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SOLUGKC SALINA

(57) Resumo: METODO IMUNOLOGICO E METODO PARA
DIAGNOSTICAR UMA INFECGAQ. A presente invengao refere-se a
um método imunolégico e, mais particularmente, a um método para
medir a reatividade imunolégica medida por células (CMI) nos
mamiferos com base na produgido de IP-IO. A invengdo também
apresenta um ensaio e um kit para medir a CMI para um antigeno
utilizando sangue integral ou outras amostras bioldégicas apropriadas.
Os métodos da presente invengdo sdo U(teis em protocolos
terapéuticos e de diagndéstico para o ser humano, animais domésticos
e aplicagbes veterindrias e da vida selvagem, e desse modo a
invengao também se refere a um método para diagnosticar uma
infecgdo em um mamifero.
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METODO IMUNOLOGICO E METODO PARA DIAGNOSTICAR UMA
INFECGAO

Campo da Invengao

A presente invengdo refere-se a um ensaio
imunoldégico e, mais particularmente, a um ensaio para medir a
reatividade imunoldégica medida por células (CMI). Ainda mais
particularmente, a presente invengdo apresenta um ensaio e um
kit para medir uma resposta mediada por células a um antigeno
ao utilizar o sangue integral ou outras amostras bioldgicas
apropriadas. O ensaio & Gtil em protocolos terapé€uticos e de
diagnéstico para> em seres humanos, animais domésticos e
aplicagdes veterindrias e da vida selvagem.

A medicdo de imunorespostas mediadas por células é
importante para o diagndéstico de imunidade de muitas doengas
infecciosas e autoimunoldégicas, tal como um marcador para a
imunocompeténcia, e para a detecgdo de respostas de células T
aos antigenos enddgenos e exdgenos (isto €&, infecgles e
vacinas) .

A presente invengdo apresenta um método para a
medicdo da CMI em um mamifero mediante a incubagdo de uma
amostra do mamifero que compreende células T ou outras
células do sistema imunoldégico com um antigeno. A produgdo de
IP-10 é entdo detectada. A presenga ou o nivel do efetor
imunoldgico & entdo indicativa do nivel de resposta mediada
por células do individuo.

Antecedentes da Invengao

Tuberculose

A descoberta de antigenos imunodominantes especificos de
(MTB) Mycobacterium tuberculosis conduziram a uma nova
avenida significativa para o diagndstico da tuberculose (TB).
O trabalho inicial tinha mostrado o potencial da substituicdo

do teste de pele de tuberculina (TST) por um teste que

ensaiou a produgdo in vitro de interferon gama (IFN-y) por
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células T em resposta aos antigenos de MTB definidos.
Aproximadamente ao mesmo tempo, um grande avango foi a
descoberta de antigenos altamente imunogénicos, o alvo
antigénico secretado inicialmente 6 (ESAT-6) e proteina de
filtrado de cultura 10 (CFP-10) e do TB7.7 que melhoraram a
especificidade significativamente. Estes antigenos sao
codificados dentro da regido de diferenga 1 (RD1l) do patdgeno
e s3o consequentemente ausentes de todas as cepas de vacina
de Bacille Calmette Guerin (BCG) e da maioria das
micobactérias nao-tuberculosas (as excegdes incluem o

Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum e Mycobacterium

szulgai) . As respostas de IFN-y aos peptideos sobrepostos dos
antigenos codificados por RD1 ESAT-6, CFP-10, TB7.7 formam a
base para a detecgdo da infecgdo de MTB em dois testes
licenciados e comercialmente disponiveis.

O QuantiFERON-TB Gold (Cellestis Limited, Carnegie,
Victoria, Australia), um imunoensaio ligado por enzima de
sangue integral (ELISA) tem a aprovagdo da marca CE européia
e a aprovagdo americana recentemente recebida da American
Food and Drug Administration (FDA) para a detecgdo da
infeccdo latente e da doenga de TB.

O T-SPOT.TB (Oxford Imunotec, Oxford, Reino Unido),
um ensaio de imunomancha 1ligado por enzima (ELISPOT)que
utiliza células mononucleares de sangue periférico tem a
aprovagdo da marca européia. CE e foi aprovado para O uso no
canada em 2005. O T-SPOT.TB utiliza somente ESAT-6 e CFP1lO0.

No entanto, as limita¢des dos testes atualmente
disponiveis s&do:

1) a sensibilidade pode ser ©prejudicada nos
individuos imunosuprimidos (tais como aqueles HIV positivos
ou os pacientes que recebem medicagdo imunosupressora),

2) em algumas situaéées um volume relativamente

grande de sangue €& necessario (3 ml por teste de QuantiFERON



10

15

20

25

30

3/97

e 8 ml para o T-SPOT.TB), o que pode limitar o seu usoO nos
bebés e nas criangas gravemente doentes e anémicas,

3) os testes ndo discriminam entre infecgdo ativa,
latente e recente,

4) ndo foi demonstrado que os testes podem predizer
quem ird progredir de TB recente ou latente para TB ativo.

A maioria das limita¢des dos testes & devida a

medicdo do pardmetro de efeito de IFN-y a niveis muito
baixos, perto do limite até mesmo do método mais sensivel (no
teste de QuantiFERON até 0,35 IU/ml (17,5 pg/ml) e nos
locais/campo de T-SPOT.TB 5). A redugdo no corte para realgar
a sensibilidade ira resultar eventualmente em uma
especificidade prejudicada dos testes. Uma publicagdo recente
baseada no teste de QuantiFERON mostrou dque os testes

repetidos de pessoas com resultados de testes na faixa

inferior de IFN-y varia em torno do nivel de corte que ¢&
subjacente ao risco potencial de resultados falsos positivos
e falsos negativos do teste de QuantiFERON (QFT) (Pai, M. et
al).

Para superar a fragilidade evidente dos testes, a
sensibilidade poderia ser melhorada ao utilizar antigenos
especificos adicionais de M. tuberculosis e isto foi feito na
terceira geracd3o dos testes de QuantiFERON (QFT), o teste
QuantiFERON em tubo (QFT-IT) que compreende agora um antigeno

adicional denominado TB7.7(p4) e a sensibilidade €& melhorada

potencialmente, mas ainda depende das medigdes a niveis muito

baixos de IFN-vy.

Esta abordagem foi tentada por outros, isto €, foi
recentemente mostrado gque a Monocina induzida por IFN-y
(MIG/CXCL9) foi expressa especificamente in vitro apds a
estimulacdo com os antigenos especificos de M. tuberculosis

(ESAT-6/CFP10) e PPD. A sensibilidade de CXCL9 era, no
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entanto, muito baixa e mais baixa do que aquela de IFN-y. Um
outro estudo menor baseado na citometria de <citocina
intracelular em células CD4+ T depois da estimulagdo de ESAT-
6, testada se a expressdo de IFN-y, IL-2, IL-4, IL.-10 ou do

marcador de ativacdo CD40L poderia distinguir a TB da doenga

que ndo TB. Nenhum destes marcadores demonstrou ser
comparavel ou superior a IFN-y (Abramo C, et al.) (Hughes, A.
et al.).

Contudo, nenhum marcador sensivel e especifico para

substituir IFN-y para o diagnéstico da infeccgao de TB foi
identificado na literatura presentemente publicada. Varios
descreveram IP-10 em conexdo a infecg¢des, mas ndo como um
marcador no diagnéstico da infecgdo com uma estimulag¢do de
antigeno anterior.
Chlamydia

O diagnéstico das infecgdes genitais causadas por
Chlamydia evoluiu rapidamente a partir dos anos noventa. Os
testes de amplificagdo de acido nucléico (NAAT), tais como a
reacdo de cadeia de polimerase (PCR), a amplificag¢do mediada
por transcrigdo (TMA), e o ensaio de deslocamento de cordao
de DNA (SDA) sdo agora os suportes principais. Os NNATS de
Chlamydia mais comumente utilizados e extensamente estudados
nos Estados Unidos e em muitos outros paises industrializados
sdo: Aptima (Gen-Probe), Probe-Tec (Becton-Dickinson), e
Amplicor (Roche). O Aptima Combo II testa simultaneamente C.
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae, a causa da gonorréia. Os
NAATs para Chlamydia podem ser realizados nos espécimes de
cotonete coletados do cervix (mulheres) ou da uretra
(homens) .

Atualmente, os NAATs tém a aprovagdo reguladora
somente para os testes de espécimes urogenitais. Os NAATs

substituiram bastante a cultura, o padrdo Gold histdrico para
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o diagndéstico de Chlamydia, e os testes de sonda nédo-
amplificada, tais como Pace II (Gen-Probe) . Este tltimo teste
& relativamente insensivel, detectando com sucesso somente
60-80% das infecg¢des em mulheres assintomaticas, e
ocasionalmente fornecendo falsos resultados positivos. A
cultura permanece Util em circunsténcias selecionadas e &
atualmente o TGnico ensaio aprovado para os testes de
espécimes ndo-genitais.

O diagndéstico de Chlamydia €& baseado desse modo em
uma tecnologia complicada e gque requer recursos, tal como
PCR, nao imediatamente disponivel no mundo em
desenvolvimento. Uma tecnologia rapida e facil deve melhor as
medicdes de diagndéstico para esta doenga importante.

A patente CA 2.478.138 divulga que os niveis
elevados no sangue do polipeptideo quimiocina CXCL10 estdo
associados com as doencgas respiratdrias (por exemplo, SARS,
influenza e pneumonia adquirida em comunidade) e sd&o Gteis no
diagnéstico dos pacientes. Os métodos sdo fornecidos para o
diagnéstico e o tratamento dos pacientes gque sofrem de
doencas respiratédrias.

O pedido de patente WO 05/091969 divulga que
marcadores para TSE (Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis) gque estdo presentes antes da formagdo da
proteina de prion patoldgico detectavel sdo Gteis na detecgdo
desta infeccdo antes dos sinais clinicos. O IP-10 & apenas um
de vArios marcadores descritos e esse pedido de patente nao
apresenta nenhuma estimulagdo de antigeno.

O pedido de patente US2004-038201 apresenta os
programas distintos da expressdo de genes ativados em
resposta aos patdgenos diferentes em macrdfagos. O IP-10 é
outra vez apenas um em muitos marcadores mencionados e esse

pedido ndo apresenta nenhuma estimulagdo de antigeno.
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Annalisa Azzurri et al. afirmam que a proteina
induzivel por IFN-y 10 e os niveis de plasma de pentraxin 3
sio ferramentas para monitorar a inflamagdo e a atividade da
doenca na infecgdo de Mycobacterium Tuberculosis. O artigo
mostra que o nivel de plasma IP-10 esta aumentado
espontaneamente nos pacientes com TB, e outra vez esta
referéncia ndo apresenta nenhuma estimulagdo de antigeno.

O pedido de patente WO 03/063759 apresenta um
método de identificacdo de um peptideo derivado da proteina
de choque térmico (Hsp) Gtil para o diagndstico ou a terapia.
O efeito dos compostos da presente invengdo foi testado em
mondcitos de sangue periférico ao medir o nivel de IP-10 em
resposta a estimulagdo subsequente com LPS. A estimulagdo
direta com ©Os compostos do teste sem a estimulagédo
subsequente com LPS ndo causou um aumento no nivel de IP-10.

O pedido de patente WO 07/039400 apresenta um
método e um kit para o diagndéstico da Sindrome de Restauragdo
Imunoldgica que é associada com a tuberculose (TB-IRS) nos
pacientes infectados com tuberculose, assim como nos
pacientes co-infectados com HIV/TB. A fim de diagnosticar a
TB-IRS, os autores da presente invengao detectaram o nivel da
resposta de Thl contra PPD e/ou uma proteina de 16 KDA em
comparagdo a respostab de Thl contra ESAT-6, CFP-10, 85B
(controle negativo) e utilizaram uma elevagdo -na resposta de
Thl como um indicativo da TB-IRS.

Para superar os problemas da sensibilidade
prejudicada e niveis baixos de IFN-y detectaveis pelos testes
atualmente disponiveis ao utilizar a estimulagdo de antigeno,

os autores da presente invengdo sugerem O uso de um

biomarcador alternativo no lugar de IFN-y.

Descrigdo Resumida da Invengao
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A presente inveng¢do propde um novo principio do
diagnéstico. Um sistema de teste que pode detectar a
infecgdo, por exemplo, com tuberculosis leishmania ou
chlamydia, baseado na medi¢3o de quimiocina IP-10 depois da
estimulagdo de imunocélulas com proteinas
antigénicas/peptideos.

O sistema de teste descrito IP-10 & mais sensivel
do que os testes baseados em IFN-y e como pardmetro de efeito
ele melhoram os testes e o diagndstico. O teste pode ser
realizado ao utilizar quantidades mais baixas de sangue
porque as amostras podem ser diluidas no momento da
incubacdo, ou, antes da andlise. O teste pode ser realizado
em um tempo de incubagdo mais curto. Além disso, O sistema de
teste pode permitir a discriminagdo entre varios estagios de
infecgdo tais como, por exemplo, a infecgdo ativa, recente e
latente de TB.

Resumidamente, a presente invengdao pode ser
descrita como um método imunoldgico que compreende as etapas
de incubacdo de uma amostra obtida de um mamifero com pelo
menos um antigeno, a determinagdo do nivel de IP-10 na dita
amostra e a comparagdo do dito nivel de IP-10 determinado com
um nivel de referéncia, desse modo determinando se o mamifero
encontrou previamente o antigeno gque gera reatividade
imunolégica ao antigeno, ou se encontrou previamente outros
antigenos que geram retroreatividade imunoldgica ao antigeno.

Descricgdo Detalhada

A presente invencdo apresenta um ensaio do
potencial ou da capacidade de wum individuo montar uma
resposta a CMI. O ensaio & baseado na medigdo da produgdo de
molécula de imunoefetor pelas células do sistema imunoldgico

em resposta a4 estimulag¢do antigénica. Os imunoefetores podem

ser detectados ao utilizar ligandos tais como os anticorpos
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especificos para os efetores ou ao medir o nivel da expressao
dos genes que codificam os efetores.

A presente invengdo apresenta, portanto, um meio
para determinar a resposta de CMI em um individuo e, por sua
vez, fornece meios para o diagndéstico de doengas infecciosas,
condi¢des patoldégicas, nivel de imunocbmpeténcia e um
marcador de resposta de células T aos antigenos enddgenos ou
exdgenos.

Um aspecto da invengdo refere-se a um ensaio do
potencial ou da capacidade de um individuo montar uma
resposta a IP-10. O ensaio & baseado na medicdo da produgdo
de IP-10 por célula do sistema imunolégico em resposta a
estimulacdo antigénica. A produgdo de IP-10 podeb ser
detectada ao utilizar 1ligandos tais como os anticorpos
especificos para IP-10 ou ao medir o nivel da expressao dos
genes que codificam IP-10. Os autores da presente invengao
demonstraram o principio do teste ao utilizar dois tipos
diferentes de infeccdo: Tuberculosis e Chlamydia. No caso da
tuberculose, um teste baseado na estimulagado especifica de M.
Tuberculosis e na determinagdo subseqlente de IP-10, pode
identificar as pessoas infectadas com M. tuberculosis. No
caso de Chlamydia um teste baseado na estimulagdo com extrato
de C. Trachomatis pode identificar as pessoas infectadas com
Chlamydia.

O sistema de teste descrito mede os niveis mais
elevados do biomarcador IP-10 do que os niveis de IFN-y, ©O
marcador no qual os ensaios atualmente disponiveis sao
baseados. O sistema de teste baseado em IP-10 €& té&o
especifico quanto e mais sensivel do gue oOs testes baseados,
por exemplo, em IFN-y como pardametro de efeito, ele melhora
os testes e os diagndsticos de individuos imunocomprometidos

(Exemplo 10), o teste pode ser realizado ao utilizar
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quantidades mais baixas de sangue, uma vez dque as amostras
podem ser diluidas no momento da incubagdo ou antes da
andlise (Exemplos 9 e 13). Ele também aumenta a velocidade do
diagnéstico, porque o IP-10 €& produzido em quantidades
significativas poucas horas depois da incubagdo, tal como
mostrado no Exemplo 11. No caso da tuberculose, o sistema de
teste pode permitir a discriminagdo entre infecgdo " ativa,
recente e latente de TB e, além disso, o sistema de teste &
potencialmente capaz de identificar pessoas com risco de
progredir para a TB ativa. O sistema de teste & baseado na
deteccdo de IP-10 ao utilizar um imunoensaio (isto &, ELISA
ou Luminex) e o sistema de teste pode ser potencialmente
desenvolvido como um teste imunocromatogrdfico amigavel de
campo aplicadvel em configuragdes de baixos recursos, onde O
resultado de teste & apresentado por uma reagao de cor
detectavel a olho nu.

O ensaio descrito na presente invengdo resolve uma
série de problemas.

Os ensaios atualmente disponiveis medem o pardmetro
de efeito IFN-y a niveis muito baixos, perto do limite até
mesmo do método de detecc¢do mais sensivel (no caso de testes
de tuberculose, o teste de QuantiFERON tem um nivel de corte
para o teste positivo a 0,35 unidade internacional/ml (17,5

pg/ml) e no teste T-SPOT.TB 5 unidades de formacgao

locais/campo) . A diminuicdo de <corte para Trealgar a
sensibilidade ira resultar eventualmente em uma
especificidade prejudicada dos testes. As publicacgdes

baseadas no teste de Quantiferon mostraram que os testes
repetidos de pessoas com resultados de teste na faixa
inferior de IFN-y variam em torno do nivel de corte que &
subjacente ao risco potencial de resultados falsos negativos

e falsos positivos do teste de Quantiferon (QFT) . Além disso,
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o teste atual pode resultar em resultados falsos negativos

nos individuos imunosuprimidos gue nao conseguem montar uma
resposta a IFN-y acima do nivel de corte. Uma vez que a

quantidade de liberagdo de IP-10 é muito mais elevada apds a

estimulacdo do antigeno quando comparado a IFN-vy, a
sensibilidade & mais elevada, poucos testes sdo considerados
falsos negativos, os resultados dos testes sdo mais
reproduziveis, e resultados de testes menos indeterminados
sdo esperados nos individuos imunosuprimidos.

Além disso, uma vez gque o IP-10 induzido por
antigeno €& secretado em tais concentragdes elevadas, é
possivel diluir a amostra antes ou depois da etapa de
incubagdo. Isto significa que a quantidade de material de
amostra (por exemplo, sangue integral) necessaria para a
realizacdo do teste pode ser reduzida, por exemplo, no caso
do sangue integral para baixo para ou até ou abaixo de 0,25
ml, tal como 0,20 ml, por exemplo, 0,15 ml, tal como 0,1 ml,
por exemplo, 0,05 ml. Em uma realizacdo preferida, o teste
pode ser realizado para baixo para ou até abaixo de 0,1 ml.
Desse modo um "mini-ensaio" apropriado para pacientes com
baixo volume de sangue (por exemplo, criangas/bebés ou
anémicos) pode ser desenvolvido. Além disso, ao utilizar, por
exemplo, o sangue de, por exemplo, uma picada no dedo, o
mini-ensaio pode ser realizado até mesmo de uma maneira mais
amigavel ao usudrio, uma vez que a perfuragdo da veia &
evitada.

Além disso, no caso da tuberculose, nenhum dos
testes atualmente disponiveis pode discriminar entre infecgdo
ativa e latente. Surpreendnetemente, os autores da presente
invencdo encontraram a concentracdo de IP-10 no material de
amostra ndo-estimulado, mas incubado, isto &, a amostra Nil

(por exemplo, sangue integral) €& maior entre pacientes com a
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doenc¢a ativa em comparagdo aos individuos saudaveis com a
doenca latente. Os autores da presente invengdo propdem que a
concentracdo de IP-10 no material de amostra incubado com uma
solucdo inativa (nula) em combinagdo com um teste especifico
de antigeno possa ser utilizada como marcador para a infecgédo
ativa (por exemplo, tuberculose) contra a infecgdo latente
(por exemplo, tuberculose).

O ensaio

Desse modo, um aspecto da presente invengdo refere-
se a um método imunoldgico que compreende as etapas de:

a) incubag¢do de uma amostra obtida de um mamifero
com pelo menos um antigeno de teste,

b) determinacdo do nivel de IP-10 na dita amostra,

c) comparagdo do dito nivel de TIP-10 determinado
com um nivel de referéncia, determinando desse modo se O
mamifero encontrou previamente o antigeno de teste para gerar
reatividade imunolégica ao antigeno de teste ou encontrou
previamente outros antigenos para gerar a retroreatividade
imunolégica ao antigeno de teste.

