4 23 | - 1+ 1,49 |CHIRON 2,27 x 10°| neg >3 | >10
6212 5 26 | - 1+ (1,87 [HCV RNA 2,03 x 10°| neg >3 | >10
6 32 | - 1+ |2,37 |copias/ml <200.000| neg >3 | >10
7 37 | - 1+ (2,46 3,91 x10°| neg >3 | >10
8 53 | - 4+ (4,13 4,66 x 10°| neg >3 | >10
9 55 - 4+ (4,13 3,57 x 10°| neg >3 | >10
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soroconversao HCV da ZeptoMetrix

Tabela 5 - Ensaio de combinacéo antigeno-anticorpo do HCV em painéis de

Painéis de Dias a anti-HCV HCV RNA HCV Ag| Ensaio de
soroconver- partir HCV (centro | combinagéao
séao do 10.|RIBA 3.0 3.0 |,. . |do HCV)| HCV Ag/Ab
sangra kit para quanti-
Sangra- c22 c33 testes dade
gra- S/C Pos ou
mento .1 P ¢ (Neg) DO S/C
Do folheto de dados do painel
- - 10,00 {cHIRON >120x
1 0 novena 100 | P9 o898 2,99
6215 2 3 - - |0,01| (bDNA) 104x10°| pos 0,952 | 3,17
3 10 | - - |0,02| (c6- 58x10°| pos 0,456 | 1,52
a 20 | 4+ +/-|4,66|Pias/m) 48x10°| pos 2,321 7,74
10 3 | - - 10,00 <0,2 neg 0,034 0,11
11 39 | - - ]0,00 <0,2 neg 0,021 | 0,07
12 45 | - - 0,00 27,02 pos 0,266 | 0,89
13 47 | - - 10,00 98,84 pos 0,678 | 2,26
225 14 52 | - - |0,00 77,79 pos 0,627 | 2,09
15 56 | - - |0,01 54,71 pos 0,545 | 1,82
16 60 | - - |0,00 >120 pos 1,027 | 3,42
17 72 | - - ]0,07 9,37 pos 0,635 | 2,12
18 77 | - 1+ |1,73|CHRON 497 | pos 1,380 | 4,60
19 79 | - 1+ |21 (MbEDq I;'r':l_) 3,24 pos 1,400 | 4,67
1 0 - - |o,01 52,19 pos 0,490 | 1,63
2 3 - - (0,01 55,83 pos 0,528 | 1,76
3 7 - - |o01 55,53 pos 0,452 | 1,51
6229 4 10 | - - |0,01 94,76 pos 0,823 | 2,74
5 18 | - - |0,53 31,88 pos 1,346 | 4,49
6 21 - +/- 1,06 69,85 pos 1,636 | 5,45
7 25 | +- 1+ 1,7 51,02 pos 1,594 | 5,31
8 29 | +- 3+ (4,07 43,89 pos 2,590 | 8,63
1 0 - - 000 ooy <02 neg 0,044 | 0,15
2 24 | - - |001|ycyRNA  15:78 pos 0,125| 0,42
3 27 | - - |0,01|pDNA20 63,72 pos 0,603 | 2,01
9041 4 31 - - 10,01 (MEg/mL), >120 pos 1,106 | 3,69
5 62 | +/- 4+ |7,30|"umMe- 7227 pos 2,924 | 9,75
6 64 | +/- 4+ |8,03|92E-  g557 | pos >3 | >10
7 69 |1+ 4+ |820] V¥ 2180 | pos >3 |>10
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Tabela 5 - Ensaio de combinagédo antigeno-anticorpo do HCV em painéis de
soroconversiao HCV da ZeptoMetrix
Painéis de Dias a| anti-HCV HCV RNA HCV Ag| Ensaio de
soroconver- partir HCV (centro | combinacgéao
sdo  doito.[RIBA3OI 41 . |do HCV)| HCV Ag/Ab
sangra kit para quanti-
Sangra- gra- c22 ¢33 S/C testes dade Pos ou
mento .l P € (Neg) DO S/C
Do folheto de dados do painel
8 71 | 3+ 4+ (8,78| te/mL 11,24 pos >3 | >10
1 o | - - [o00|MEIML) 40590 | pos 0,652 ] 2,17
2 4 | - - ]001|®=T™ 5571 | pos 0,496 | 1,65
Ihdo de
9044 3 17 - - 10,00 equivalen- 77,18 pos 0,722 | 2,41
4 21 - +/-10,69| tesdo 71,52 pos 1,089 | 3,63
5 25 - 2+ (3,70 HCV 72,82 pos 1,147 | 3,82
6 29 - 3+ (4,51 RNA 48,83 pos 0,855 | 2,85
1 0] - - 10,00 17,73 pos 0,361 | 1,20
2 2 - - 10,00 16,42 pos 0,321 | 1,07
3 7 - - 10,00 36,19 pos 0,395 1,32
5045 4 9 - - 10,01 38,07 pos 0,557 | 1,86
5 26 - - 10,00 44,86 pos 0,389 | 1,30
6 32 - - (0,04 17,78 pos 0,302 | 1,01
7 37 - 1+ | 2,61 18,36 pos 1,314 | 4,38
8 41 - 2+ (3,51 2,32 pos 1,043 | 3,48
1 0 - - 10,10 65,95 pos 0,474 | 1,58
2 2 - - 10,12 81,76 pos 0,517 | 1,72
3 10 - - 10,09 54,85 pos 0,368 | 1,23
4 12 - - 10,05 64,03 pos 0,501 | 1,67
5047 5 19 - - 10,10 55,45 pos 0,346 | 1,15
6 21 - - 10,09 42,97 pos 0,334 | 1,11
7 28 - 2+ 151 9,13 pos 2,921 | 9,74
8 30 - 4+ (3,92 26,58 pos 2,992 | 9,97
9 35 - 4+ (7,36 22,77 pos >3 >10
10 37 | +/- 4+ |6,77 nd pos >3 >10
7 52 - - (0,00 <0,2 neg 0,040 | 0,13
b054 8 74 | +/- - |0,00 86,79 pos 0,555 | 1,85
9 77 1+ +/- (0,14 86,75 pos 0,532 | 1,77
10 82 2+ 1+ 3,16 59,14 pos >3 >10
9058 1 0 +/- - 10,07 90,58 pos 0,762 | 2,54
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Tabela 5 - Ensaio de combinacéo antigeno-anticorpo do HCV em painéis de
soroconversdao HCV da ZeptoMetrix