Deve ser compreendido que qualquer um dos métodos
descritos na presente invengd3o é independente da plataforma.
Consequentemente, qualquermétodo imunoldgico tal como, mas
sem ficar a eles limitado, ELISA, Luminex, multiplex,
Imunotransferéncia, ensaios TRF, ensaios de fluxo lateral
imunocromatograficos, Técnicas de Imunoensaio Multiplicado
com Enzima, teste de RAST, radioimunoensaios,
imunofluorescéncia e varios ensaios de bastado seco
imunolégicos (por exemplo, teste de bastéo cromatografico)
podem ser aplicaveis & presente inveng¢do.

Em um segundo aspecto, a presente invengdo refere-
se a um método para diagnosticar uma infecgdo, em que o dito

método compreende as etapas de:
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a) incubagdo de uma amostra obtida de um mamifero
com pelc menos um antigend de teste contanto que o dito
antigeno de teste ndo seja PPD ou LPS,

b) determinacdo do nivel de IP-10 na dita amostra,

c) comparagdo do nivel de IP-10 determinado com um
nivel de referéncia, determinando desse modo se o dito
mamifero foi infectado com um microorganismo, se o nivel de
IP-10 determinado estiver acima do nivel de referéncia.

Os autores da presente invengdo demonstraram que a
estimulacdo direta com of(s) antigeno(s) de teste ou o(s)
antigeno(s) selecionados para a avaliagdo é€ suficiente para
obter uma leitura que permita gque um elemento versado na
técnica conclua se a amostra encontrou of(s) antigeno(s) de
teste para gerar reatividade imunoldgica ao(s) antigeno(s) de
teste ou encontrou previamente outros antigenos de teste para
gerar a retroreatividade imunoldgica ao(s) antigeno(s) de
teste escolhido(s).

Desse modo, em uma realizag¢do, a presente invengdo
também se refere aos 'métodos imunolégicos tal como aqui
descrito, em qualquer estimulagdo adicional ou subsequente €
excluida.

A estimulacdo subseqguente ou adicional pode cobrir
qualquer tipo de estimulagdo, por exemplo, priming ou uma
amostra com uma substl@ncia inativa bioldgica ou uma

substincia com um efeito bioldégico relacionado a resposta

inflamatdéria, tal como, mas sem ficar a eles limitada,
mitdgenos, produtos bacterianos ou proteinas ativas
bioldgicas.

Desse modo, em uma realizacdo, a presente invengao
refere-se aos métodos imunolégicos tal como aqui descrito,

qualgquer estimulagdo subsequente ou adicional c¢om LPS &

excluida.
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Consequentemente, o dito método & aplicavel para a
deteccdo de uma infecgdo, por exemplo, nas pessoas que estdo
em alto risco de desenvolver doencas infecciosas, tais como,
mas sem ficar a elas limitadas, tuberculose, Chlamydia,
Leishmania, Trypanosoma e Schistosoma.

A presente invengdo também se refere a um método de
acordo com a presente invengdo, em que a amostra é dividida
em pelo menos duas fragdes e compreende

a) a incubagdo da primeira fragdo de amostra com
o(s) antigeno(s) de teste para gerar uma amostra de resposta,

b) a incubacdo da segunda fragdo de amostra com uma
solucdo inativa para gerar uma amostra Nil,

c¢) a determinagdo do nivel de IP-10 nas duas
fragdes,

d) a determinacdo da resposta de IP-10 dependente
de antigeno da amostra ao subtrair o nivel de IP-10
determinado na amostra Nil do IP-10 determinado na amostra de
resposta,

e) a .comparacdo da resposta de IP-10 dependente de
antigeno de teste ou um valor derivado do mesmo com O nivel
de referéncia ou um valor derivado do mesmo,
desse modo determinando se o mamifero encontrou previamente
o(s) antigeno(s) de teste e desse modo gerando a reatividade
imunoldgica ao(s) antigeno (s) de teste ou encontrou
previamente outros antigenos para gJgerar a retroreatividade
imunoldégica ao(s) antigeno(s) de teste e/ou vai desenvolver a
infecgdo.

Em uma realizac¢do, o desempenho do ensaio pode ser
potencializado pela adigdo concomitante de uma molécula
imunoestimuladora com o antigeno selecionado para a
avaliacdo, em gque a dita molécula imunoestimuladora €& uma

citocina selecionada do grupo ndo-limitador que consiste em

IL-2, IL-12, TNF-o, e IFN-y.
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Em uma outra realiza¢éo, a molécula
imunoestimuladora é um receptor solGvel (por exemplo dimero
ou polimero das moléculas B7 (CD80/CD86)) ou um anticorpo
(por exemplo um anticorpo de ligagdo de CD28) .

Em uma outra realizacgdao, a molécula
imunoestimuladora tem a propriedade de fornecer as células T
um sinal co-estimulador (conhecido pelos elementos versados
na técnica como sinal 2), e o dito sinal co-estimulador nao
consegue induzir uma resposta a IP-10 sozinho mas ira
aumentar a resposta a IP-10 se as células gerarem uma
resposta de CMI ao antigeno selecionado para a avaliagdo.

Em uma outra realizagdo, a potencializagdo do
ensaio pode ser conseguida ao inibir os processos anti-
inflamatérios que ocorrem durante a etapa de incubagao. Em
uma realizacdo, o ensaio pode ser potencializado com a
inibicdo de anticorpos ou receptores soltGveis gque ligam
moléculas anti-inflamatérias tais como, mas sem ficar a elas
limitadas, IL-4, IL-10 e TGFR.

Em uma outra realizagdo, a potencializagdao do
ensaio pode ser conseguida pela inibigdo da anti-inflamagdo
mediada através da inibicdo ou da eliminagdo da populagdo de
células que agem de maneira inibidora a resposta de CMI, tal
como células T reguladoras.

Especificamente tal como aqui utilizado, o© termo
Derivado de Proteina Purificado (PPD ou tuberculina) €& um
precipitado de moléculas ndo-especificas de espécies. O PPD
ou tuberculina é& obtido mediante a extragdo de proteinas de
uma mistura de M. tuberculosis ou outras micobactérias tais
como M. avium. O PPD é& empregado geralmente para os testes
guanto & presenga de imunidade celular ou a resposta a Thil
gerada contra BCG ou entdo contra M. tuberculosis. Por
exemplo, ele pode ser obtido junto a TubersoIB of Connaught

Lamoratories Limited preparado a partir de wuma Batelada
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Principal, Connaught Tuberculin (CTé8), ou na forma de RT23
obtido junto ao Statens Serum Institute (SssI, Copenhagen,
Dinamarca) .

A proteina ESAT-6 (alvo antigénico 6 secretado
inicialmente) & um antigeno secretado principal que foi
purificado dos filtrados de cultura de curta Curagao de M.
tuberculosis. Tal como aqui indicado, ESAT-6, CFP-10 (a
proteina do filtrado de cultura 10) e 85B podem ser obtidos a
partir do lisato de célula e da purificagdo, por técnicas
recombinantes, ou ser produzidos como peptideos sintéticos.
Por exemplo, ESAT6 pode ser obtido como uma proteina
recombinante junto ao Statens Serum Institute.

A tuberculina ou PPD (derivado de proteina
purificado) difere de ESAT-6, (alvo antigénico 6 secretado
inicialmente), CFP-10 (proteina de filtrado de cultura 10), e
TB7.7 que sdc codificados pelos genes (na regido RD-1)
localizados somente dentro do genoma de M. tuberculosis e ndo
contidos em BCG (Bacille de Calmette et Guérin). Ela difere
de PPD porque o PPD também contém outros antigenos que sao
compartilhados, por exemplo, com sub-cepas de BCG e com
varias espécies micobacterianas ndo-tuberculosas com baixa ou
nenhum patogenicidade.

Opcionalmente, o método também pode compreender a
divisdo da amostra em trés fracdes e a incubagdo da terceira
fracdo de amostra com um ativador de células T para gerar um
controle positivo. Aqui as imunocélulas podem ser incubadas,
por exemplo, em trés popula¢des separadas: controle Nil (por
exemplo, solugdo salina), estimuladas por AG (por exemplo,

proteinas especificas de Chlamydia ou de tuberculose ou Os

seus derivados) e controle positivo (por exemplo,
Fitohemaglutinina). As imunocélulas podem estar na forma de
sangue integral, sangue integral diluido ou varias

purificagdes da populagdo de células tais como células
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mononucleares do sangue periférico, mondcitos ou células T.
As células podem ser obtidas a partir do sangue, da urina, de
fluido pleural, de fluido bronquial, de lavagens orais, de
biépsias de tecidos, ascites, pus, fluido cerebroespinal,
aspiradas, e/ou de fluido folicular. As imunocélulas incubam,
por exemplo, de 4 a 24 horas a 37°C.

Em uma realizacdo, a amostra é dividida em pelo
menos duas fragdes e compreende:

a) a incubacdo da primeira fragdao de amostra com O
antigeno para gerar uma amostra de resposta,

b) a incubacdo da segunda fragdo de amostra com uma
solucdo inativa para gerar uma amostra Nil,

c) a determinacdo do nivel de IP-10 nas duas
fracdes,

d) a determinacdo da resposta a IP-10 dependente de
antigeno da amostra ao subtrair o nivel de IP-10 determinado
na amostra Nil de IP-10 determinado na amostra de resposta,

e) a comparacdo da resposta a IP-10 dependente de
antigeno ou um valor derivado do mesmo com O nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

f) a comparacdo da resposta a IP-10 esponténea do
antigeno ou um valor derivada do mesmo com O nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

desse modo determinando se o mamifero encontrou
previamente o antigeno, e desse modo gera a reatividade
imunolégica ao antigeno ou encontrou previamente outros
antigenos para gerar a retroreatividade imunoldgica ao
antigeno e desse modo determina se O mamifero tem uma
infeccdo ativa, recente ou latente se o mamifero estiver
respondendo ao tratamento, ou vai desenvolver a infecgdo.

Mais especificamente, a amostra & dividida em pelo

menos trés fragdes e compreende:
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a) a incubagdo da primeira fragdo de amostra com O
antigeno para gerar uma amostra de resposta,

b) a incubacdo da segunda fragdo de amostra com uma
solugdo inativa para gerar uma amostra Nil,

c) a incubacgdo da terceira fragdo de amostra com
uma solugdo estimuladora (por exemplo, PHA) para gJgerar uma
amostra do mitdgeno,

c) a determinacdo do nivel de 1IP-10 nas trés
fragdes,

d) a determinacgdo da resposta a IP-10 dependente de
antigeno da amostra ao subtrair o nivel de IP-10 determinado
na amostra Nil do IP-10 determinado na amostra de resposta,

e) a comparacdo da resposta a IP-10 dependente de
antigeno ou um valor derivado do mesmo com O nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

f) a determinacdo da resposta a IP-10 dependente de
mitégeno da amostra ao subtrair o nivel de IP-10 determinado
na amostra Nil do IP-10 determinado na amostra do mitdgeno,

g) a comparagdo da resposta a IP-10 dependente de
mitégeno ou um valor derivado do mesmo com O nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

h) a comparagdo da resposta a IP-10 espontanea de
antigeno ou um valor derivado do mesmo com O nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

desse modo determinando se o mamifero encontrou
previamente o antigeno e gerando desse modo a reatividade
imunolégica ao antigeno ou encontrou previamente outros
antigenos para gerar o retroreatividade imunoldégica ao
antigeno e desse modo determina se o mamifero tem uma
infecc¢do ativa, recente ou latente, ou se O mamifero estiver
respondendo ao tratamento, vai desenvolver a infecgdo, ou &

imunosuprimido.
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O termo "mitdgeno" refere-se a qualquer produto
quimico ou composigdo quimica que promove a divisdo celular.
Os mitdégenos podem agir em ambas as células T e as células B
separada ou simultaneamente. Consequentemente, o termo
mitégeno também engloba os termos ativador de células T e
ativador de células B, e €& desse modo aqui utilizado
intercambiavelmente.

Os mitdégenos da presente invengdo englobam todos os

mitédgenos conhecidos de um elemento versado na técnica, tal

como, mas sem ficar a eles limitados, fitohemaglutinina
(PHA) , concanavalina A (conA), 1lipopolissacarideo (LPS) e
mitégeno de erva-dos-cancros (PWM) . Em uma realizagdo

preferida da presente invengdo, o mitdgeno é um ativador de
células T, e mesmo mais preferivelmente o mitdgeno & PHA. Em
uma outra realizagdo preferida da presente invengao, o
mitdgeno & um ativador de mondcito/macréfago.

A producdo de IP-10 €& entd3o determinada por
qualquer método de detecgdo de citocina ou de guimiocina
conhecido pelo elemento versado na técnica, tal como, mas sem
ficar a elas limitado, as tecnologias baseadas em anticorpos,
por exemplo, xXMAP, multiplexagdo, Luminex, ELISA, ELISPOT,
ensaio de bastdo lateral ou as técnicas baseadas em mRNA tais
como a reacdo de cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR)
ou a citometria de fluxo intracelular (IC-FACS).

A quantidade de IP-10 em resposta aos antigenos
(por exemplo, antigenos de extrato de Chlamydia ou proteinas
especificas da tuberculose ou os derivados destes) pode ser
determinada ao subtrair a produgdo base de IP-10, e a
infeccdo provavel, por exemplo, com M. tuberculosis &
interpretada com base nesta resposta a IP-10 especifica de
antigeno.

Os dados da tuberculose no presente pedido de

patente s3do desenvolvidos ao utilizar a tecnologia existente:
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teste de QuantiFERON® TG-Gold In-Tube (Cellestis, Carnegie,
Australia), em que o sangue integral & extraido diretamente
em tubos vacutainer pré-revestidos com solugdo salina (nula),
antigenos de peptideos especificos de TB (AG), ou mitdgeno
(PHA) . Os tubos foram incubados em uma realizagdo atualmente
preferida em 18 horas a 37°C, onde em seguida a concentragao
de citocina foi medida pela tecnologia de xMAP na plataforma
de Luminex (Luminex Corporation, EUA), ao utilizar reagentes
Biosource (Biosource Camarillo EUA), e desse modo foi

possivel comutar o pardmetro de efeito do parametro

P

tradicional IFN-y para IP-10, que & expresso em concentracgdes
mais elevadas e tem um melhor desempenho.

A elevada sensibilidade da presente invengao faz
deste método uma excelente ferramenta para a diferenciagao
entre a infeccd3o ativa, a infecgdo latente, a infeccao
recente, a infecgdo em uma crianga/um recém-nascido e/ou a
infecg3o 1latente de 1longa duragdo. Desse modo, em uma
realizacdo, a presente invengdo refere-se a um método em que
uma resposta a IP-10 dependente de antigeno acima do nivel de
referéncia junto com um valor Nil indica que o mamifero tem
uma infeccdo ativa, uma infecgdo latente, uma infecgdo
recente, e/ou uma infec¢do latente de longa duragdo.

Em uma outra realizagdo, a presente invengao
refere-se a um método onde a gquantidade de material de
amostra (por exemplo, sangue integral) utilizada no teste é
reduzida. No caso do sangue integral para baixo até a faixa
de 3 a 0,1 ml, e no caso de PBMCs o numero de células fica na
faixa de 1 x 10° a 0,05 x 10°. Este "mini-ensaio" apropriado
para pacientes com baixo volume de sangue (especialmente
criancas/bebé&s ou pacientes com anemia) € inovador, uma vez
que ele pode diagnosticar wuma doenga (por exemplo, a
tuberculose) sem consequéncias hemodindmicas para o doador,

ou ser executado em um material de amostra muito escasso, por
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exemplo, células de fluido espinhal, de fluido pleural ou
sangue do corddo umbilical.
Combinacdo com outros marcadores

A medicdo de IP-10 em combinagdo com um Ou mais dos
seguintes marcadores podem reduzir o numero de falsos
positivos e aumentar o poder discriminatdério. Desse modo, em
uma realizacdo, o método compreende adicionalmente:

a) a determinacdo do nivel de IP-10 e de MCP-1 em
resposta a estimulagdo antigénica,

b) a combinando do nivel determinado de IP-10 e de
MCP-1, e

c) a comparacdo do dito nivel combinado com um
nivel de referéncia combinado.

Conforme compreendido pelo elemento versado na
técnica, o nivel de referéncia combinado é determinado ao
medir o nivel de IP-10 e gqualquer um dos marcadores
combinatoriais sugeridos tais como, mas sem ficar a eles
limitados, o nivel de MCP-1 em uma populagdo saudavel e a
combinacdo do dito nivel de IP-10 e MCP-1 determinado por
meio de aritmética tal como, mas sem ficar a ela limitada, a
adicdo. O nivel de referéncia combinado é determinado em um
ponto de corte selecionado relacionado a distribuigdo do
nivel de referéncia combinado, por exemplo, a média mais dois
desvios padrdo em uma populagdo saudavel ou por outros meios
conhecidos de um elemento versado na técnica.

Outros marcadores combinatoriais compreendem IL-2 e
INF-vy.

Em uma realizacdo, a presente invengao apresenta um
método que compreende adicionalmente:

a) a determinacdo do nivel de INF-y e opcionalmente

de MCP-1 e/ou IL-2 em resposta & estimulagdo antigéniéa,
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b) a combinando do nivel determinado de IP-10 e de

INF-y e opcionalmente de MCP-1 e/ou IL-2, e

c) a comparagdo do dito nivel combinado com um
nivel de referéncia combinado.

Em uma realizacdo, o método compreende:

a) a determinacdo do nivel de IP-10 em resposta a
estimulacdo antigénica,

b) a comparagdo do nivel de IP-10 a um nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

c) a determinacdo se o dito mamifero encontrou
previamente o dito antigeno e gerou desse modo a reatividade
de IP-10 ao antigeno,

d) a detérminacéo do nivel de MCP-1 em resposta a
estimulacdo antigénica,

e) a comparagdo do nivel de MCP-1 a um nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

f) a determinagdo se o dito mamifero encontrou
previamente o dito antigeno e desse modo gerando a
reatividade de MCP-1 ao antigeno,

g) a combinagdo da reatividade de IP-10 determinada
e a reatividade de MCP-1,

determinando desse modo se o mamifero encontrou
previamente o antigeno e gerou desse modo a reatividade
imunolégica ao antigeno com pelo menos um biomarcador.

Em uma realizacdo, o método compreende:

a) a determinacdo do nivel de IP-10 em resposta a
estimulacdo antigénica,

b) a comparacdo do nivel de IP-10 a um nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

c) a determinacdo se o dito mamifero encontrou
previamente o dito antigeno e desse modo gerando a

reatividade de IP-10 ao antigeno,
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d) a determinacdo do nivel de IL-2 em resposta a
estimulagdo antigénica,

e) a comparac¢do do nivel de IL-2 a um nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

f) a determinagcdo se o dito mamifero encontrou
previamente o dito antigeno e desse modo gerando a
reatividade de IL-2 ao antigeno,

g) a combinag¢do da reatividade de IP-10 determinada
e a reatividade de IL-2, desse modo determinando se ©O
mamifero encontrou previamente o antigeno e desse modo
gerando a reatividade imunolégica ao antigeno com pelo menos
um biomarcador.

Em uma realizag¢do, o método compreende:

a) a determinacdo do nivel de IP-10 em resposta a
estimulacdo antigénica,

b) a comparacdo do nivel de IP-10 a um nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

c) a determinacio se o dito mamifero encontrou
previamente o dito antigeno e desse modo gerando a
reatividade de IP-10 ao antigeno,

d) a determinando do nivel de IFN-y em resposta a
estimulagdo antigénica,

e) a comparacdo do nivel de IFN-y a um nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

f) a determinagcdo se o dito mamifero encontrou

previamente o dito antigeno e desse modo gerando a

reatividade de IFN-y ao antigeno,

g) a combinagdo da reatividade de IP-10 determinada

e a reatividade de IFN-vy,
desse modo determinando se o mamifero encontrou
previamente o antigeno e desse modo gerando a reatividade

imunolégica ao antigeno com pelo menos um biomarcador.
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Em uma realizacdo, o método compreende:

a) a determinacdo do nivel de IP-10 em resposta a
estimulac¢do antigénica,

b) a comparagdo do nivel de IP-10 a um nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

c) a determinagcio se o dito mamifero encontrou
previamente o dito antigeno e desse modo gerando a
reatividade de IP-10 ao antigeno,

d) a determinacdo do nivel de INF-y e/ou MCP-1 e/ou
IL-2 em resposta & estimulagdo antigénica,

e) a comparagdo do nivel de INF-y e/ou MCP-1 e/ou
IL-2 aos niveis de referéncia para cada biomarcador ou
valores derivados do mesmo,

f) a determinagdo se o dito mamifero encontrou

previamente o dito antigeno e desse modo gerando a

reatividade de INF-y e/ou MCP-1 e/ou IL-2 ao antigeno,

d) a combinacdo da reatividade de IP-10 determinada

e/ou a reatividade de INF-y e/ou MCP-1 e/ou IL-2,

desse modo determinando se o mamifero encontrou
previamente o antigeno e desse modo gerando a reatividade
imunolégica ao antigeno com pelo menos um dos biomarcadores
examinados.
Diagndstico

Em uma realizacdo, e tal como indicado previamente,
o IP-10 pode ser utilizado para o diagndstico dos individuos
com suspeita de vVvarios estados imunoldgicos, tais como
infecgdes. Quando utilizado no diagndstico, o método de
acordo com a presente invengdo pode ajudar na determinagdo da
presenga de estados imunoldgicos, tais como as infecgdes,
geralmente efetuada ao avaliar os sintomas clinicos e outros
testes de laboratdrio. O teste pode diagnosticar varios

estagios da infecgdo, isto €&, uma infecgdo recentemente
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encontrada em um individuo sem nenhum sintoma, uma infecgédo
encontrada ha muitos anos atrds em um individuo sem nenhum
sintoma dessa infecc¢do, uma infecgdo ativa onde os pacientes
tém sintomas devido a infecgdo.

Em uma outra realizacgdo, o IP-10 pode ser utilizado
para o diagndéstico dos individuos com suspeita de infecgdo de
tuberculose (por exemplo, infecgdo de TB ativa, latente ou
recente) e em pacientes particulares com um risco aumentado
para a progressdo de tuberculose latente para ativa, isto €,
pacientes Qque recebem medicacdo imunosupressora (isto &,
tratamento com anticorpos monoclonais) (anticorpos anti-CD20
(por exemplo, Rituximab®) ou tratamento de bloqueio de TNF-a
(por exemplo, Remicade®, Enbrel®, Humira®))) ou esterdides ou
quimioterapia de céncer; ou pacientes sofrendo de condigdes
imunosupressoras (por exemplo, infecgdo por HIV, cancer, IDDM
ou diabetes mellitus ndo dependente de insulina (NIDDM),
condicdo autoimunolégica, desnutrigdo, idade avangada, uso de
drogas intravenosas (IVDU) ou distOrbios imunoldégicos
herdados) , e em individuos recentemente infectados.
Realmente, seguindo as diretrizes padrdo estes pacientes
devem ser selecionados para TB ativa, latente ou recente
antes de ser iniciado o tratamento médico.

Atualmente, é altamente recomendavel selecionar 6s

pacientes que sdo candidatos para o tratamento de blogueador
de TNF-o. ou que sdo HIV positivos com teste de TST ou de

IFN-y especifico de antigeno de M. tuberculosis IFN-vy.
conforme os estudos demonstraram, estes testes podem ndo ser
confidveis nas categorias de pacientes acima mencionadas em
que o IP-10 & um melhor candidato devido 4 sua sensibilidade
mais elevada.

Em uma outra realizagdo, o IP-10 pode ser utilizado

para selecionar os individuos com suspeita de infecgdo por
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Chlamydia (por exemplo, infecgdo uro-genital, infecgdo
pélvica e/ou infecgdo nos olhos).

A presente invengdo permite a combinagdo de
antigenos de varios agentes infecciosos que colonizam o mesmo
6rgdo ou a regido anatdmica, ou entdo geram um grupo comum de
sintomas. Com a combinagéao de antigenos especificos
diferentes, pode ser possivel selecionar pacientes de risco,
ou excluir os patdgenos comuns que geram condigdes clinicas
indistinguiveis, tal como a infeccdo uro-genital; ou sao
suscetiveis ao me smo tratamento, por exemplo, com
antibidticos.

Desse modo, em uma realizagdo, a presente invengao
refere-se a um método para selecionar simultaneamente pelo
menos duas doencgas infecciosas, o gual compreende:

a) a obtencdo de uma amostra de um paciente com
necessidade do mesmo, e a divis83o da dita amostra em pelo
menos duas fragdes,

b) a estimulacdo de uma fragdo com antigenos, em
que os ditos antigenos s8o relacionados ao(s) agente(s)
infeccioso(s) especifico(s) selecionado(s) para a avaliacgao
(fracdo de resposta) ao incubar a segunda fracdo de amostra
com uma solucgdo inativa (fragdo Nil),

¢) a medigdo do nivel de IP-10 em ambas as fracgdes,

d) a determinacdo do nivel de IP-10 dependente de
antigeno da amostra ao subtrair o nivel de IP-10 determinado
na fracdo Nil do IP-10 determinado da fragdo de resposta,

e) a comparacdo do dito nivel de IP-10 dependente
de antigeno determinado a um nivel de referéncia para pelo
menos um dos agentes infecciosos selecionados, e

f) a referéncia ao dito paciente com necessidade do
mesmo como infectado com pelo menos um dos agentes

infecciosos selecionados se o nivel de IP-10 dependente de
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antigeno for mais elevado do que o nivel de IP-10 na fragao
de referéncia.

Consequentemente, os métodos da presente invengdo
podem ser aplicaveis para a selegdo de pessoas com risco
elevado de doencas infecciosas, por exemplo, pessoas dJue
permaneceram ou viajaram através de dreas endémicas de
doengas.

Desse modo, em uma realizagdo da presente invencao,
as doencas infecciosas s8o selecionadas do grupo que consiste
em malaria, tuberculose, meningite, encefalite japonesa,
célera, leishmanina, dengue e poliomielite.

Em uma outra realizacdo da invengdo, as doengas
infecciosas sao selecionadas das doengas sexualmente
transmitidas que consistem em cancro, infecgdo por Chlamydia,
gonorréia, Lymphogranuloma venereum, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Treponema pallidum, Hepatite B, virus de
Herpes simplex, Virus de Imunodeficiéncia Humana,
papillomavirus humano, Phthirius pubis, Sarcoptes scabiei e
Trichomonas vaginalis.

Em ainda uma realizag¢do da invengdo, as doengas
infecciosas s3o selecionadas do grupo gue consiste em agentes
infecciosos gastro-intestinais tratéaveis, por exemplo,
Shigella, E. Coli, Campylobactor, bactérias de Vibrio
cholerae, Cryptosporidium parvum, Salmonella Dbacteri e
bactérias Salmonella typhi.

Em ainda uma realizacdo da invengdo, as doengas
infecciosas s3o selecionadas do grupo que consiste em agentes
infecciosos gastro-intestinais nao trataveis com
antibiéticos, por exemplo, rotavirus, norovirus, adenovirus,
sapoviruses e astrovirus.

Em uma realizac¢do adicional da invengdo, as doengas
infecciosas si3o selecionadas do grupo que consiste em doengas

relacionadas ao sangue grupo que s8o sujeitas a selegdo, por
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exemplo, em bancos de sangue: Hepatite A, Hepatite E,
maldria, doenca de Chagas, Babesiose, Leishmaniase, virus
espumante de simios, mal de Creutzfelt-Jacob (vCdD), mal de
Creutzfeldt-Jakob (CJD), Cytomegalovirus (CMV) e virus de
Epstein-Barr.

Em uma realizagdo da invengao, as doengas
infecciosas sdoc selecionadas do grupo gque consiste em
bactérias que podem causar meningite bacteriana, Neisseria
meningitides, Streptococcus pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptoccus agalactiae e Haemophilus influenza.

Consequentemente, o objetivo da presente invencgao
consiste em fazer o diagnéstico de uma espécie especifica,
porque a selegdo de um antigeno especifico permite que o
elemento versado na técnica diferencie entre varias espécies,
por ekemplo, de Mycobacterium.

Progndéstico

Em uma realizac¢do, o IP-10 pode ser utilizado para
predizer o progndstico dos individuos diagnosticados com
varios estados imunoldégicos, tais como infecg¢des. Quando
utilizado no progndstico de pacientes, o método de acordo com
a presente invengd3o pode ajudar a predizer o curso e O
resultado provavel de estados imunoldgicos, tais como as
infecgdes, ajudando desse modo o elemento versado na técnica
a selecionar o método de tratamento apropriado e a predizer o
efeito de um determinado tratamento para a condigao.
Monitoramento

Em uma realizag¢do, o IP-10 pode ser utilizado para
monitorar os individuos diagnosticados com infecgdes. Quando
utilizado no monitoramento de pacientes, o método de acordo
com a presente invengdo pode ajudar a avaliar a eficacia do

tratamento durante e apds a conclusdo do tratamento, por
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exemplo, o monitoramento e a previsdo de possivel recorréncia
da infecqgao.

A possibilidade de monitorar a eficacia da terapia
pela presente invengdo ¢é particularmente relevante porqgue
(utilizando a infecg¢do com M. tuberculosis como um exemplo) :

a) & facil de executar por uma simples extragdo de
sangue em vez dos métodos atualmente disponiveis tais como a
microscopia de esputo, a cultura de mycobacterium, raios X ou
outros métodos,

b) & mais reproduzivel em comparagdo a microscopia
de esputo, a cultura de mycobacterium, aos raios X ou a
outros métodos,

c) é& barata em comparagdo com a microscopia de
esputo, a cultura de mycobacterium, os raios X ou outros
métodos, procedimentos cirGrgicos invasivos envolvidos em uma
bidépsia, por exemplo, se houver a suspeita de uma tuberculose
extra-pulmonar, ou uma broncoscopia, se o paciente for esputo
negativo,

d) é& mais sensivel em comparagdo aos ensaios de
IFN-y para a tuberculose com base nos peptideos de
sobreposig¢do de RD1;

e) pode distinguir entre tuberculose ativa e
latente enquanto os outros imunoensaios sé distinguem a
infeccdo ou nenhuma infecgdo.

Selegdo

Em uma realizagcdo, o método de acordo com a
presente invengdo €& utilizado para finalidades de selegdo.
Isto &, ele é utilizado para a avaliagdo de individuos sem um
diagnéstico prévio de infec¢des mediante a medicdo do nivel
de IP-10 de acordo com a invencdo e a correlagdo do nivel
medido com um nivel previamente especificado, indicando a
presenga ou a auséncia de varias infecg¢des (por exemplo, a

infecgdo com M. tuberculosis). Em uma outra realizag¢do, o
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método de acordo com a presente invengdo €& utilizado para
finalidades de selecdo. Isto é, ele é wutilizado para a
avaliacdo de individuos sem um diagndéstico prévio das
infeccBes mas com risco de reativagdo da doenga latente
mediante a medic¢do do nivel de IP-10 de acordo com um nivel
previamente especificado que indica a invengdo e due
correlaciona o nivel medido com a presenga ou a auséncia de
varias infecgdes (por exemplo, a infecgao com M.
tuberculosis) .

Conforme indicado previamente, a presente invengdo
apresenta um método para selecionar simultaneamente pelo
menos duas doencas infecciosas.

Em uma outra realizacdo da presente invengao, o
método pode ser utilizado para selecionar o sangue de
doadores de sangue gquanto a varias doengas tais como, mas sem
ficar a elas 1limitadas, infecgdo (des) causada(s) , por
exemplo, por parasitas ou virus.

Tragado de contato

Nas realizacdes preferidas, o IP-10 pode serxr
utilizado para o diagndéstico dos individuos expostos a varias
infecgdes, tal como com M. tuberculosis. Quando utilizado no
tracado de contato, o método de acordo com a presente
invencdo pode ajudar na determinagdo da presenca de
infecgdes, tal como a infecg¢do com M. tuberculosis.

Em outras realizagdes, o IP-10 pode ser utilizado
para o diagnéstico dos individuos expostos aos casos
contagiosos na eclosdo de infecgdes altamente contagiosas
tais como, mas sem ficar a eles limitadas, a tuberculose,
virus de Corona (por exemplo, Sindrome Respiratdria Adquirida
Grave), Influenza, Ebola ou virus de Marburg. No caso da
tuberculose: Quando utilizado em tragado de contato, o método
de acordo com a presente invengdo pode ajudar na determinagdo

da presenga da infecgdo, realizada geralmente efetuada ao
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avaliar o TST ou o ensaio de liberagdo de IFN-y atualmente
disponivel.
Descoberta de caso realgado

Nas realiza¢®es preferidas, o IP-10 pode ser
utilizado para o diagnéstico de varias doengas, tais como
infeccdes. Quando utilizado na descoberta de caso realgado, ©
método de acordo com a presente invengdo pode ajudar na
determinacdo da presenca de infecgdes, tais como, mas sem
ficar a elas limitada, a TB negativa em microscopia que de

outra maneira & dificil de diagnosticar devido a falta da

evidéncia microbiolégica da infecgdo mas que €& geralmente

efetuada ao avaliar os sintomas clinicos, a resposta ao
tratamento, e a falta de diagndsticos alternativos, ou por
ensaios demorados (semanas) como a cultura de esputo.
Estudos de predomindncia

Nas realizac¢des preferidas, o IP-10 pode ser
utilizado para estudar a predomindncia de varios estados
imunoldégicos, tais como, mas sem ficar a eles 1limitados,
infecgdes nas populagdes de interesse tais como criangas,
imigrantes HIV positivos, refugiados, trabalhadores da &area
da saude, criancas em idade escolar, prisioneiros, técnicos
de laboratério. Quando utilizado em estudos de predomindncia,
o método de acordo com a presente invengdo pode ajudar na
determinag¢do da presenga de uma infeccdo, tal como TB latente
e ativa em uma populac¢do, geralmente efetuada por TST.
Finalidades da pesquisa

Em uma realizacdo, o IP-10 pode ser utilizado por
instituicdes de pesquisa quando da seleg¢do gquanto a novos
antigenos potenciais derivados de um microorganismo
selecionado do grupo que consiste em mycobacteria, bactérias
gram-positivas, bactérias gram-negativas, Listeria,
enterococci, Neisseria, vibrio, treponema (sifilis),

Borrelia, leptospirae, Clamydia, retrovirus (SIvV, HIV-1 e
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HIV-2), virus de corona tais como a Sindrome Respiratdria
Aguda Grave (SARS) e NL-63, Cytomegalovirus, rotavirus,
metapneumovirus, virus de syncytium respiratdrio (RSV) ,

poxvirus, virus de Ebstein barr, enterovirus, morbilivirus,
rabdovirus (raiva), Rubivirus (rubéola), flavivirus (dengue,
febre amarela), virus de herpes, virus de varicellea-zoster,
hepatite C e B, Leishmania, Toxoplasma gondii, trypanosoma,
Plasmodium (falciparum, vivax, ovale, malédria), pneumocystis
cariini (PCP) e vAarios nematddeos, trematddeos, e estes
antigenos podem ser, por exemplo, lipidios, moléculas de
polissacarideos, proteinas e peptideos. Quando utilizado para
finalidades de pesquisa de laboratdrio, o método de acordo
com a presente invengdo podem ajudar na determinagdo da
imunoreatividade ao antigeno, & proteina ou ao peptideo
examinado aplicavel no desenvolvimento de vacinas e testes de
diagnéstico.

Diversas moléculas de antigeno tais como, por
exemplo, peptideos, s3o identificadas como especifica de
espécie ou especifica de doenga, mas a sua capacidade de
induzir a reatividade das células T in vivo €& dificil de
determinar devido a uma falta de marcadores sensiveis. O IP-
10 determinado depois da estimulagdo com tais antigenos
candidatos pode ser wutilizado para @ selecionar e para
identificar novos antigenos ou moléculas potencialmente
interessantes. Mais especificamente no caso dos antigenos
derivados de M. tuberculosis, C. trachomatis, HIV-1 ou HCV, o
IP-10 pode ser utilizado por instituigdes de pesquisa quando
testando a imunogenicidade destes antigenos, isto &, como uma
medida da reatividade das células T para o desenvolvimento,
por exemplo, de vacinas.

Efeito do tratamento
Os autores da presente invengdo propdem gue oOS

testes repetidos da liberagdo espontdnea durante a incubagdo
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(amostra Nil) e IP-10 induzido por antigeno (amostra de Ag)
durante o tratamento podem ser utilizados como marcadores
para o efeito do tratamento. Se as respostas de IP-10
espontédneas declinarem durante o tratamento, isto pode ser
considerado bem sucedida, ao passo que, se nenhum declinio
for observado, entdo deve haver a suspeita de uma falha de
tratamento.

Os autores da presente invengdo propdem gue oOs
testes repetidos de IP-10 espontdneo e induzido por antigeno
durante, por exemplo, o tratamento de TB podem ser utilizados
como marcador péra o efeito do tratamento. Se as respostas ao
IP-10 estimulado por antigeno diminuem durante o tratamento,
isto pode ser considerado bem sucedido, ao passo que se
nenhuma diminuic3o for observada deve haver a suspeita de uma
falha do tratamento.

Deve ser compreendido gque gqualquer caracteristica
e/ou aspecto aqui discutidos em relagdo a determinagdo de
acordo com a invengado se aplicam por analogia ao
"diagnéstico", "progndéstico", "monitoramento", "selegao",
"finalidades de pesquisa", "tragado de contato", "descoberta
de caso realcado" e "estudos de predomindncia" de acordo com
a invengdo, e vice-versa.

Etapa de incubagdo

As células do sistema de CMI perdem a capacidade de
montar uma resposta a CMI no séngue integral apds os periodos
prolongados que seguem a extragdo de sangue do individuo, e
as respostas sem intervengdo sdo frequentemente reduzidas
intensamente ou ausentes 24 horas depois da extragdo de
sangue, se ndo forem tratadas de uma maneira que prolongue a
vida das células tails como, mas sem ficar a ela limitada, a
preservagdo a uma temperatura acima de 10° Celsius.

Em uma realizagdo, a redugdo do trabalho permite

que a estimulagdo da amostra com antigenos seja executada no



et}

10

15

20

25

30

33/97

ponto de locais de cuidados tais como consultdédrios médicos,
clinicas, instala¢des de pacientes em ambulatdério e clinicas
veterindrias ou em fazendas. Uma vez que a estimulagdao do
antigeno esteja completa, o requisito para células frescas e
ativas n3o existe mais. O IP-10 e outros biomarcadores tais
como citocinas ou moléculas de imunoefetores s8o estdveis no
plasma e, desse modo, a amostra pode ser armazenada,
congelada ou transportada sem condigdes especiais ou
requisitos de tempo réapido de uma forma similar as amostras
padrdo de plasma utilizadas para outras doengas infecciosas
ou um outro diagnéstico da doenga.

A etapa de incubagdo pode durar de 5 a 144 horas,
mais preferivelmente de 5 a 120 horas, e ainda mais
preferivelmente de 12 a 24 horas, ou um periodo de tempo
intermedidrio. Desse modo, em uma realizagdo da presente
invencdo, a duragdo da incubagdo €& 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, 48 horas, 72 horas, 96
horas, 120 horas, ou 144 horas.

Devido ao fato gque o IP-10 & secretado em tais
concentragdes elevadas, & possivel incubar as amostras fora
da incubadora, isto &, na mesa no laboratdrio ou em um banho
de &gua com temperatura estdvel ou em um dispositivo de
carregar transportavel. Isto pode ser especialmente Gtil em’
paises em desenvolvimento ou em clinicas de pacientes em
ambulatdério com instalagdes basicas de laboratédrio.

A etapa de incubagdo pode ocorrer a uma temperatura
que varia de 20° a 43° Celsius. Desse modo, em uma realizagdo
da presente invengdo, a temperatura da incubagdo pode ser de
16° Celsius, 18° Celsius, 20° Celsius, 22° Celsius, 25°

Celsius, 26° Celsius, 27° Celsius, 28° Celsius, 29° Celsius,
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30° Celsius, 31° Celsius, 32° Celsius, 33° Celsius, 35°
Celsius, 37° Celsius, 38° Celsius, 39° Celsius, 40° Celsius
ou 41° Celsius.

A etapa de incubagdo pode ser executada a uma
temperatura ndo fixa entre, mas nio ai limitada, 15° e 40°
Celsius, mais preferivelmente 18° e 37° Celsius, e ainda mais
preferivelmente 30 e 37° Celsius.