Painéis de Diasa| anti-HCV HCV RNA HCV Ag| Ensaio de
soroconver- partir RIBA 3.0 HCV (centro | combinagéao
sao :aon:;?é 3.0 kit para quanti- do HCV)| HCV Ag/Ab

D Sangra- gra- c22 c33 s/C testes dade Pos ou
mento entol P € (Neg) DO S/C

Do folheto de dados do painel

2 3 +/- - (0,08 85,34 pos 0,764 | 2,55
3 7 + +/- 10,15 37,64 pos 0,487 | 1,62
4 10 [1+ 1+ (0,66 48,33 pos 0,930 | 3,10
5 14 |2+ 1+ (3,16 29,46 pos 1,209 | 4,03
controle de plasma negativo 1 0,016 0,05
controle de plasma negativo 2 0,019 0,06
controle de plasma negativo 3 0,011 0,04
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REIVINDICAGOES

1. Imunoensaio, destinado a detectar simultaneamente a pre-
senca de antigenos e anticorpos do HCV em uma amostra, caracterizado
pelo fato de:

obter um detergente nao-idnico compreendendo um oxido de N-
alquil-N, N-dimetil-amina, um primeiro par de antigeno de captura e antigeno
de detecgédo, e um primeiro par de anticorpo de captura e anticorpo conjuga-
do, sendo que tanto o dito antigeno de captura como o dito antigeno de de-
teccdo compreendem um primeiro fragmento de peptideo de uma primeira
proteina do HCV, sendo que o dito anticorpo de captura e o dito anticorpo
conjugado se ligam especificamente a uma segunda proteina do HCV, e
sendo que o dito antigeno de detecgdo e o dito anticorpo conjugado com-
preendem um mesmo meio gerador de sinais;

colocar a dita amostra, na presenga do dito detergente, em con-
tato com o dito antigeno de captura, o dito antigeno de detecgéo, o dito anti-
corpo de captura e o dito anticorpo conjugado, para formar um complexo
intercalado entre o dito antigeno de captura, o dito antigeno de detecc¢édo e
um anticorpo anti-HCV presente na dita amostra, € um complexo entre o dito
anticorpo de captura, o dito anticorpo conjugado e um antigeno do HCV pre-
sente na dita amostra; e

medir um sinal gerado a partir do dito meio gerador de sinais
como resultado da formacédo dos ditos complexos, detectando assim, simul-
taneamente, os antigenos e anticorpos do HCV na dita amostra.

2. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o dito 6xido de N-alquil-N,N-dimetil-amina tem a formula
CHgs - (CHz)n - N* - (CH3)2O” em que n situa-se na faixa de 9 a 13.

3. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo fato de que o dito 6xido de N-alquil-N,N-dimetil-amina & N-Oxido de al-
quil dimetil amina (LDAO).

4. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado
pelo fato de que a dita primeira proteina do HCV e a dita segunda proteina do
HCV sdo independentemente selecionadas do grupo formado pelo antigeno
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central, E1, E2, NS2, NS3, NS4 e NS5.

5. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a dita primeira proteina do HCV e a dita segunda proteina
do HCV séo iguais, sendo que o dito anticorpo de captura e o dito anticorpo
conjugado se ligam a uma regido da dita segunda proteina do HCV que esta
fora do dito primeira fragmento de peptideo.

6. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagédo 5, caracterizado
pelo fato de que tanto a dita primeira proteina do HCV como a dita segunda
proteina do HCV sao o antigeno central do HCV.

7. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de ser obtido um segundo par de antigeno de captura e antigeno
de detecgdo, sendo que tanto o dito antigeno de captura como o dito antige-
no de deteccdo do segundo par compreendem um segundo fragmento de
peptideo de uma proteina do HCV, sendo que o dito segundo fragmento de
peptideo é diferente do dito primeiro fragmento de peptideo.

8. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado
pelo fato de que o dito primeiro fragmento de peptideo e o dito segundo
fragmento de peptideo sdo derivados de diferentes proteinas do HCV.

9. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um dentre o dito primeiro fragmento de pepti-
deo e o dito segundo fragmento de peptideo é um fragmento do antigeno
central do HCV. -

10. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o dito anticorpo de captura no dito primeiro par compreende
dois ou mais anticorpos.

11. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo fato de ser obtido um segundo par de um anticorpo de captura e um
anticorpo conjugado, sendo que o dito anticorpo de captura e o dito anticor-
po conjugado presentes no dito segundo par se ligam especificamente a dita
segunda proteina do HCV ou a uma proteina do HCV diferente.

12. Imunoensaio, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que o dito antigeno de captura e o dito anticorpo de captura sédo
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fixados a uma fase sdlida.

13. Kit, destinado a detectar simultaneamente os antigenos e
anticorpos do HCV em uma amostra, caracterizado pelo fato de compreen-
der um detergente ndo-idnico compreendendo um o6xido de N-alquil-N,N-
dimetil-amina, um primeiro par de antigeno de captura e antigeno de detec-
¢do, e um primeiro par de anticorpo de captura e anticorpo conjugado, sendo
que o dito antigeno de captura e o dito antigeno de detecgdo compreendem
um primeiro fragmento de peptideo de uma primeira proteina do HCV, sendo
que o dito anticorpo de captura e o dito anticorpo conjugado se ligam especi-
ficamente a uma segunda proteina do HCV, e sendo que o dito antigeno de
deteccdo e o dito anticorpo conjugado compreendem um mesmo meio gera-
dor de sinais.

14. Kit, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo
fato de que o dito 6xido de N-alquil-N,N-dimetil-amina tem a féormula CHjs -
(CHgz)n - N* - (CH3)20" em que n situa-se na faixa de 9 a 13.

15. Kit, de acordo com a reivindicagao 14, caracterizado pelo
fato de que o dito 6xido de N-alquil-N,N-dimetil-amina é N-6xido de lauril di-
metil amina (LDAO).

16. Kit, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo
fato de que a dita primeira proteina do HCV e a dita segunda proteina do
HCV séao independentemente selecionadas do grupo formado pelo antigeno
central, E1, E2, NS2, NS3, NS4 e NS5.

17. Kit, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo
fato de que a dita primeira proteina do HCV e a dita segunda proteina do
HCV sédo iguais, sendo que o dito anticorpo de captura e o dito anticorpo
conjugado se ligam a uma regiéo da dita segunda proteina do HCV que esta
fora do dito primeiro fragmento de peptideo.

18. Kit, de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo
fato de que tanto a dita primeira proteina do HCV como a dita segunda pro-
teina do HCV sdo o antigeno central do HCV.

19. Kit, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo
fato de compreender, adicionalmente, um segundo par de antigeno de cap-
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tura e antigeno de deteccgao, sendo que tanto o dito antigeno de captura co-
mo o dito antigeno de detec¢do do segundo par compreendem um segundo
fragmento de peptideo de uma proteina do HCV, sendo que o dito segundo
fragmento de peptideo é diferente do dito primeiro fragmento de peptideo.

20. Kit, de acordo com a reivindicagcao 19, caracterizado pelo
fato de que o dito primeiro fragmento de peptideo e o dito segundo fragmen-
to de peptideo sao derivados de diferentes proteinas do HCV.

21. Kit, de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado pelo
fato de que pelo menos um dentre o dito primeiro fragmento de peptideo e o
dito segundo fragmento de peptideo é um fragmento do antigeno central do
HCV.

22. Kit, de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado pelo
fato de que o dito anticorpo de captura no dito primeiro par compreende dois
ou mais anticorpos.

23. Kit, de acordo com a reivindicacao 13, caracterizado pelo
fato de compreender, adicionalmente, um segundo par de um anticorpo de
captura e um anticorpo conjugado, sendo que o dito anticorpo de captura e o
dito anticorpo conjugado presentes no dito segundo par se ligam especifica-
mente a dita segunda proteina do HCV ou a uma proteina do HCV diferente.

24. Kit, de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado pelo
fato de que o dito antigeno de captura e o dito anticorpo de captura s&o fixa-

dos a uma fase sdlida.
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RESUMO
Patente de Inveng¢do: "REAGENTES PARA TESTES DE COMBINACAO
ANTIGENO-ANTICORPO DO HCV".

A presente invengéo refere-se a imunoensaios de combinagao, a
reagentes e a kits para detecgéo simultanea de antigenos do HCV e de anti-
corpos anti-HCV em uma amostra. Os imunoensaios de combinagao da pre-
sente invengdo empregam um detergente nado-iénico que efetivamente ex-
pde ou libera o antigeno central do HCV a partir de virions presentes em
uma amostra sem interferir com o desempenho de outros reagentes, como a
captura de anticorpos anti-HCV por antigenos do HCV recombinantes.
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