Uma realizagao da invengao permite que a
estimulacdo da amostra em diluigdo seja executada, isto com a
adicdo de meios de cultura a cultura das células.

Uma outra realizag¢do da invengdo permite que a
estimulacdo da amostra seja executada com a adigdo de liquido
de diluicdo inerte (por exemplo, solugdo salina) a cultura
das células.

Amostra

Uma realizacdo da presente invengdo contempla um
método para medir uma resposta de CMI em um individuo, em que
o dito método compreende a coleta de uma amostra do dito
individuo, sendo que a dita amostra compreende célula do
sistema imunoldégico, as quais tém a capacidade de produzir
moléculas de imunoefetor depois da estimulagdo por um
antigeno, a incubagdo da dita amostra com um antigeno e entdo
a medigdo da presenga ou elevagdo do nivel de uma molécula de
imunoefetor em que a presenga ou o nivel da dita molécula de
imunoefetor é indicativa da capacidade do dito individuo
montar uma imunoresposta mediada por células.

Em uma realizag¢do, a amostra & derivada do gJgrupo
gque consiste em sangue, urina, fluido pleural, fluido
bronquial, lavagens orais, bidépsias de tecidos, ascites, pus,
fluido cerebrosepinal, aspirados e fluido folicular.

Em uma realizacdo preferida, a amostra & derivada

do sangue.
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A amostra também pode, no entanto, compreender as
células selecionadas do grupo gque consiste em sangue
integral, c¢élulas mononucleares do fluido pleural, células
mononucleares do sangue periférico (PBMC's) , células T,
células CD4 T, células CD8 T, células gama-delta T,
mondécitos, macrdfagos e cé&lulas NK.

Convenientemente, quando a amostra €& o sangue
integral, o tubo de coleta de sangue é tratado com um
anticoagulante (por exemplo, a heparina). Apesar do fato que
esse sangue integral é a amostra preferida e mais
conveniente, a presente invengdo se estende a outras amostras
gue contém imunocélulas tais como, mas sem ficar a eles
limitadas, fluido pleural, fluido de ascites, fluido
linfatico, fluido espinal ou cerebral, £fluido de tecidos e
fluido respiratdrio incluindo o fluido nasal, e fluido
pulmonar.

Em uma realizag¢do, a presente invengdo refere-se
desse modo a um método, em gque a amostra é derivada do
sangue, da urina, de fluido pleural, de fluido bronquial, de
lavagens orais, de bidpsias de tecidos, do 1liquido de
ascites, de pus, de fluido cerebroespinal, de aspirados, e/ou
de fluido folicular.

Em uma outra realizagdo, a presente invengao
refere-se desse modo a um método, em que a amostra compreende
as célula selecionadas do grupo gue consiste em células
mononucleares periféricas, células T, células CD4 T, células
CD8 T, células gama-delta T, mondcitos, macrdfagos, células
dendriticas e células NK.

Em uma realizacdo, a amostra & o sangue integral, o
qual pode ser coletado em trés recipientes apropriados em que
o antigeno, o mitdégeno ou "nulo" esta pesente. Em uma outra

realizacdo, os antigenos, o mitdégeno ou o "nulo" podem ser
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adicionados as aliquotas que contém a amostra, por exemplo, O
sangue integral, posteriormente.

Em uma outra realizagdo, a amostra €& o sangue
integral que pode ser coletado nos tubos de coleta que contém
o antigeno, o mitégeno ou o "nulo" ou as aliquotas de sangue
integral &s quais o antigeno, o mitdégeno ou o Nil é
adicionado.

Geralmente, o sangue & mantido na presenga de um
anticoagulante (preferivelmente a heparina, alternativamente,
por exemplo, citrato ou EDTA). O anticoagulante estad presente
no tubo de coleta de sangue quando o sangue & adicionado. O
uso dos tubos de coleta de sangue é preferivelmente, mas nao
necessariamente, compativel com os sistemas de laboratdrio
automatizados padrdo e estes sdo suscetiveis a andlise na
amostragem em larga escala e com acesso aleatdrio. Os tubos
de coleta de sangue também minimizam os custos de manipulagédo
e reduzem a exposiqéé do laboratério ao sangue integral e ao
plasma e, desse modo, reduzem o risco do pessoal do
laboratério de contrair um agente patogénico tal como, mas
sem ficar a ele limitado, o virus de imunodeficiéncia humana.

As aliquotas do sangue integral pode estar em
volumes que variam de 10 pl - 4000 pl, tais como, mas ndo
limitados a 50 pl, 100 upl, 200 pl, 300 pl, 400 pl, 500 pl,
600 pl, 700 pl, 800 pnl, 900 pl, 1000 pl, 1100 ul, 1200 pl,
1300 pnl, 1400 ul, 15, 1600 pl, 1700 pl, 1800 pl, 1900 ul,
2000 pl, 2100 pl, 22, 23, 2400 pl, 2500 pl, 2600 ul, 2700 pl,
2800 pl, 2900 pl ou 3000 ul.

A amostra pode ser incubada em tubos, cavidades de
cultura de tecido ou outros recipientes, e o antigeno, o

mitégeno e o "nulo" podem ser adicionados em concentragdes

relevantes.
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Um tubo de coleta de sangue inclui um vaccutainer-
tubo ou um outro vaso similar, mas o sangue também pode sSer
extraido diretamente em um tubo aberto ou um tubo capilar.
Kit

A presente invengdo contempla adicionalmente um kit
para avaliar a capacidade de um individuo montar uma resposta
mediada por células. O kit se apresenta convenientemente na
forma de compartimentos com um ou mais compartimentos
adaptados para receber uma amostra de um individuo tal como
célula de sangue integral purificada, bidpsias ou um outro
material. Esse compartimento ou um outro compartimento também
pode ser adaptado para conter a heparina onde a amostra & o
sangue integral.

Geralmente, o kit se apresenta em uma forma que é
acondicionada para a venda com um conjunto de instrugdes. As
instrucdes deve estar geralmente na forma de um método para
medir uma resposta de CMI em um individuo, em que O dito
método que compreende a coleta de uma amostra do dito
individuo, sendo que a dita amostra compreende células do
sistema imunoldgico, as gquais tém a capacidade de produzir
moléculas de imunoefetor depois da estimulagdo por um
antigeno, a incubagdo da dita amostra com um antigeno
fornecido com o kit e entdo a medigdo da presenga ou elevagdo
no nivel de IP-10, em gue a presenga ou o nivel da dita
molécula de imunoefetor é indicativo da capacidade do dito
individuo montar uma imunoresposta mediada por células.

Em uma realizacdo, o kit contém o antigeno e
anticorpos monoclonais ou policlonais, gque estd reagindo
especificamente com o IP-10 em um immunoensaio, ou fragmentos
de ligacdo especificos dos ditos anticorpos para O uso Como
um reagente de diagndstico.

O kit contemplado da presente invengdo pode estar

em uma forma de miGltiplos componentes em dgque um primeiro
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componente compreende uma multiplicidade de tubos de coleta
de sangue, um segundo componente gque compreende um meio de
deteccdo & base de anticorpo para uma molécula de imunocefetor

e um terceiro componente que compreende um conjunto de

instrug¢des em que as instrugdes compreendem O seguinte: (1)
coletar o sangue nos tubos de coleta de sangue; (ii) misturar
os tubos; (iii) incubar os tubos; (iv) centrifugar os tubos e

coletar o plasma; e (v) detectar as moléculas de imunoefetor
no plasma.

O ensaio também pode ser automatizado ou semi-
automatizado e os aspectos automatizados podem ser
controlados por um software de computador.

O ensaio da presente invengdo pode ser automatizado
ou semi-automatizado para a selegdo elevada do resultado ou
para selecionar um numero de imunoefetores de um individuo. A
automatizacdo & controlada convenientemente pelo software de
computador. A presente invengdo contempla um produto de
programa de computador, portanto, para avaliar a presenga ou
a auséncia ou o nivel de IP-10, e o dito produto compreende:

(1) um cédigo que recebe, como valores de entrada,
a identidade de uma molécula repdrter associada com um
anticorpo ou mRNA etiquetado,

(2) um cbédigo gue compara os ditos valores de
entrada com os valores de referéncia para determinar o nivel
e/ou das moléculas repdrter e/ou a identidade da molécula a
qual a molécula repdrter & unida; e

(3) uma midia que pode ser lida por computador gque
armazena os cbéddigos.

Ainda um outro aspecto da presente invengdo se
estende um computador para avaliar a presenga ou a auséncia
ou © nivel de IP-10, em que o dito computador compreende:

(1) uma midia de armazenamento de dados que pode

ser lida por maquina que compde um material de armazenamento
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de dados codificado com dados que podem ser lidos por
maguina, em que os ditos dados que podem ser lidos por
madquina compreendem valores de entrada que identificam uma
molécula repdrter associada com um anticorpo ou mRNA
etiquetado;

(2) uma memdria operacional para armazenar as
instrucdes para processar os ditos dados que podem ser lidos
por maquina,

(3) uma unidade central de processamento acoplada
a dita memdéria operacional e a dita midia de armazenamento de
dados que pode ser lida por magquina, para processar OS ditos
dados que podem ser lidos por maquina para comparas os ditos
valores para fornecer uma avaliagdo da identidade ou nivel de
moléculas repdrter ou das moléculas as quais sdo unidas; e

(4) um hardware de saida acoplou a dita unidade
central de processamento, para receber os resultados da
comparagao.

Especificidade e sensibilidade

A sensibilidade de qualquer teste de diagndstico
define a proporcdo dos individuos com uma resposta positiva
que sdo identificados corretamente ou diagnosticados pelo
teste, por exemplo, a sensibilidade & 100% se todos oOs
individuos com uma determinada condigdo tiverem um teste
positivo. A especificidade de um determinado teste de selegdo
reflete a proporcdo dos individuos sem a condigdo gque sd&o
corretamente identificados ou diagnosticados pelo teste, por
exemplo, 100% de especificidade se todos os individuos sem a
condicgdo tiverem um resultado de teste negativo.

A sensibilidade é definida como a proporgdo dos
individuos com uma determinada condigdo (por exemplo,
infecgdo ativa de TB), que sd8o identificados corretamente
pelos métodos descritos da invengdo (por exemplo, tem um

resultado de teste IP-10 positivo).
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A especificidade neste caso €& definida como a
proporcdo dos individuos sem a condigdo (por exemplo,
infecgdo ativa de TB), que sd&o identificados corretamente
pelos métodos descritos da invengdo (por exemplo, tem um
resultado de teste IP-10 negativo) .

Caracteristicas de operagdo de receptor

A exatidio de um teste de diagndéstico & mais bem
descrita pelas suas caracteristicas de operagdo de receptor
(ROC) (vide especialmente 2Zweig, M. H., and Campbell, G.,
Cclin. Chem. 39 (1993) 561-577). O grafico de ROC & uma curva
de todos os pares de sensibilidade/especificidade resultantes
da variacdo continua do limite de decisdo por toda a gama de
dados observados.

O desempenho clinico de um teste de laboratério
depende de sua exatiddo de diagndstico, ou da capacidade de
classificar corretamente os individuos em subgrupos
clinicamente relevantes. A exatiddo de diagndstico mede a
capacidade do teste de distinguir corretamente duas condigdes
diferentes dos individuos investigados. Tais condig¢des
incluem, por exemplo, a salde e a doenga, a infecgdo latente
ou recente versus nenhuma infecg¢do, ou a doenga benigna
versus a doeng¢a maligna.

Em cada caso, o grafico de ROC ilustra a
sobreposicdo entre as duas distribuigbes ao tragar a
sensibilidade versus a especificidade 1 para a faixa completa
de limites de decisdo. No eixo y estdo a sensibilidade, ou a
fragdo verdadeiro-positiva [definida como (ntmero de
resultados de teste verdadeiro-positivos) (nGmero de
resultados de teste verdadeiro-positivo + namero de
resultados de teste falso-negativos]. Isto também & indicado
como positividade na presenca de um uma doenga ou condigédo.
Sé é calculado a partir do subgrupo afetado. No eixo x & a

fracdo falso-positiva, ou 1 - especificidade [definida como
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(ntmero de resultados falso-positivos/(nGmero de resultados
verdadeiro-negativos + namero de resultados falso-
positivos)]. E um indice da especificidade e ¢é calculado
inteiramente a partir do subgrupo ndo afetado.

Devido ao fato que as fragdes verdadeiro- e falso-
positivas sao calculadas de uma maneira inteiramente
separada, ao utilizar os resultados de teste de dois
subgrupos diferentes, o grafico de ROC é independente da
predomindncia da doenga na amostra. Cada ponto no grafico de
ROC representa um par de sensibilidade/especificidade que
corresponde a um limite de decisdo particular. Um teste com
discriminagd3o perfeita (nenhuma sobreposigao nas duas
distribuicdes dos resultados) tem um grafico de ROC que passa

através do canto esquerdo superior, onde a fragdo verdadeira-

positiva & 1,0, ou 100% (sensibilidade perfeita), e a fragdo
falsa-positiva é 0 (especificidade perfeita). O grafico
tedrico para um teste sem nenhuma discriminagédo

(distribuic¢des idénticas dos resultados para Os dois grupos)
& uma linha diagonal de 45 graus do canto esquerdo inferior
ao canto direito superior. A maioria dos grédficos se enquadra
entre estes dois extremos. (Se o grafico de ROC cair
completamente abaixo da diagonal de 45 graus, isto &
remediado facilmente ao inverter o critério para a
"positividade" de "maior do que" para "menor do que'" ou vice-
versa). OQualitativamente, gquanto mais préximo o grafico
estiver do canto esquerdo superior, mais elevada a exatiddo
total do teste.

Um objetivo conveniente para quantificar a exatidado
de diagndéstico de um teste de laboratdrio é a expressdao do
seu desempenho por um UGnico nGmero. A medida global mais
comum & a Area sob o grafico de ROC. Por convengdo, esta area
& sempre > 0,5 (se ndo for, & possivel inverter a regra de

decisdo para gque seja). Os valores variam entre 1,0
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(separagdo perfeita dos valores de teste dos dois grupos) e
0,5 (nenhuma diferenga distribucional aparente entre os dois
grupos de valores de teste). A area niao depende somente de
uma parte particular do grafico tal como o ponto mais prdéximo
a diagonal ou a sensibilidade a uma especificidade de 90%,
mas do grafico inteiro. Esta & uma expresséao descritiva
quantitativa de qudo préximo o grafico de ROC é da perfeigéo
(Area = 1,0).

A utilidade clinica do novo marcador IP-10 pode ser
avaliada em comparagdo com e em combinagdo com outras
ferramentas de diagnéstico para a infecgcdo em questdo. No

caso da infeccdo com M. tuberculosis, a utilidade clinica do

novo marcador de IP-10 pode ser avaliada em comparagdo com

ferramentas de diagnéstico estabelecidas, o marcador de IFN-y
estabelecido ou o TST ao utilizar uma andlise da curva de
operacdo do receptor. Vide os exemplos 5.

Desse modo, um objetivo das realizagles preferidas
da presente invengdo consiste na apresentagdo de um método
imunolégico para detectar se um mamifero encontrou um
antigeno, em que o método compreende:

a) a determinagdo do nivel de produgdo de IP-10
especifico de antigeno em uma amostra do dito mamifero,

b) a construg¢do de um grafico percentual do nivel
de IP-10 obtido de uma populagdo saudavel,

c) a construgdo de uma curva de ROC
(caracteristicas de operacdo do receptor) baseada no nivel de
IP-10 determinado na populagdo saudadvel e no nivel de IP-10
determinado em uma populagdo gque gerou a reatividade
imunolégica para o antigeno em questao,

d) a selecdo de uma especificidade desejado,

e) a determinacdo, a partir da curva de ROC, da

sensibilidade que corresponde a especificidade desejada,
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f) a determinacdo do grafico percentual do nivel de
IP-10 que corresponde & sensibilidade determinada; e

g) a predigdo do individuo para ter O reatividade
imunolégica ao antigeno, se o nivel de IP-10 na amostra for
igual ou maior do que o nivel de IP-10 que corresponde a
especificidade determinada e a predigdo do individuo como
improvavel ou ndo de ter a reatividade imunoldégica ao
antigeno se o nivel de IP-10 na amostra for mais baixo do que
o dito nivel total de IP-10 que corresponde a especificidade
determinada.

Desse modo, um outro objetivo das realizagdes
preferidas da presente invengao consiste na apresentagao de
um método imunoldgico para detectar se um mamifero encontrou
um antigeno, em que o método compreende:

a) a determinacio do nivel de produgdo de IP-10
especifico de antigeno em uma amostra do dito mamifero,

b) a construcgdo de um grafico percentual do nivel
de IP-10 obtido de uma populagdo saudavel,

c) a construgao de uma curva de ROC
(caracteristicas operacionais do receptor) baseada no nivel
de IP-10 determinado na populag¢do saudavel e no nivel de IP-
10 determinado em uma populagdo <que gerou a reatividade
imunolégica ao antigeno em questdo,

d) a selecdo de uma sensibilidade desejada,

e) a determinacdo, a partir da curva de ROC, da
especificidade que corresponde a sensibilidade desejada,

f) a determinacgdo do grafico percentual do nivel de
IP-10 que corresponde a sensibilidade determinada; e

g) a predig8o do individuo para ter a reatividade
imunolégica ao antigeno se o nivel de IP-10 na amostra for
igual ou maior do que o nivel de IP-10 que corresponde a
sensibilidade determinada e a predigdo do individuo como

improvavel ou ndo de ter a reatividade imunoldégica ao
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antigeno se o nivel de IP-10 na amostra for mais baixo do que
o dito nivel total de IP-10 que corresponde a sensibilidade
determinada.

A especificidade do método de acordo com a presente
invencdo pode ser de 70% a 100%, mais preferivelmente de 80%
a 100%, e mais preferivelmente ainda de 90% a 100%. Desse
modo, em uma realizagdo da presente invencao, a
especificidade da invengao é de 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ou 100%.

A sensibilidade do método de acordo com a presente
invencdo pode ser de 70% a 100%, mais preferivelmente de 80%
a 100%, e mais preferivelmente ainda de 90% a 100%.

Desse modo, em uma realiza¢do da presente invengdo,
a sensibilidade da invencdo é de 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100%. Vide o exemplo 5.

O nivel de IP-10 é comparado a um conjunto de dados
de referéncia ou um valor de referéncia tal como o valor de
corte para determinar se o individuo esta com um risco ou
probabilidade maior, por exemplo, de infecgdo.

Para aumentar a eficiéncia da detecgdo o nivel no
sangue de IP-10 pode ser comparado a um conjunto de dados de
referéncia para determinar se o individuo tem probabilidade
de ser infectado ou estd correndo um risco maior de
desenvolver, por exemplo, a infecgdo.

Para aumentar a eficiéncia da detecg¢do, o nivel de

IP-10 induzido por PHA e o nivel de IP-10 estimulado por

antigeno pode ser comparado a um conjunto de dados de
referéncia para determinar se o individuo tem a infecgdo ou
esta correndo um risco maior de desenvolver a infecgdo ou a

doenga.
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Para determinar se o paciente esta correndo um
risco maior de desenvolver, por exemplo, a infecgdo, um corte
deve ser estabelecido. Este corte pode ser estabelecido pelo

laboratdrio, médico ou em uma base de caso a caso por cada

paciente.

Alternativamente, o ponto de corte pode ser
determinado como a média, o ponto mediano ou a média
geométrica do grupo de controle negativo ((por exemplo,

pacientes ndo infectados e ndo expostos saudaveis sem
infecgio de TB) +/- um ou mais desvios padrdo ou um valor
derivado do desvio padrédo) .

Seguindo o estimulo de antigeno, alguns individuos
respondem intensamente ao biomarcador, ao passo que outros
ndo respondem. Por exemplo, alguns individuos podem néo

mostrar respostas a IP-10 ou a IFN-y, desse modo somente

produzindo niveis baixos de IP10 ou IFN-y. Nesses casos, a
medigao simulténea de dois, trés, gquatro ou mais
biomarcadores ira aumentar a sensibilidade do ensaio e
aumentar o namero daqueles com resposta positiva. Com a c

combinacdo de IP-10 e um ou mais biomarcadores tais como, mas

sem ficar a eles limitados, IFN-y, IL-2 ou MCP-1 &, portanto,
possivel fazer predigdes de diagndéstico gque sdo menos
vulneriveis & energia de um Gnico biomarcador.

Em uma outra realizacdo preferida, as medi¢des de
IP-10 de s3o combinadas com as medi¢des de um ou mais outros
biomarcadores, e comparadas a um nivel de referéncia
combinado. Os niveis medidos do biomarcador podem ser
combinados por operagdes aritméticas tais como a adigdo, a
subtracdo, a multiplicagdo e manipulagdes aritmética de
porcentagens, raiz quadrada, exponenciagao, e fungdes
logaritmicas. Varias combinag¢des de biomarcadores e varios

meios de calcular o valor de referéncia combinado podem ser
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executados por meios conhecidos de um elemento versado na
técnica.
Em uma outra realizagdo preferida, medig¢des

individuais de biomarcadores (tais como, mas sem ficar a eles

limitados, IP-10 em combinag¢do com IFN-y e/ou IL-2) podem ser
combinadas depois que a concentragao de biomarcador
individual é comparada a um nivel de referéncia, por exemplo,
um ponto de corte. Esta abordagem gera um resultado de teste
que cobre ndo somente diversos antigenos, mas também,
diversos biomarcadores em um. Varias combinagdes de
biomarcadores e vAarios meios de <calcular o valor de
referéncia combinado podem ser executados por meios
conhecidos do elemento versado na técnica.

Em uma realizagdo da presente invengao, a
combinacio do biomarcador IP-10 e wum dos biomarcadores
selecionados do grupo que consiste em MCP-1, IL-2 e INF-y
prové um efeito sinergistico com relagdo a sensibilidade e/ou
a especificidade.

Em ainda uma outra realizac¢do da presente invengao,
a combinacdo de biomarcadores IP-10, MCP-1 e IL-2 prové um
efeito sinergistico com relagdo a sensibilidade e/ou a
especificidade.

Em uma realizacdo adicional da presente invengdo, a
combinacdo de biomarcadores IP-10, MCP-1 e IFN-Y prové um
efeito sinergistico com relagdo & sensibilidade e/ou a
especificidade.

Em uma outra realizacdo da presente invengdo, a
combinacdoc de biomarcadores IP-10, IL-2 e IFN-y prové um
efeito sinergistico com relagdo a sensibilidade e/ou a
especificidade.

Especificamente tal como aqui utilizado, a sinergia

refere-se fendmeno em que diversos biomarcadores agindo
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conjuntamente criam "um sinal de biomarcador combinado" com
maior sensibilidade ou especificidade para o diagnéstico, do
que aquela prevista conhecendo somente a sensibilidade ou
especificidade dos biomarcadores separados, desse modo
reduzindo o namero de falso-positivos e aumentando o poder
discriminatério.

Em uma leitura baseada em anticorpos tal como, mas
sem ficar a eles 1limitada, ELISA ou teste de bastdo
imunocromatografico, dois ou o mais anticorpos que ligam
biomarcadores diferentes ir3o permitir uma ligag¢do aumentada
da quantidade total de biomarcador, agindo por este meio na
sinergia e conduzindo a respostas mais fortes e maior
sensibilidade no teste. Uma leitura combinada pode ser
executada de acordo com os presentes preceitos.

Avaliagdo de risco

Os autores da presente invengdo identificaram com
sucesso um novo marcador para medir uma resposta mediada por
células a um antigeno. A concentragdo do marcador IP-10 é
aumentada nos individuos com uma imunoresposta mediada por
célula a um antigeno. O IP-10 parece ser um marcador
eficiente para a detecgdo, por exemplo, da infecgdo com M.
tuberculosis.

A sensibilidade & mais elevada do que gqualquer
outro marcador estabelecido e a especificidade & comparavel,
ou melhor, do gque com qualguer outro marcador estabelecido,
vide, por exemplo, os exemplos 4, 5 e 10).

O raciocinio estatistico pode, por exemplo, ser
baseado no risco de ter a doenga dependendo da idade, da
ocupacdo, da exposigdo, dos antecedentes genéticos, do tipo
de HILA.

Os pontos de corte podem variar baseados em

condicgdes especificas do individuo testado, tais como, mas
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sem ficar a eles limitadas, o risco de ter a doenga, a
ocupagdo, a residéncia geogrédfica ou a exposigéao.

Os pontos de corte podem variar Dbaseados em
condi¢des especificas do individuo testado, tais como, mas
sem ficar a eles 1limitadas, o envelhecimento, o sexo, OS
antecedentes genéticos (ou seja, o tipo de HLA), a fungdo
imunolégica comprometida adquirida ou herdada (por exemplo,
infecgdo por HIV, diabetes, pacientes com falha renal ou do
figado, pacientes em tratamento com as drogas
imunomodificadoras tais como, mas sem ficar a eles limitadas,
corticoesterdides, quimioterapia, bloqueadores "de TNF-q,
inibidores da mitose).

Ao fazer o ajuste do limite de decisdo ou de corte
serad determinada desse modo a sensibilidade do teste para
detectar uma infecgdo, se estiver ©presente, ou a sua
especificidade para excluir a infecgdo ou a doenga se estiver
abaixo deste limite. Entd3o o principio & gue um valor acima
do ponto de corte indica um risco aumentado e um valor abaixo
do ponto de corte indica um risco reduzido.

Além disso, as amostras de teste com resultados
indeterminados devem ser interpretadas separadamente. Os
resultados indeterminados sdo definidos como o resultado com
um nivel inesperadamente baixo de IP-10 na amostra estimulada
por mitégeno (PHA). O ponto de corte final para um resultado
de IP-10 indeterminado pode ser decidido de acordo com O
grupo de estudo, e especialmente nos imunosuprimidos o'nivel
de corte pode ser selecionado a um nivel mais baixo.

Niveis de corte

Tal como serd compreendido de maneira geral pelos
elementos versados na técnica, os métodos para a selegdo da
imunoreatividade mediada por células sdo processos de tomada
de decisdo por comparagdo. Para qualquer processo de tomada

de decisdo, sdo necessarios os valores de referéncia baseados
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nos individuos que tém a doenga ou condigdo de interesse e/ou
os individuos que nd3o tém a doenga, a infecgdo ou a condigdo
de interesse.

O nivel de corte (ou ponto de corte) pode ser
baseado em diversos critérios incluindo o© nuamero de
individuos que devem seguir com mais testes de diagndstico
invasivos, o risco médio de ter e/ou desenvolver, por
exemplo, a infecgdo para todos os individuos que seguem com
mais testes de diagnéstico, uma decisdo que qualquer
individuo cujo risco especifico de paciente & maior do que um
determinado nivel de risco tal como, por exemplo, 1 em 400 ou
1:250 (tal como definido pela organizagdo da selegdo ou o
individuo sozinho) deve seguir para mais testes de
diagnéstico invasivos ou outros critérios conhecidos dos
elementos versados na técnica.

O nivel de corte pode ser ajustado com base em
diversos critérios tais como, mas sem nenhuma restrigdao, um
determinado grupo de individuos testados. Por exemplo, o©O
nivel de corte poderia ser ajustado mais baixo nos individuos
com imunodeficiéncia e nos pacientes com grande risco de
progredir para a doenga ativa, o corte pode ser mais elevado
nos grupos de individuos entdo saudaveis com baixo risco de
desenvolver a doenga ativa.

Em uma realizacdo, a presente invengdo apresenta um
método para determinar se um individuo temr uma infecgdo, o
qual compreende:

(a) a obtencdo de uma amostra do individuo, e

(b) a determinagdo quantitativa da concentragdo de
IP-10 presente na amostra, da presenga de polipeptideo IP-10
presente na amostra a uma concentragao igual ou maior do que
o corte selecionado, indicando que o individuo provavelmente

vai ter a infecgdo.
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Mais especificamente, um aspecto da presente
invencdo refere-se a um método imunoldgico, o qual compreende
as etapas de:

a) incubag¢do de uma amostra obtida de um mamifero
com o pelo menos um antigeno,

b) determinacdo do nivel de IP-10 na dita amostra,

c) comparacdo do dito nivel de IP-10 determinado
com um nivel de referéncia, determinando desse modo se O
mamifero encontrou previamente o antigeno para gJerar a
reatividade imunoldégica ao antigeno ou encontrou previamente
outros antigenos para gerar a retroreatividade imunoldgica ao
antigeno.

Mais especificamente, um outro aspecto da presente
invencdo refere-se a um método imunoldégico, o qual compreende
as etapas de:

a) incubagdo de uma amostra obtida de um mamifero
com pelo menos um antigeno sem nenhuma estimulagdo
subseqliente e contanto que o antigeno ndo seja PPD,

b) determinacdo do nivel de IP-10 na dita amostra,

c) comparagdo do nivel de IP-10 determinado com um
nivel de referéncia, determinando desse modo se o dito
mamifero encontrou previamente pelo menos um dito antigeno
que gera reatividade imunoldégica ao(s) dito(s) antigeno(s) ou
encontrado previamente outros antigenos gque gera a
retroreatividade imunoldégica ao(s) antigeno(s) .

Em uma realizacdo, a presente invengdo refere-se a
um método de acordo com a presente invengdo em que a amostra
é dividida em pelo menos duas fra¢des e compreende:

a) a incubacdo de uma amostra obtida de um mamifero
com pelo menos um antigeno sem nenhuma estimulagdo
subsequiente e contanto gue o antigeno ndo seja PPD para gerar

uma amostra de resposta,
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b) a incubag¢do da segunda fragdo de amostra com uma
solucgao inativa_para gerar uma amostra Nil,

c¢) a determinacdo do nivel de IP-10 nas duas
fragdes,

d) a determinacdo da resposta a IP-10 dependente de
antigeno da amostra ao subtrair o nivel de IP-10 determinado
na amostra Nil do IP-10 determinado na amostra de resposta,

e) a comparagdo da resposta a IP-10 dependente de
antigeno ou um valor derivado do mesmo com O nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,

desse modo determinando se o mamifero encontrou
previamente o antigeno e desse modo gera reatividade
imunolégica ao antigeno ou encontrou previamente outros
antigenos para gerar a retroreatividade imunolégica ao
antigeno e/ou vai desenvolver a infeccao.

O valor . discriminatédrio é um valor que é
determinado ao medir o pardmetro ou pardmetros em uma
populagdo de controle saudavel e em uma populagdo com
infecgado conhecida, determinando desse modo o valor
discriminatério que identifica a populagdo infectada com uma
especificidade predeterminada ou entdo uma sensibilidade
predeterminada com base em uma analise da relagdo entre os
valores de pardmetro e os dados clinicos conhecidos da
populagdo de controle saudavel e a populagdo de pacientes com
infeccdo, tal como é aparente da discussédo detalhada nos
presentes exemplos. O valor discriminatdério determinado desta
maneira & valido para a mesma configuragdo experimental nos
testes individuais futuros.

Nas configuracdes experimentais especificas aqui
descritas (exemplo 5), foi verificado que o limite de nivel
de IP-10 Gtil como um valor de corte fica compreendido na
faixa de, mas ndo limitado & mesma, de 14 pg/ml a 1.000

pg/ml. Preferivelmente, o corte fica compreendido na faixa
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entre 100 pg/ml e 800 pg/ml, tal como na faixa de 100-600,

por exemplo, na faixa de 150-400, tal como na faixa de 150-

300, por exemplo, na faixa de 150-250, tal como na faixa de

175 - 215.

Preferivelmente, o valor de corte & de 180 pg/ml, 181 pg/ml,
182 pg/ml, 183 pg/ml, 184 pg/ml, 185 pg/ml, 186 pg/ml, 187
pg/ml, 188 pg/ml, 189 pg/ml, 190 pg/ml, 191 pg/ml, 192 pg/ml,
193 pg/ml, 194 pg/ml, 195 pg/ml, 196 pg/ml, 197 pg/ml, 198
pg/ml, 199 pg/ml, 200 pg/ml, 201 pg/ml, 202 pg/ml, 203 pg/ml,
204 pg/ml, 205 pg/ml, 206 pg/ml, 207 pg/ml, 208 pg/ml, 209
pg/ml, 210 pg/ml, 211 pg/ml, 212 pg/ml, 213 pg/ml, 214 pg/ml,
215 pg/ml, 216 pg/ml, 217 pg/ml, 218 pg/ml, 219 pg/ml, 220
pg/ml, 221 pg/ml, 222 pg/ml, 223 pg/ml, 224 pg/ml ou 225
pg/ml.

A diluicdo da amostra, medigdes combinadas com
outros pardmetros tais como, mas sem ficar a eles limitados,
interleucin-2, gama-interferon e/ou proteina-1 quimiotatica
de macréfago, ou outros pardmetros, irdo resultar em oOutros
valores de corte, que podem ser determinados de acordo com OS
presentes preceitos. Outras configuragdes experimentais,
outrag amostras, outros antigenos, e outros parametros irdo
resultar naturalmente em outros valores de corte, gque podem
ser determinados de acordo com os presentes preceitos por um
elemento versado na técnica pelos procedimentos de desenho
normais ou experiéncias rotineiras.

O nivel do biomarcador especifico de antigeno
induzido também depende dos antigenos escolhidos para a
estimulacdo. Alguns antigenos sdo indutores mais potentes do
que outros, mas também o namero de antigenos disponiveis
diferentes, isto &, peptideos, 1ird resultar em um namero
aumentado de células que respondem e uma produgdo maior de
biomarcador. Portanto, um ponto de corte também & dependente

de antigeno, e dependente de doenga. Além disso, outras
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espécies tém outros grandes repertdrios de antigenos de
histocompatabilidade, portanto, os mesmos antigenos testados
em espécies diferentes irdo resultar em cortes especificos de
espécies.

As medicdes da concentragdo do biomarcador podem
ser traduzidas em unidades internacionais (IU). A IU refere-
se A atividade biolégica do biomarcador e & uma referéncia a
marca comparativa entre varios métodos de medigd8o. Em outras
realizacg®es da invengdo, o valor de corte determinado pode
ser combinado com um indice de estimulagdo (definido como a
concentracdo de IP-10 estimulado por antigeno dividido pela
concentracdo de plasma ndo-estimulado) .

Foi verificado que um valor do indice de
estimulacdo fica compreendido na faixa de, mas nd3oc limitado a
mesma, 1 a 6 ou mais. Preferivelmente, o 1indice de
estimulacdo é de pelo menos 1,25, 1,5, 1,75, 2, 2,25, 2,5,
2,75, 3, 3,25, 3,5, 3,75 ou 4. A presente invenc¢do apresenta
mesmo o valor do indice de estimulagdo na faixa de varias
centenas de vezes. Desse modo, o wvalor do 1indice de
estimulacdo de pelo menos 10, 20, 50, 75, 100, 200, 300, ou
até mesmo 1.000 & contemplado.

O corte e o indice de estimulagdo podem ser
diferentes para a infecgdo latente, a infecgdo recente, a
infecgdo sub-clinica ou a infeccgdo ativa. Mais
especificamente no caso da infecgdo com M. tuberculosis, o
valor de corte e o indice de estimulagdo podem ser
diferentes, por exemplo, para TB extra-pulmonar, TB pulmonar,
ou ambos, infeccdo curada, e TB latente. O corte e O indice
de estimulacdo, o nivel da variagdo podem ser diferentes onde
a infeccdo é encontrada na presenga de HIV, outras co-
infecgdes, a imunosupressao.

Dependendo da predomindncia ou da predomindncia

prevista da presenga da doenga, O nivel de corte e/ou o
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indice de estimulacdo podem ser ajustados para obter tao
poucos resultados falso-positivos ou tdo poucos resultados
falso-negativos quanto desejado, dependendo da gravidade da
doenca e das conseqiéncias da determinagdo se o paciente €&
positivo para o teste ou negativo para o teste. No caso da
tubérculose, o ensaio apresentado na presente invengdo tem
uma vantagem evidente em relagdo aos outros testes in vitro

atualmente disponiveis. Devido ao fato que a produgdao de IP-

10 especifico de antigeno €& mais elevada do que a IFN-y
produzida (vide, por exemplo, os exemplos 4 e 17), o corte e
o indice de estimulacdo podem ser ajustados em faixas mais
largas, ampliando desse modo a oportunidade para o
diagndéstico.

O nivel de corte pode ser diferente, se um unico
paciente com sintomas tiver que ser diagnosticado ou o teste
tiver que ser utilizado em uma selegdo de um grande namero de
individuos em uma populagdo.

O corte e o 1indice de estimulagdo podem ser
baseados em medic¢des de IP-10 combinadas e medi¢des de outros

biomarcadores tais como, mas sem ficar a eles 1limitados,

Interleucin-2, gama-interferon (INF-y) e/ou a proteina 1
quimiotatica de mondécito/macrdfago (MCP-1). Um corte e/ou um
indice de estimulagdo compostos  podem resultar em outros
valores, que podem ser determinados de acordo com oOs
preceitos da presente invengao.

Embora qualquer um dos métodos analiticos
conhecidos para medir os niveis destes anadlitos funcionem na
presente invengdo, tal como & Obvio ao elemento versado na
técnica, o método analitico utilizado para cada marcador deve
ser o mesmo método utilizado para gerar os dados de
referéncia para o marcador particular. Se um novo método

analitico for utilizado para um marcador particular ou uma
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combinacdo de marcadores, um novo conjunto de dados de
referéncia, baseado nos dados desenvolvidos com o método,
deve ser gerado.

A analise discriminatdédria multivariada e outras
avaliagdes de risco podem ser executadas no pacote
estatistico de programa de computador comercialmente
disponivel Statistical Analysis System (manufaturado e
vendido pelo SAS Institute Inc.) ou por outros métodos de
anidlise estatistica multivariada ou outros ©pacotes de
software estatistico ou software de selegdo conhecidos dos
elementos versados na técnica.

Tal como é &bvio ao elemento versado na técnica, em
qualquer uma das realizag¢des discutidas acima, a alteragao do
nivel de corte do risco de um teste positivo ou a utilizagao
de riscos a priori diferentes gque podem ser aplicados a
subgrupos diferentes na populagao, poderia mudar os
resultados da andlise discriminatéria para cada paciente.

Os testes de estabilidade aqui descritos propdem
gue o IP-10 é altamente estédvel com a manipulagdo de rotina
(isto &, congelamento ou armazenagem por periodos de tempo
prolongados & temperatura ambiente e a temperaturas abaixo de
10°C); desse modo, os autores da presente invengdo concluem
que o IP-10 & um andlito atraente para O uso clinico. Os

dados aqui apresentados sugerem que o IP-10 € um marcador

potencialmente valioso para o uso no progndstico, no
diagnéstico, no monitoramento e na selegdo de doengas
infecciosas.

A fim de determinar a gravidade clinica da
imunoreatividade mediada por células, o meio para avaliar o
sinal detectavel de IP-10 medido envolve uma referéncia ou um
meio de referéncia.

A referéncia também torna possivel contar em

variacdes do ensaio e do método, variagdes do kit, variagdes
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da manipulacdo, varia¢des relacionadas & combinagdo de IP-10
e outros biomarcadores, e outras variagdes ndo relacionadas
direta ou indiretamente ao nivel de IP-10.

No contexto da presente invengao, o termo
nreferéncia" refere-se a um padrdo com relagdo a quantidade,
a4 qualidade ou ao tipo; contra © gqual outros valores ou
caracteristicas podem ser comparados, tal como, por exemplo,
uma curva padrao.

Os dados de referéncia refletem o nivel de IP-10
para os individuos que tém imunoreatividade mediada por
células (também indicados como afetados, expostos, vacinados,
infectados ou doentes) e/ou o nivel de IP-10 para os
individuos normais (também indicados como ndo-afetados, ndo-
expostos, ndo-vacinados, ndo-infectados ou saudaveis) .

Em ainda uma realizag¢d3o da presente invengdo, O
dispositivo & selecionado do grupo que consiste em um ensaio,
um imunoensaio, um bastdo, um bastdo seco, um dispositivo
elétrico, um eletrodo, uma leitora (leitoras
espectrofotométricas, leitoras de IR, leitoras isotdpicas e
leitoras similares), a histoquimica e meios similares dgue
incorporam uma referéncia, papel de filtro, reagdo de cor
visivel a olho nu.

Ip-10

A proteina induzivel por IFN-y 10 (IP-10) ou CXCL1O
é uma quimiocina. O gene de IP-10 €& mapeado para 4dg2l por
meio de hibridizacdo in situ. A expressdo de IP-10 €& regulada
para cima por Interferons (IFNs, isto ¢, gama-interferon
(IFN-y)) e estimulos inflamatdérios, e €& expressa em muitas
doencas inflamatérias do tipo Thl em uma variedade de tecidos

e tipos de células.
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A seqliéncia de gene humano pode ser encontrada sob
o ntmero de ACESSO BC010954 (gi 15012099) no Gene Bank (Banco
de Genes) .

As quimiocinas sdo um grupo de moléculas
estruturalmente relacionadas principalmente basicas pequenas
(aproximadamente 8 a 14 kD) que regulam o trafico de células
de varios tipos de leucdcitos através de interagdes com um
subconjunto de receptores acoplados por proteina G de sete
transmembranas. As quimiocinas também desempenham papéis
fundamentais no desenvolvimento, na homeostase e na fungao do
sistema imununoldégico, e tém efeitos nas células do sistema
nervoso central bem como nas células endoteliais envolvidas
na angiogénese ou na angiostase. As quimiocinas sdo divididas
em duas subfamilias principais, CXC e CC, com base no arranjo
dos dois primeiros dos quatro residuos de cisteina
conservados; as duas cisteinas s3o separadas por um Gnico
aminodcido em guimiocinas cxc e sdo adjacentes nas
quimiocinas CC. As gquimiocinas CXC também sdo subdivididas
nos tipos ELR e nd3o-ELR com base na presenga ou na auséncia
de uma sequéncia glu-leu-arg adjacente e no terminal N em
relacdo ao motivo de CXC. Os tipos de ELR sdo quimiotaticos
para neutrdfilos, ao passo que os tipos ndo-ELR sédo
guimiotaticos para linfdcitos. 7 -

O IP-10 inibe a formacdo de coldnias de medula
Ossea, tem uma atividade anti-tumoral in vivo, & uma
quimioisca para mondcitos humanos e células T, e promove a
aderéncia das células T as células endoteliais. O IP-10 & um
inibidor potente da angiogénese in vivo. O IP-10 pode
participar da regulagdo da angiogénese durante a inflamagdo e
a tumorigenese. O IP-10 também & um gene alvo de RAS e &
super-expresso na maior parte dos canceres coloretais. Com a
utilizacdo da espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

foi mostrado que o IP-10 interagiu com o terminal N de CXCR3
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através de uma fissura hidrofébica formada pelo N-lago e a
regido de lagos de 40s de IP-10, similar a superficie de
interacdo de outras quimiocinas, tal como IL8. Foi encontrada
uma regifio adicional de interagdo que consistia pelo em uma
fissura hidrofébica formada pelo terminal N e o lago de 30s
de IP-10. Sugerindo que um mecanismo envolvendo o lago de 30s
e a configuracdo de beta corddo 2 pode ser o responsavel pela
interacdo e fungdo antagonistica de IP-10 com CCR3.

No caso da tuberculose, niveis elevados de IP-10
foram encontrados em nds de linfa e granulomas tuberculosos
do pulmdo, em efusdes pleurais e no soro ou plasma de
pacientes de TB e co-infectados com TB-HIV experimentando a
sindrome de imunoreconstituigdo.

Determinacdo do nivel de IP-10

A molécula de imuno efetor é preferivelmente uma
citocina tal como, mas sem ficar a ele limitada, IP-10. A
presenga ou o nivel do imunocefetor podem ser determinados ao
nivel da prépria molécula ou até a extensdo até a qual um
gene é expresso. O nivel de IP-10 & medido por métodos
analiticos convencionais, tais como os métodos imunoldgicos
conhecidos no estado da técnica.

As medic¢des do imunoefetor podem ser combinadas com
as medi¢des de outros imunoefetores ao nivel de genes, de
RNA, ou de proteina de acordo com os presentes preceitos.

conforme indicado acima, a detecgdo das moléculas
de imunoefetor pode ser feita aos niveis de proteina ou de
dcido nucléico. Consequentemente, a referéncia a presenga ou
ao nivel da dita molécula de imunoefetor inclui dados diretos
e indiretos. Por exemplo, niveis elevados do mRNA de IP-10
sio dados indiretos que mostram os niveis aumentados de IP-
10. Os 1ligandos para os imunoefetores s&do particularmente

Gteis na deteccdo e/ou na quantificagdo destas moléculas.
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Os anticorpos para os imunocefetores sdo
particularmente Gteis. As técnicas para Os ensaios aqui
contemplados sdo conhecidas no estado da técnica e incluem,
por exemplo, ensaios de sanduiche, multiplexagdo xMAP,
Luminex, ELISA e ELISpot. A referéncia aos anticorpos inclui
partes de anticorpos, anticorpos mamiferizados (por exemplo,
humanizados) , anticorpos recombinantes ou sintéticos e
anticorpos hibridos e de cadeia simples.

Os anticorpos policlonais e monoclonais podem ser
obtidos através da imunizagdo com os imunoefetores ou oOs
fragmentos antigénicos dos mesmos e um ou outro tipo &
utilizavel para os imunoensaios. Os métodos de obtengdo de
ambos os tipos de soros sdo bem conhecidos no estado da
técnica.

Os soros policlonais sdo menos preferidos mas sé&o
preparados de uma maneira relativamente facil por meio da
injecdo de um animal de laboratdrio apropriado com uma
gquantidade eficaz do imunoefetor, ou uma parte antigénica do
mesmo, a coleta do soro ou do plasma do animal e o isolamento
dos soros especificos por qualquer uma das técnicas
imunoabsorventes conhecidas. Embora os anticorpos produzidos
por este método sejam utilizaveis em virtualmente gqualguer
tipo de imunoensaio, geralmente eles séo menos favorecidos
por causa da heterogeneidade potencial do produto.

O uso de anticorpos monoclonais em um imunoensaio &
particularmente preferido por causa da capacidade de produgao
dos mesmos em grandes gquantidades e da homogeneidade do
produto. A preparagdo de linhagens de células de hibridoma
para a produgdo de anticorpo monoclonal derivada pela fusado
de uma linhagem de células imortais e linfdcitos
sensibilizados contra a preparagdo imunogénica pode ser
efetuada por técnicas que sdo bem conhecidas dos elementos

versados na técnica.
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A detecgdo também pode ser obtida pela medigdo
direta de IP-10 ao utilizar o anticorpo especifico em um
imunoensaio de polarizagdo fluorescente competitiva (CFIPA)
ou entdo pela detecgdo da homodimerizagdo de gama-interferon
pela polarizagdo de fluorescéncia induzida por dimerizagao
(DIFP). Em um ou outro caso, a detecgdo e a quantificagdo
estardo abaixo ou menores do que 6 pg/ml.

Com o método utilizado atualmente no material de
exemplo fornecido, o limite de detecgdo do ensaio é de 6
pg/ml, e com modifica¢des este pode ser mais baixo.

Se o material de amostra for IP-10 diluido, a
concentracdo na dita amostra serd mais baixa mas ainda
determinavel (vide o exemplo 9). Outras configurag¢des
experimentais e outros par@metros irdo resultar em outros
valores, os gquais podem ser determinados de acordo com OS
presentes preceitos.

Diversas técnicas sdo conhecidas do elemento
versado na técnica para a determinagdo de marcadores
biolégicos tais como IP-10. A presenga ou o nivel do
imunoefetor podem ser determinados por ELISA, Luminex,
ELISPOT, técnicas baseadas em mRNA tais como RT-PCR ouo
citometria de fluxo intracelular.

Luminex 7 7

O gama-interferon (IFN-y) tem sido o padrdo ouro
para a resposta a Thi na imunologia de doencgas infecciosas e
especialmente na imunologia de TB. O IFN-y determinado por
Luminex & um marcador pobre por causa de uma sensibilidade
mais baixa em comparacdo ao ELISA comercial desenvolvido para
o teste de OQuantiferon (vide o exemplo 10). O IP-10, no
entanto, & detectado facilmente por Luminex e pode, portanto,
substituir o IFN-y como uma ferramenta de pesquisa ou de

selecdo no sistema Luminex.
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Os dados fornecidos em alguns dos exemplos abaixo
sdo gerados pelo uso de Luminex, 0o dque Dpermite a
multiplexacdo dos andlitos na solugdo com citometria de
fluxo. Utilizando uma técnica de propriedade, o Luminex
colore internamente os cbédigos de microesferas de XMAP ao
combinar relacdes diferentes de dois corantes fluorescentes.
Cada conjunto de grédnulos € conjugado com um anticorpo de
captura diferente. O uso de anticorpos de detecgdo
etiquetados com R-ficoeritrina permite a quantificag¢do das
reacdes de antigeno-anticorpo dque ocorrem na superficie da
microesfera, pela medigdo da intensidade de fluorescéncia
relativa.

O sistema tem a capacidade de medir muitas amostras
em volumes pequenos, e até 100 andlitos diferentes podem ser
medidos simultaneamente em uma Unica amostra de 50 pl.

Os dados atuais foram obtidos de acordo com o©
protocolo Biosource. Resumidamente, as suspensdes de granulos
de kits individuais de IP-10 e IFN-y foram combinadas em
cavidades de 96 placas de filtro previamente umedecidas. Os
granulos foram lavados duas vezes com solugdo de lavagem e um
tampdo de incubagdo foi adicionado.

As amostras (aqui, 4-50 pl) foram diluidas 1:32,
1:10, 1:8 ou 1:1 na diluicdo do ensaio e adicionadas a placa.
A placa foi incubada por duas horas & temperatura ambiente a
600 rpm em um agitador de placa de titulagdo. Depois de duas
lavagens, 100 pl do coquetel do anticorpo de detecgdo foram
adicionados por cavidade, e a placa foi incubada a
temperatura ambiente por uma hora em um agitador de placa de
titulacdo. Depois de duas lavagens, 100 pl de uma solugdo de
estrepavidina-RPE foram adicionadas por cavidade. Finalmente,

apbés uma incubacdo de trinta minutos e trés lavagens, 100 pl
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da solucdo de lavagem foram adicionados a cada cavidade, e a
placa foi colocada na plataforma XY do Luminex.

De cada cavidade, um minimo de 100 grénulos
egspecificos de analito foi analisado para ambas as
fluorescéncias de granulos e de RPE.

ELISA
Os dados fornecidos em alguns dos exemplos abaixo sdo gerados

pelo uso de ELISA de acordo com o protocolo Biosource. As

amostras (5 pl a 50 pl) foram adicionadas a 96 cavidades de

uma placa de fundo plano previamente carregada com oOs

anticorpos IP-10. 50 ul de conjugado de Dbiotina foram
adicionados a todas as cavidades. A placa foi coberta e
incubada &4 temperatura ambiente por trés horas antes do

contetdo das cavidades ser aspirado e lavado quatro vezes com

tampdo Working Wash. 100 pl de estreptavidina-HRP diluidos
foram entdo adicionados a todas as cavidades e a placa foi

coberta e incubada a temperatura ambiente por trinta minutos.
A seguir, as cavidades foram aspiradas e lavadas quatro vezes
com o tampdo Working Wash antes de 50 pl de Stabilized
Chromogen ser adicionado a cada cavidade, e a placa foi

-

incubada 3 temperatura ambiente por trinta minutos, protegida

da luz. 100 pl da solugdo tampdo foram adicionado finalmente
a cada cavidade, e a placa foi lida em uma leitora de ELISA a
450 nm.

Testes Imunocromatograficos (ICT)

Principio do Teste: O ICT (por exemplo, uma bastdo lateral) é
um teste de imunodiagnéstico in vitro que utiliza um
anticorpo principal (Ab) e de um a quatro Ab's secundarios,
todos especificos para IP-10. O Ab principal & unido a.ouro
coloidal e impregnado em um chumago de amostra com uma pista

que contem um Ab secunddrio em uma linha fixa.
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Na primeira etapa, a amostra incubada & adicionada
a parte esquerda do chumago de amostra. O soro ou o plasma
ird fluir para a frente na pista, permitindo que todo o IP-10
presente se ligue ao Ab principal etiquetado com ouro
coloidal. O Ab secunddrio & imobilizado em uma linha através
da membrana da pista. Quando o cartdo & fechado, a amostra e
o Ab principal etiquetado na pista do chumago entram em
contato com a extremidade da membrana. A amostra e o Ab
principal etiquetado migram entdo ao longo da pista da
membrana cruzando a linha de Ab secunddrio imobilizado.
Interpretacdo do teste: Qualguer IP-10 complexado com o Ab
principal etiquetado com ouro & capturado pelo Ab secundario
na membrana e ocorre uma mudan¢a na cor na linha. O teste &
entdo interpretado: a. com base na intensidade da cor ou b.
ao comparar dois testes, um realizado na amostra de resposta
(por exemplo, plasma do material de teste estimulado por
antigeno tal como sangue integral) e um realizado na amostra
Nil, ao subtrair a intensidade da mudanga de cor no teste Nil
da intensidade da mudanga de cor no teste de Ag e ao comparar
este a uma referéncia.

A leitura do teste também pode ser automatizada ou
semi-automatiazada ao utilizar uma interface computadorizada.
Esta configuragdo poderia ser construida de modo que a
interface automatizada determinasse uma intensidade da
mudanca de cor da linha.

Infeccgao

Um aspecto da presente invengdo refere-se a um
método em que a resposta a IP-10 especifico de antigeno acima
do nivel de referéncia indica gque o mamifero encontrou
previamente o antigeno ou encontrou previamente outros
antigenos para gerar a retroreatividade ao antigeno por

causa, por exemplo, de um estdgio infeccioso tal como a
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doenca ativa, a infecgdo subclinica ativa, a infecg¢do recente
ou latente ou vacinado) .
Microorganismo

De acordo com a presente invengdo, as infecgdes
podem ser causadas por microorganimos, tais como, mas sem
ficar a eles limitados, bactérias, parasitas, fungos, virus,
prions, e/ou virdides.

Em uma realizagdo atualmente preferida, o

microorganismo & selecionado do grupo gque consiste em

Mycobactiera, bactérias gram-positivas, bactérias gram-
negativas, Listeria, enterococci, Neisseria, vibrio,
treponema (sifilis), Borrelia, leptospirae, Clamydia,
retrovirus (SIV, HIV-1, HIV-2), cytomegalovirus, poxvirus,
virus de Ebstein barr, enterovirus, morbillivirus,
rhabdovirus (raiva), Rubivirus (rubéola), flavivirus (dengue,
febre amarela), virus de herpes, virus de varicela-zoster,

hepatite C e B, Leishmania, Toxoplasma gondii, trypanosoma,

Plasmodium (falciparum, vivax, ovale, malaria), pneumocystis
cariini (PCP) , Coronavirus (por exemplo, Sindrome
Respiratdédria Adquirida Grave (SARS)), Ebola ou Marburg e

vadrios nematddeos, trematddeos.

Em uma realizagao ainda mais preferida, o
microorganismo ¢é selecionado do grupo que consiste em
Mycobactiera, Leishmaniasis, Clamydia, Tryphanosomasis e
Schistosomiasis.

No caso em que a infecgdo é ou foi causada por
Mycobacteria, a dita Mycobacteria pertence aos organismos
complexos de M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis e M.
africanum), Mycobacteria onde a regido de diferenga (RD1l) nao
foi suprimida (M. kansasii, M. szulgai, M. marinum, M.
flavescens, M. gastrii), Mycobacteria patogénica aos seres
humanos (M. avium e M. 1lepra) e outras micobactérias nao

tuberculosas.
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Desse modo, em uma realizagdo atualmente preferida
a micobactéria & M. tuberculosis.

No caso em que a infecgdo €& ou foi causada por
Chlamydia, a dita Chlamydia pode ser selecionada do dgrupo que
consiste em C. trachomatis, C. muridarum, C. suis, C.
pneumoniae e/ou C. psittaci.

Em uma realizagdo preferida da presente invengao a
Chlamydia & C. trachomatis.

Vacinagao

Um aspecto da presente invengao refere-se a um
método, no qual a resposta a IP-10 dependente de antigeno
acima do nivel de referéncia indica que o mamifero encontrou
previamente o antigeno ou encontrou previamente outros
antigenos para gerar a retroreatividade ao antigeno por causa
de uma vacinagdo contra qualquer microorganismo aqui
mencionado.

A resposta a uma vacina baseada em material ndo-

viadvel pode resultar em niveis baixos de liberagdo de IFN-y
especifico de antigeno e, uma vez que o IP-10 & liberado em
guantidades elevadas, ele pode ser utilizado para detectar
respostas vacinais em experimentagdes pré-clinicas, clinicas,
e subseqlentemente em uma configura¢do de rotina.
Tuberculose

A tuberculose (geralmente abreviada como TB) € uma
doenga infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis, que afeta mais geralmente os pulmdes (TB

pulmonar), mas também pode afetar todos os drgdos restantes

no corpo, por exemplo, o sistema nervoso central (meningite),

o sistema linfatico, o sistema circulatdrio (tuberculose
miliar), o sistema genitourindrio, os ossos e as juntas. A
infecqgdo com M. tuberculosis também pode permanecer

assintomdtica em um estidgio que é geralmente conhecido como

infeccdo de TB latente, dormente ou sub-clinica.
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Em uma realizac¢8o atualmente preferida, a presente
invencdo refere-se a um método de diagndstico e monitoramento
de varias apresentagdes distintas, por exemplo, da
tuberculose: doenca de tuberculose ativa, infecgdo de TB
ativa de microscopia positiva ou de microscopia negativa,
infeccdo de tuberculose latente, e infecg¢do de tuberculose
recente.

O imunoensaio & baseado na avaliag¢do da produgdo de
IP-10 pelo linfécito T especifico de antigeno na interagdo
com as células que apresentam antigeno (por exemplo,
mondcitos/macrdfagos) que respondem as sequéncias de
peptideos selecionadas de proteinas secretoras de MTB. Estas
sequiéncias de peptideos foram selecionadas gquanto a sua
imunogenicidade e sua especificidade, e potencialmente outros
peptideos podem ser utilizados similarmente.

O método e o kit podem ser utilizados para
diagnosticar a doenga de tuberculose ativa, para diagnosticar
uma infecgdo recente em contatos saudaveis de um paciente com

uma tuberculose pulmonar esputo-positiva, para diagnosticar

. saudavel com infeccdo latente, para monitorar a resposta ao

tratamento no caso de tuberculose pulmonar e extra-pulmonar,
e para discriminar entre a infecgdo latente e ao estado de
doenca de tuberculose ativa.
Chlamydia

Chlamydia é um termo comum para a infecgdo com
qualquer bactéria que pertence ao filo Chlamydiae. Chlamydia
trachomatis é uma grande causa infecciosa de doengas nos
olhos humanos e genitais. C. trachomatis €& encontrada
naturalmente vivendo somente dentro de células humanas e &
uma das infecgdes sexualmente transmitidas das mais comuns
nas pessoas em todo o mundo - aproximadamente quatro milhdes
de casos de infeccdo com Chlamydia ocorrem nos Estados Unidos

a cada ano. Nem todas as pessoas infectadas exibem sintomas
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da infeccdo. Aproximadamente metade de todos os homens e trés
quartos de todas as mulheres gue tém Chlamydia n&o tém nenhum
sintoma e ndo sabem que estdo infectados. Pode ser séria mas
& curada facilmente com antibidticos se for detectado a
tempo. Igualmente importante, a infecgdo dos olhos por
Chlamydia €& a causa mais comum de cegueira prevenivel no
mundo.

Em uma realizacdo atualmente preferida, a presente
invencdo refere-se a um método de diagndéstico e monitoramento
da infec¢do por Chlamydia.

O imunoensaio é baseado na avaliagdo da produgdo de
IP-10 pelo linfécito T especifico de antigeno na interagdo
com células que apresentam antigeno (por exemplo,
mondcitos/macréfagos) que respondem os antigenos Dbrutos ou
antigenos purificados tais como, mas sem ficar a eles
limitados, os peptideos. Potencialmente, as sequéncias de
peptideos podem ser selecionadas quanto a sua imunogenicidade
e a sua especificidade, e potencialmente outros peptideos
podem ser utilizados similarmente.

Antigeno

A escolha do antigeno apropriado para a presente
invencdo, também indicado como antigeno(s) de teste, e O
antigeno selecionado para a avaliagdo, depende do tipo de
infeccdo que o elemento versado na técnica gostaria de
avaliar, e conseqguentemente os antigenos selecionados séo
associados a doencas. Por exemplo, gquando ¢é minitorada a
infeccdo de MTB todos os antigenos disponiveis de MTB podem
gerar a resposta necessdaria, e vice-versa. Diversos antigenos
ja& s3do utilizados nos ensaios comerciais existentes. Deve ser
compreendido que qualquer caracteristica e/ou aspecto
discutido acima ou abaixo em relagdo ao(s) antigeno(s) de
teste de acordo com a invengdo se aplicam pela analogia ao

antigeno selecionado para a avaliagdo.
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Onde se acredita que a infecg¢do estd relacionada a

M

tuberculose, o antigeno ou pelo menos um antigeno
selecionado do grupo que consiste em antigenos RD-1, ESATt-6,
CFP10, TB7.7, Ag 85, HSP-65, Ag85A, Ag85B, MPT51, MPTe4,
TB10.4, Mtb8.4, hspX, Mtbl2, Mtb9.9, Mtb32A, PstS-1, PstS-2,
PstS-3, MPT63, Mtb39, Mtb4l, MPT83, 71-kDa, PPE68 e LppX.

Em uma realizag¢do atualmente preferida, o antigeno
ou pelo menos um antigeno s&o selecionados do dJrupo dJue
consiste em antigenos ESAT-6, CFP-10 TB 7.7, Aa 85, HSP 65 e
RD-1.

Em ainda uma realizag¢do da presente invengdo, o
antigeno & ESAT-6.

Em uma outra realizacd3o da presente invengdo,o
antigeno & CFP-10.

Em uma realizacdo adicional da presente invengao,
antigeno &€ TB 7.7.

Em uma realiza¢do atualmente preferida da presente
invencdo, os antigenos sdo antigenos RD-1.

Diversas institui¢des de pesquisa estdo trabalhando

na identificagdo dos antigenos solenemente expressos pelo

agente infeccioso individual, denominados antigenos
especificos de micrdbios ou de doengas. No caso de M.
tuberculosis, os antigenos especificos sdo expressos em

estidgios diferentes de infecgdo tais como, mas sem ficar a
eles limitados, os estagios dormente, latente, ativo,
recente, pulmonar, extra-pulmonar, localizados ou curados.

A presente 1invengdo pode ser implementada ao
utilizar tais antigenos, desse modo provendo uma ferramenta
para a identificagdo desse estdgio especifico (por exemplo, a
infecc8o latente com M. tuberculosis).

Em uma realizacdo preferida, diversos antigenos do
mesmo microorganismo podem ser adicionados ao gerar a amostra

de resposta. Com a adigdo de diversos antigenos com varias
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preferéncias de tipos de tecidos, a intensidade do ensaio é
aumentada. No caso da tuberculose, a combinagdo antigeno-
peptideos de ESAT-6, CFP-10 e TB7.7 e proteinas aumenta a
probabilidade do teste cobrir a faixa mais ampla de tipos de
tecidos e desse modo propiciando resultados de teste mais
intensos e mais confiaveis em populagdes de pacientes
diferentes.

Onde se acredita que a infecgdo estd relacionada a
Chlamydia, o antigeno ou pelo menos um antigeno € selecionado

do grupo que consiste em extrato de Serovar D, da proteina de

membrana externa principal (MOMP), de proteinas de membrana
externa rica em cistelina (OMPs) , OMP2, OMP3, OMPs
polimdérficas (pOMPs) , difosfato de adenosina/adenosina

trifosfato de adenosina de Chlamydia pneumonia, proteinas
porina B (PorBs), e CT521.

Tal como é aparente da presente invengdao, a fonte
da infeccdo pode variar. Em uma realizagdao da presente
invengédo, o antigeno ou pelo menos um antigeno sao
selecionados do grupo que consiste em epimastigotos fixados,
tripomastigotos fixados, epimastigotos rompidos,
tripomastigotos rompidos, frag¢des antigénicas purificadas de
epimastigotos, fragdes entigénicas semi-purificadas de
epimastigotos, antigenos excretores-secretores de
tripomastigoto (TESA), antigeno de tipo varidvel predominante
(VAT), glicoproteina de superficie variavel (VSG), trans-
sialidase (TS), por exemplo TS13, proteina-2 de superficie de
amastigoto (ASP2), KMP-11lm, CRA, Ag30, JL8, TCR27, Agl, JL7,
H49, TCR39, PEP-2, Ag36, JL9, MAP, SAPA, TCNA, Agl3, TcD,
B12, TcE, JL5, Al13, 1F8, Tc-24, Tc-28, Tc-40, Cy-hsp70, MR-
HSP70, Grp-hsp78, CEA, CRP, SA85-1.1, FCaBP (proteina de
ligagdo de ca®** flagelar), FL-160 (proteina de superficie
flagelar de 160 kDa) e FRA (antigeno repetitivo flagelar), em

que os ditos antigenos sdo relacionados a Trypanosomas.
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Em uma realizagdo preferida da presente invengdo, o
antigeno ou pelo menos um antigeno sdo selecionados do grupo
que consiste em epimastigotos fixados, tripomastigotos
fixados, epimastigotos rompido, tripomastigotos rompidos,
fracdes antigénicas purificadas de epimastigotos, fragdes
antigénicas semi-purificadas de epimastigotos, antigenos
excretores-secretores de tripomastigoto (TESA), antigeno de

tipo variavel predominante (VAT), glicoproteina de superficie

variavel (VSG), trans-sialidase (TS), por exemplo, TS13,
proteina-2 de superficie de amastigoto (ASP2), FCaBP
(proteina de 1ligagdo e ca’* flagelar), FL-160 (proteina de

superficie flagelar de 160 kDa) e FRA (antigeno repetitivo
flagelar) .

No caso em gque a infecgdo estd relacionada a
schistosoma, o antigeno ou pelo menos um antigeno €&

selecionado do grupo que consiste em ovo de schistosoma

rompido, glicoproteinas excretadas/secretadas (ES),
glicoproteinsas tegumentais (TG), antigeno de ovoO soldvel
(SEA), extrato solGvel de S. mansoni (SWAP), hemocianina de

lapa minGscula (KLH), RP26, Sj 31, Sj 32, paramiosina, Smé62-
Irvs, 8Sm37-SG3PDH, Sm28-GST, Sml4-FABP, PR52-filamin PL45-
fosfoglicerato quinase, PN18-ciclofilina, MAP3, Sm23, MAP4,
Sm28-TPI, Sm97, CAA, CCA e proteina 70 de choque térmico de
Schistosoma mansoni.

Em uma realizacdo preferida da presente invengdo, o
antigeno ou pelo menos um antigeno sdo selecionados do grupo
que consiste em glicoproteinas excretadas/secretadas (ES),
glicoproteinas tegumentais (TG), antigeno de ovo solavel
(SEA), extrato soliGvel de S. mansoni (SWAP), hemocaanina de
lapa miniscula (KLH) e RP26.

Com respeito a leishmania, o antigeno ou pelo menos
um antigeno s8o selecionados do grupo dque consiste em

promastigozies rompidos, leishmanin, rGBP, rORFF, rgp63, IK3,
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rK26, rK39, PN1l8-ciclofilina, MAP3, Sm23, MAP4, Sm28-TPI,
Sm97, CAA e CCA.

Realmente, gqualquer antigeno especifico para a
espécie a ser analisada pode ser Gtil de acordo com a
presente invengdo.

Em uma outra realizacdo preferida, uma gama de
antigenos diferentes de doengas diferentes pode ser combinada
para permitir uma ferramenta de selegdo com baixa
especificidade para a doenga individual, mas alta
sensibilidade para a "infecgdo". Um kit que combina, por
exemplo, um palette de antigenos de micrdbios soldados &
exposto durante a missdo (por exemplo, malaria, tuberculose,
leishmania, esquistossomose e/ou tripanosomiase) ira permitir
gue os médicos realizem um teste de selegdo rapido em vez de
uma gama de testes diferentes.

Em uma outra realizagdo preferida, os kits
combinados podem compreender os antigenos de varios micrdbios
que infectam um &6rgdo (por exemplo, as espécies de Nesseria e
de Chlamydia que causam doenga inflamatdria Pélvica), ou
compreender os antigenos de agentes infecciosos que causam
sintomas comuns (por exemplo, a diarréia tratavel causada
pela infecgdo por campylobacter e shigella, poderia ser
distinguida da diarréia ndo-tratével causada por virus, por
exemplo, rotavirus).

Individuo

A referéncia a um "individuo" inclui uma espécie
humana ou ndo-humana, incluindo primatas, animais domésticos
(por exemplo, carneiros, vacas, porcos, cavalos, asnos,
cabras), animais de teste de laboratdrio (por exemplo,
camundongos, ratos, coelhos, porquinhos-da-india, hamsters) ,
animais companheiros (por exemplo, caes, gatos), espécies de
aves (por exemplo, aves domésticas, aves de aviarios),

répteis e anfibios. A presente invengdo tem aplicabilidade,
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portanto, na medicina humana, bem como aplicagdes em animais
domésticos e veterindrios e da vida selvagem.
Generalidades

A referéncia a qualquer técnica anterior neste
relatério descritivo nd3o &, e ndo deve ser tomada, como um
reconhecimento ou nenhuma forma de sugestdo gue esta técnica
anterior faz parte do conhecimento geral comum em qualquer
pais.

Todas as referéncias de patentes e gque ndo de
patentes citadas no presente relatdédrio descritivo sdo aqui
incorporadas a titulo de referéncia em sua totalidade.

Tal como ¢é aparente, as caracteristicas e as
peculiaridades preferidas de um aspecto da invengdo podem ser
aplicaveis a outros aspectos da invencdo. A invengdo pode ser
incorporada em outras formas especificas sem que se desvie do
cardter ou das caracteristicas essenciais da mesma. AsS
realiza¢des acima devem, portanto, ser consideradas em todos
os respeitos ilustrativos e n8o limitadores na inveng¢ao aqui
descrita. O ambito da invencgdo é indicado desse modo pelas
reivindicacdes anexas e ndo pela descrigdo acima, e todas as
mudancas que se engquadram dentro do significado e da faixa de
equivaléncia das reivindica¢des devem ser aqui englobadas a
titulo de referéncia.

Deve ser compreendido que gqualquer caracteristica
e/ou aspecto discutido acima em relacdo aos métodos de acordo
com a invencdo se aplicam por analogia aos métodos de
diagnéstico.

Por todo este relatédrio descritivo, deve ficar
entendido que a palavra "compreende", ou as variagdes tais
como "compreendem" ou "compreendendo", implica a inclusdo de
um elemento, um namero inteiro ou uma etapa, Ou um Jrupo

indicado de elementos, nGmeros inteiros ou etapas, mas nido a
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exclusdo de qualquer outro elemento, namero inteiro ou etapa,
ou grupo de elementos, nimeros inteiros ou etapas.

A invencdo serad descrita em seguida por meio das
seguintes figuras e exemplos ndo-limitadores.
Legendas das figuras
Figura 1
Correlacdo entre IFN-y de plasma, IP-10 e IFN-y. O sangue
integral foi estimulado por 20-24 horas com solugdo salina
(ndo-estimulada) (1a), antigenos especificos de M.
tuberculosis (1b) ou mitédgeno (lc). A produgdo de citocina
foi medida em sobrenadantes de plasma por ELISA (IFN-y) ou
multiplex (IP-10).
Figura 2
Comparagdo da produgdo de antigeno especifico de IFN-y e
citocina IP-10 (isto &, Ag-Nulo) medida por Quantiferon ELISA
e Luminex, respectivamente. Os valores sao em pg/ml. As
linhas retas representam valores medianos, para a faixa vide
a tabela 2.
Figura 3
curva de ROC que apresenta a sensibilidade e a especificidade
do ensaio de IP-10. O eixo x apresenta a l-especificidade, e
o eixo y a sensibilidade.
Figura 4 |
Comparacdo da produgdo de antigeno especifico de IP-10 e IFN-
y. O IFN-y & examinado e o IP-10 n&8o-diluido & analisado a
uma diluigdo de 1:8.
Figura 5
Producdo de IFN-y e IP-10/CXCL10 especifico de antigeno nos
pacientes ‘com um teste de Quantiferon negativo ou
indeterminado '
Sangue integral de 6 Quantiferon em tubo (QFT-IT) negativo e

paciente de TB indeterminado de DFT-IT foi estimulado por 20-
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24 horas com solugdo salina ou antigenos especificos de M.
tuberculosis. A produgdo de citocina pela foi medida no
sobrenadante do plasma de ELISA (IFN-y) e tecnologia de
multiplex (IP-10) . A produgdo especifica de antigeno

representa a amostra estimulada por antigeno subtraida da

amostra ndo-estimulada. As 1linhas retas representam os
valores medianos, (teste de classificagdao assinado Wilcoxon) .
Exemplos

Nos seguintes exemplos o desempenho do ensaio de
IP-10 é demonstrado ao utilizar a infec¢do com Mycobacterium
tuberculosis e Chlamydia Trachomatis como exemplos do
principio de teste
Métodos gerais

Nos exemplos 1-17 foi utilizada a estimulag¢do do
sangue integral para demonstrar o principio e no exemplo 18
foram utilizadas células mononucleares de sangue purificadas
(PBMCs) .
Estimulag¢do do sangue integral
1. O volume de 1 ml de sangue heparinizado foi extraido em
trés tubos vaccutainer (Cellestis, Austrdlia) revestidos com:
a. solugdo salina, para gerar a amostra ndo-estimulada ou a
amostra Nil (utilizadas intercambiavelmente)
b. peptideos derivados das proteinas ESAT-6, CFP-10 e TB-7.7
para gerar a amostra do antigeno (Ag)
c. fitohemagluinina (PHA) para gerar a amostra do mitdégeno.
2. Os tubos foram incubados por 20-24 horas a 37°C.
3. Os tubos foram centrifugados por dez minutos a 2.000 rpm.
4. O plasma foi coletado e congelado a -40°C ou menos.
Isolamento de células mononucleares do ' sangue periférico
(PBMCs)
1. As PBMCs foram separadas do sangue integral por meio de
centrifugacdo de gradiente de densidade (Lymphoprep; Nycomed)

e congeladas em nitrogénio liquido até o uso.
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2. As PBMCs foram descongeladas e resuspensas em RPMI 1640,
suplementadas com 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de
aminoadcidos n3o-essenciais, 1% de glutamina, 1% de pirovat,
1% de HEPES, e 10% de soro humano AB (banco de sangue local,
Rigshospitalet, Copenhagem) .

3. A viabilidade e o numero de células foram determinados por
tingimento com nigrosin. ’

4. As células foram cultivadas em triplicata em placas de

fundo redondo de microtitulagdo (Nunc) a 1,25 X 10° células a

um volume total de 100 ul.

Preparagdo do antigeno de extrato D da cepa serovar de C.
Trachomatis

1. A cepa D serovar de Chlamydia Trachomatis (Uw-3/Cx) foi
propagada em 229 células Hela e fracionada em 30 frag¢des de
peso molecular estreito ao utilizar uma técnica de
multieluigdo.

5. Serovar D de C. Trachomatis em tampdo de SPG foi
centrifugada a 30.000 g por trinta minutos.

3. A pelota foi resuspensa a 1l:1 em agua estéril e tampdo de
amostra de reducdo de laemmli, seguida por uma ebuligdo por
cinco minutos.

4. Apbés a sonicagdo repetida, a suspensé&o foi centrifugada a
30.000 g por trinta minutos.

5. O extrato da cepa D serovar de C. Trachomatis cru do
sobrenadante foi utilizado como antigeno.

Estimulacdo de PBMC com o antigeno de Serovar D

1. As PBMCs foram chapeadas tal como descrito acima e as
células foram estimuladas com:

a. 2 pg/ml de antigeno de serovar D para gerar a amostra de

antigeno

b. Sem antigeno para gerar a amostra ndo-estimulada.
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2. As células foram incubadas a 37°C no ar umidificado (5% de
CO, e 95% de ar).

3. Os sobrenadantes foram coletados apds cinco dias para a
quantificagdo de IP-10.

4. O plasma foi coletado e congelado a -40°C ou menos.
Medi¢des de Biomarcadores

Luminex:

IP-10 e/ou MCP-1 e/ou Il-2 foram medidos na
plataforma de Luminex e executados de acordo com o protocolo
Biosource.

1. Suspensdes de grénulos de IP-10 individual, IL-2, MCP-2
e/ou kits de IFN-y foram combinados em placas de filtro de 96
cavidades previamente umedecidas.

2. Os granulos foram lavados duas vezes com solugdo de
lavagem e o tampdo de incubagdo foi adicionado.

3. As amostras foram diluidos 1:1, 1:8 1:10, ou 1:20 na
diluicdo de ensaio e 100 pl foram adicionados a placa.

4. A placa foi incubada por duas horas a temperatura ambiente
a 600 rpm em um agitador de placa de titulagédo.

5. Depois de duas lavagens, 100 pl do coquetel de anticorpo
de detecgdo foram adicionadas por cavidade, e a placa foi
incubada a temperatura ambiente por uma hora em um agitador
de placa de titulagdo.

6. Depois de duas lavagens, 100 ul de wuma solugdo de
estrepavidina-RPE foram adicionados por cavidade.

7. Apbés uma incubagdo de trinta minutos e trés lavagens, 100
pul da solugdo de lavagem foram adicionados a cada cavidade e
a placa foi colocada na plataforma XY do Luminex.

8. De cada cavidade, um minimo de 100 grédnulos especificos do
analito foi analisado quanto & fluorescéncia de granulos e de
RPE.

ELISA de IP-10
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As medicdes de IP-10 foram feitas ao utilizar um
ELISA do tipo de etapa Gnica da Biosource (Invitrogen, EUA).
ELISA de IFN-y

As medicdes de IFN-y foram feitas ao utilizar um
ELISA do tipo de sanduiche de uma UGnica etapa; ELISA de IFN-y
de Quantiferon (Cellestis, Australia).Os niveis de IFN-y
foram analisados ao utilizar o software fornecido pelo

fabricante (versd3o 2.50). O kit de ELISA da Cellestis opera

em unidades internacionais (U) (1 Unidade/ml corresponde a
uma concentracdo de 50 ug/ml) e nos presentes exemplos sdo
apresentados os resultados de ELISA de IFN-y em pg/ml.

Teste de Quantiferon (teste de QFT-IT)

A produgdo de IFN-y é medida ao utilizar ELISA de
Quantiferon. De acordo com as diretrizes dos fabricantes, a
resposta a IFN-y da amostra ndo-estimulada é& subtraida da
resposta a IFN-y mna amostra estimulada com antigenos

especificos de M. tuberculosis e na amostra do mitdgenoc. O
resultado de QTF-IT era considerado "positivo" se a resposta
aos antigenos especificos fosse 2 17,5 pg/ml (0,35 iU/ml) e =
25% do valor ndo-estimulado, independentemente da resposta a
IFN-y estimulada por mitdgeno; "negativo" se a resposta aos
antigenos especificos fosse < 17,5 pg/ml (0,35 IU/ml) e a
resposta a IFN-y estimulada por mitdgeno fosse = 25 pg/ml
(0,5 IU/ml). Um teste era considerado "indeterminado" se
qualgquer um da resposta aos antigenos especificos fosse <
17,5 pg/ml (0,35 IU/ml) e a resposta a IFN-y estimulada por
mitégeno fosse < 25 pg/ml (0,5 IU/ml); ou a resposta a IFN-y
na amostra nio-estimulada fosse = 400 pg/ml (8 IU/ml) nd&o
obstante especifico de antigeno ou o mitdgeno estimulou a
resposta.

Exemplo 1
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Os niveis elevados do plasma IP-10 sdo induzidos
pela estimulagdo do sangue integral com antigenos especificos
de M. tuberculosis dos pacientes infectados com M.
tuberculosis.

Foi testado o sangue integral de doze pacientes com
tuberculose pulmonar esputo-positiva da Dinamarca (n = 2) e
de Guiné Bissau (n = 9), e 11 controles dinamarqueses ndo
expostos a TB saudaveis (médicos jovens, pesquisadores e
estudantes do departamento de doengas infecciosas e da
unidade de pesquisa clinica no Hospital Hvidovre). Nenhum
paciente era HIV positivo. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética de Copenhagem e pela Frederiksberg Commune, e pelo
Comité& de Etica de Guiné Bissau.

Resultados
Os niveis de IFN-y e IP-10 (valores médios e faixa)

no plasma de amostras de sangue integral incubadas com Nil,
Ag ou mitégeno, medidos por Luminex IP-10, Luminex de IFN-y

ou por ELISA de IFN-y de Quantiferon comercial sao
apresentados na tabela 1.

A produgdo de IP-10 apds a incubagdo com oOs
antigenos especificos de M. tuberculosis é fortemente
associada com a presenga de uma infecgdo por M. tuberculosis
no paciente; Niveis muito elevados de IP-10 no plasma, 1.025
pg/ml (faixa: 497,3 - 2080,4 pg/ml), da cultura de sangue
integral foram induzidos durante a estimulagdo com OS
antigenos especificos de M. tuberculosis nos pacientes
infectados com M. tuberculosis, ao passo que niveis muito
baixos de IP-10 de 40,4 pg/ml (faixa: 19,7 - 158,8) foram
observados na cultura do sangue integral dos onze individuos
dinamarqueses saudaveis sem nenhuma exposigdo conhecida ou
sinais de infecgdo por M. tuberculosis (controles). A

diferenca entre os dois grupos era altamente significativa; p
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< 0,0001 mostra que a liberagdo de IP-10 € realmente induzida
por antigeno.

A guantidade de IP-10 estimulado por antigeno de
1.024 pg/ml (faixa de 497 - 2.080 pg/ml) era
significativamente mais elevada do que Os niveis de IFN-y
determinados por ELISA de 223,5 (99 - 1.283 pg/ml) e por
Luminex 90,7 pg/ml (37 - 464 pg/ml) (p = 0,01 e 0,001).

Em comparagdo com IP-10, niveis significativamente
mais baixos do plasma de IFN-y foram determinados Ipor
Quantiferon-ELISA, mas a diferenga entre aqueles infectados
por TB e ndo-infectados por TB ainda era significativa. O
IFN-y medido por Luminex era ainda mais baixo do que o IFN-y
medido por ELISA de QFT-IFN-y e, portanto, nao serd discutido
adicionalmente.

Concluindo, o IP-10 é um marcador altamente
especifico para a infecgdo por M. tuberculosis quando o
sangue integral de uma pessoa infectada é estimulado com os
antigenos especificos de M. tuberculosis. O IP-10 € muito
mais facil de medir e tem um grande potencial como marcador

mais sensivel devido aos niveis elevados liberados.

Tabela 1
Producdo de IFN-y e IP-10 (pg/ml) no
plasma de solugdo salina, antigeno, ou
sangue integral estimulado por mitdgeno
de:
Controles (n = 11) |Pacientes com TB (n =
: 12)
IFN-y (ELISA)
Solugdo salina 8,5 (6,5 - 11,5) 10,3 (6,5 — 134,5)
Antigenos 8,9 (5,0 - 14,0) 223,5 (99,0 - 1283,0)b
Mitdégeno 1613,0 (45,5 ~-|272,8 (31,5 - 1750,5)
1798,5)
IFN-y (Multiplex)
Solucdo salina 5,0 (5,0 — 11,5) 5,0 (5,0 - 70,2)
Antigenos 5,0 (5,0 - 11,8) 90,7 (37,3 — 464,2)"
Mitdégeno 291,9 (5,0 -|1160,9 (5,0 - 2913,4)
2980, 7)
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IP-10

Solucdo salina 27,1 (17,7 -[150,9 (61,1 - 991,9)°
140,6)

Antigenos 40,4 (19,7 _|1025 (497,3 - 2080,4)"
158, 8)

Mitoégeno 993,5 (164,0 -[8a3,0 (384,4 - 2587,9)
>2800)

Tabela 1: Producdo de IFN-y e IP-10 na cultura do sangue
integral.

O sangue integral foi estimulado por 20-24 horas
com solucgdo salina (nd3o-estimulado), antigenos especificos de
M. tuberculosis ou mitégeno. A produgdo de citocina foi
medida por ELISA (IFN-y) e multiplex (IFN-y, IP-10).
30s valores sdo médios (faixa).

b Significativamente diferentes (P < 0,0001).

¢ gignificativamente diferentes (P < 0,0005).

d Significativamente diferentes (P < 0,008).

Teste de Kruskal-Wallis

Exemplo 2

Liberacdo de IP-10 espontdnea elevada no plasma de cultura de
sangue integral ndo-estimulado (amostra Nil) dos pacientes
com infeccdo ativa de TB; IP-10 como marcador para a doenga
ativa

Conforme observado na tabela 1, os pacientes com
tuberculose ativo tiveram niveis de plasma 5,6 vezes maiores
de IP-10 em amostras de sangue integral ndo-estimulado (Nil)
(150,9 pg/ml (61,1 - 991,9)) em comparagdo aos controles
saudaveis (27,1 pg/ml (17,7 - 140,6)) p = 0,0005. Nao houve
nenhuma diferenca significativa no IP-10 de plasma Nil entre
os pacientes com tuberculose ativa de Guiné Bissau e da
Dinamarca (p = 0,67).

Conclusdo: Isto indica que a determinagdo da
liberacdo de IP-10 espontédnea em combinagdo com a liberagdo

de IP-10 estimulada por antigeno pode ser utilizada para
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discriminar os individuos saudaveis dos pacientes com TB
ativo.
Exemplo 3
Correlac¢do entre a liberagdo de IFN-y e IP-10

Ha uma forte correlacdo entre a liberagdo de IFN-y
e IP-10 na cultura do sangue integral, mas a liberagdao de IP-
10 & de maior magnitude. As respostas individuais a IP-10
apdés a estimulagdo Nil, com antigeno ou mitégeno e os IFN-y
de ELISA correspondentes s8o mostrados nas figuras la-c.
Houve uma forte correlacgdo entre os niveis de IP-10 e IFN-y
de ELISA no plasma do sangue integral estimulado por antigeno
(spearman r = 0,87, 95% C.I 0,71 a 0,95, p < 0,0001) (figura
1b) e no plasma do sangue integral estimulado por mitdgeno,
embora nio no mesmo nivel (r = 0,54, 95% C.I. 0,15 a 0,78, p
= 0,008 (figura 1lc).

Conclusdo: A liberagdo de 1IP-10 e de IFN-y na
cultura do sangue integral & correlacionada, mas a liberagdo

de IP-10 & de uma magnitude maior. Isto torna IP-10 um
marcador melhor do que IFN-y em testes de TB in vitro.

Exemplo 4
A producdo de IP-10 especifico de antigeno & mais elevada do

que a produgdo de IFN-y especifico de antigeno

Para determinar a quantidade de citocina liberada
em resposta aos antigenos presentes na cultura (isto &, a
resposta a citocina especifica de antigeno (Ag-especifica)).
A resposta a citocina especifica de antigeno foli calculada
como um valor delta (= produgdo de citocina em cultura de
sangue integral estimulada por antigeno subtraida pela
guantidade liberada no plasma de cultura de sangue integral
nio-estimulada). O valor delta permite que seja feita a
comparacdo da produgdo de IFN-y especifico de antigeno e de

citocina IP-10. Conforme observado na figura 2, o ensaio de
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IP-10 mede os valores mais elevados de IP-10 Ag-especifico

(870,4

pg/ml

Ag-especifico

(Mann-Whitney) .

(260,5 -
(216,5 pg/ml

Os valores

apresentados na tabela 2.

maiores

Concluséao: 0

(p =

0,006)

Ip-10

1575,9 pg/ml))
(80,5

parece um marcador melhor do que IFN-y.

- 1273,0 pg/ml))
médios e as
é€ liberado

faixas

em

em comparagdo a IFN-y

p = 0,006

sao

quantidades

e desse modo é mais facil de medir e

Tabela 2
Controles (n ={TB (n = 12) Valores de
11) P
INF-y, Quantiferon Elisa (pg/ml)
Ag-Nil, média|-0,5 (-3,5 -1216,5 (80,5 < 0,0001
(faixa) 3,5) 1273,0)
IP-10, Luminex (pg/ml)
Ag-Nil, média |10, 8 (1,1 -1870,4 (260,5 < 0,0001
(faixa) 27,6) 1575, 9)
Tabela 2. Comparagdo de produgdo de INF-y Ag-especifico e
citocina IP-10 medida por Quantiferon ELISA e Luminex,
respectivamente (teste de Kruskal-Wallis).
Exemplo 5

Sensibilidade e especificidade muito elevadas do ensaio de
IP-10

A sensibilidade e a especificidade muito elevadas
do ensaio de IP-10 sdo demonstradas ao utilizar TB como um
teste. A sensibilidade e a

de

principio de

do

exemplo do

especificidade elevadas ensaio IP-10 descrito na

invencdo sdo determinadas ao utilizar uma andlise da curva de
ROC baseada em niveis dos valores de IP-10 especifico de

antigeno (Nil subtraido estimulado por antigeno). A presente

-

andlise da curva de ROC & baseada em doze pacientes de TB e

onze controles saudaveis descritos no exemplo 1. Na figura 3

é demonstrado que o teste de IP-10 segrega perfeitamente

entre os pacientes com tuberculose ativa e os controles
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sauddveis. Nesta experiéncia o teste de IP-10 tem uma A&area
sob a curva (AUC) igual a 1,0.

Conclusdo: Foi demonstrado que o ensaio de IP-10
utilizado no diagndéstico da infec¢do por M. tuberculosis €&
100% sensivel e 100% especifico, que & um desempenho melhor
do que aquele utilizado atualmente em testes de TB in vitro.
O teste de IP-10 pode aqui claramente discriminar entre
pacientes com e sem infecg¢do por tuberculose.‘Com base neste
material limitado, é possivel ajustar o corte entre 27,6
pg/ml e 260,5 pg/ml e obter a segregagdo completa.

Exemplo 6
O IP-10 é um marcador eficiente para a TB latente em
imunosuprimidos

O sangue integral de seis pacientes com artrite
reumatdide (RA) recebendo corticosterdides e methotrexate®
foi estimulado com Nil, um antigeno especifico de M.
tuberculosis (ESAT6), ou mitdgeno (PHA). A concentrag¢do de
IP-10 foi medida no sobrenadante ao utilizar Luminex tal como
descrito acima. Os pacientes 1-3 apresentaram teste de
Quantiferon negativo os pacientes 4-6 apresentaram teste de
Quantiferon positivo.

Conforme observado na tabela 3, todos os pacientes,
apesar da imunosupressdo, montaram niveis elevados de IP-10
em resposta ao controle de mitdgeno positivo. Os niveis
elevados de IP-10 estimulado por ESAT6é (faixa de 668 - 2.800
pg/ml) foram observados em todos os pacientes com TB latente
(teste Quantiferon positivo). Concluindo, o teste baseado em
IP-10 pode ser utilizado para o diagndstico da infecgdo de TB

latente nos pacientes com imunosupressado.

Tabela 3
Paciente|Teste QFT|Nil|ESAT6 |Mitdgeno
1 - 35 |[184 1.141
2 - 87 |95 2.800

3 - 38 (47 2.800
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4 + 34 |2.800(1.589
5 + 63 [1.605(2.800
6 + 31 |668 1.393
Tabela 3. Seis pacientes com artrite reumatdide foram

estimulados com Nil, Esat-6 (um dos antigenos utilizados no
teste de Quantiferon), ou mitdgeno, o IP-10 foi medido por
Luminex. Os trés pacientes de cima apresentaram teste de
Quantiferon negativo e os trés de baixo apresentaram teste
Quantiferon positivo. Todos os pacientes estdo 1livres de
sintomas ativos da doenca de TB mas sofrendo e sob medicagdo
imunosupressora maciga para RA grave (candidatos a tratamento
biolégico, isto &, blogueadores de TNF-a) .
Exemplo 7
Ip-10 como marcador para TB latente em pessoas saudaveis com
exposi¢do a TB conhecida na juventude

Duas pessoas do teste (RV e AKA) com exposigdo a TB
conhecida na juventude, conversdo provada de PPD e sem
nenhuma quimioprofilaxia de tuberculose e nenhuma CcoO-
morbidez, foram testadas gquanto & resposta a IP-10 ao
utilizar o método descrito acima. Os doadores foram
conhecidos como Quantiferon positivos dos testes precedentes.
Ambas as pessoas do teste reagiram com fortes respostas a IP-
10 especifico de antigeno (ESAT-6) (302,9 pg/ml e 916,1
pg/ml) indicados mna tabela 9. A pessoa do teste RV foi
testada duas vezes com um intervalo de dois meses, e ha uma
boa reprodugdo dos resultados (dados ndo mostrados) .

Conclusdo: O Ip-10 é forte como marcador para a

infecg¢do de tuberculose latente.

Tabela 4
Paciente|Teste Nil |Ag (apenas estimulagdo com
QFT ESAT6) - ‘ Mitégeno
AKA + 22,51325,4 631
RV + 10,4(926,5 491,5
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Tabela 4. Dois pacientes saudaveis com exposigao a TB
conhecida na juventude sdo testados gquanto & resposta ao
antigeno da tuberculose (ESATS6) .
Exemplo 8
O nivel de IP-10 espontineo em uma amostra em combinagdo com
a liberacdo de IP-10 especifico de antigeno pode distinguir
individuos saudaveis com ou sem infecg¢do de Tb latente TB dos
pacientes com TB ativa

No exemplo 6 (tabela 3) fol mostrado que os niveis
de IP-10 espontdneo (Nil) sdo baixos em ambos os pacientes
infectados latentemente com tuberculose 34 pg/ml (faixa: 31 -
63 pg/ml)) e ndo-infectados (38 pg/ml (faixa: 35 - 87 pg/ml))
com artrite reumatdide. Estes niveis estavam a um nivel

similarmente baixo tal como aquele obaservado em doadores

saudaveis ndo-infectados (27,1 pg/ml (faixa: 17,7 - 140,6
pg/ml), tabela 1) e doadores latentemente infectados (22,5 e
10,4 pg/ml), tabela 4). Se todos os pacientes sem tuberculose

ativa dossem agrupados e comparados estes niveis baixos aos
niveis elevados da liberacdo de IP-10 espontdnea observados
nos pacientes com TB ativa (150,9 pg/ml (faixa: 61,1 -
991,9)) (tabela 1), & encontrada uma diferenga altamente
significativa (p < 0,0001, Mann Whitney) .

Concluindo, a combinagdo da liberagdo de IP-10
espontdnea e especifico de antigeno pode ser utilizada para
discriminar entre a infeccldo ativa e latente da tuberculose.
Exemplo 9
A diluicd3o de amostras de plasma pode ser feita sem perder a
sensibilidade do teste de IP-10

A diluicdo da amostra é uma diminuigdo por etapas
das concentrac¢des pela adigdo de uma solugdo diluente. Foi
testado se a diluig3io de uma amostra do plasma apds a
incubacdo interferia na relagdo multiplicada entre amostras

do plasma com concentragdes de IP-10 elevadas e baixas, e se
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esta diluigdo interferia na sensibilidade do ensaio de IP-10.
As amostras foram diluidas na diluigdo de ensaio fornecida no
kit Biosource Luminex.

Conforme observado na tabela 5, a diluigdo das
amostras resulta em uma diminuigdo por etapas dos niveis de
IP-10 no plasma e no sangue integral estimulado por antigeno

e mitégeno de sangue integral ndo-estimulado (Nil).

Tabela 5
Fator de diluigdo|IP-10
' Paciente A|Paciente B
Nil 1:2 22,5 10,4
1:4 11,7 5,2
1:8 4,4 2,9
1:16 1,3 1,3
Antigeno|1l:2 631 491
1:4 430 327
1:8 396 197
1:16 277 130
Mitbébgeno|1l:2 325 927
1:4 225 541
1:8 139 438
1:16 89 326

Tabela 5. O plasma do sangue integral estimulado por Nil,
antigeno e mitégeno foi diluido 1:2-1:16 na diluigdo de
ensaio e analisado quanto aos niveis de IP-10 ao utilizar
Luminex. Na tabela 5 & observado que a concentrag¢do de IP-10
especifico de antigeno permanece muito alta até mesmo nas
amostras diluidas 16 vezes (275 pg/ml e 128 pg/ml).

A figura 4 apresenta os dados de sete controles e

oito pacientes com tuberculose testados quanto as respostas a
IFN-y especifico de antigeno e a IP-10. A produgao de IP-10
especifico de antigeno &€ medida depois da diluigdo 1:8 vezes
da amostra e a resposta a IFN-y é& medida na amostra nao
diluida. ©Outra vez foram verificados valores de IP-10
altamente especificos, indicando que o IP-10 é um forte
marcador para a infecgdo de M. tuberculosis (p = 0,0003) até

mesmo na diluicgdo de 1:8 vezes. Além disso, os valores de IP-
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10 diluido 1:8 vezes (média de 1.097 pg/ml (faixa: 225 -
3.045 pg/ml)) sdo mais elevados em comparag¢do ao IFN-y
analisado no material de amostra ndo diluido (média de 2693
pg/ml (faixa: 81 - 1.273 pg/ml)) p = 0,014 (teste de pares
combinados de Wilcoxon) .

Estes resultados demonstram gque o IP-10 é€ um
marcador muito robusto para um ensaio de diagndstico e que ©
teste de IP-10 pode ser utilizado em uma configuragdo de
teste onde o material da amostra €& muito escasso. Isto abre
uma gama completa de aplicagdes de teste de IP-10, onde a
amostra pode ser diluida (tanto antes quanto depois da
incubacdo) nos casos onde somente um material de amostra
muito pequeno esta disponivel (diretamente aplicavel, por
exemplo, em um produto comercial para bebés com um volume
muito baixo de sangue).

Conclusio: E demonstrado gue as amostras de plasma
podem ser diluidas sem perder a sensibilidade do teste de IP-
10.

Exemplo 10

O IP-10 é mais sensivel do que o IFN-y e melhora no
diagnéstico in vitro da infecgdo por tuberculose

~ Para verificar se o IP-10 tinha o potencial para
melhorar a sensibilidade do teste de QFT-IT atual, foram
testadas as respostas a IP-10 em pacientes de tuberculose com
resultados de teste de QFT-IT negativos ou indeterminados,
(quanto Aas caracteristicas dos pacientes e as medigdes
individuais, vide a tabela 6). Estes pacientes eram, em

outras palavras, falsos-negativos no teste de IFN-y. A figura
5 mostra as respostas a IP-10 e IFN-y especifico de antigeno
em sete pacientes com TB e um teste de QFT-IT negativo ou
indeterminado. As respostas a IFN-y especifico de antigeno,

determinadas por QFT-IT ELISA, variaram de 0 a 12,8 pg/ml, ao
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passo gque as respostas a IP-10 especifico de antigeno

variaram de 0 a 532 pg/ml. Dos sete pacientes, trés também
nio eram responsivos a IP-10 com uma resposta especifica de
antigeno abaixo de 10 pg/ml, ao passo que os outros quatro
pacientes responderam com um nivel de IP-10 médio de 318
pg/ml (faixa: 196-532 pg/ml). Dos quatro pacientes com um
teste de QFT-IT negativo e resposta a IP-10 positiva, dois
estavam co-infectados por HIV com uma contagem de células CD4
de 32 células/pul e 300 células/upl, respectivamente. A
liberacdo de IP-10 especifico de mitdgeno era elevada em
todos os doadores, variando de 394 a 2.800 pg/ml. Estas
descobertas surpreendentes sd3o a base da sensibilidade

aumentada de IP-10 com base nos testes in vitro comparados

aos testes baseados em IFN-v.

Tabela 6

Doa [ Paisx[ Idade- 9| Diagnd | Nicrosco | HIVH CD4- IFN-v] Result | IP-109 Result

dor- (anos) d sticox | pia/ql (célul | (pg/ml) tx ado- do| (pg/ml)=x ado- de

n°.H culturax as/pl) ¥ Solugao- | Antig| Hitag| LInLT Solugo- [Antige [Mitdg IE-1%R

galina® | enosH|engx salina® | nosx enox

ix | GBx | 50% pIBr +/n,d.9% | pos | 300K 8x ™= 32xn neg.x | 721 383x 520K |pos.H
X

2m [GBH | 45x pIBx +/n.d.® | pgg |333x 13x% 131 | 596" |neg.Xx |97x 106X 757 | neg.x
WX

3n | GBa | 50m pIBH +/n,d.% [ pos|n.d.® | 7™ 10x 1.446] neg.® | 98% 107x 2.800f neg.x
WK

41 | DRa | 391 pIBx +/ 4% pos | 767X 3 2u 1.051) neg.x | 29x 391 2.8001 neg. X
K

Sx | DKx 36X pTBK +/ 4+ neg | n,d.® |38 44x  [249" [neg.® | 716X 1.040x% | 2.800] pos.®
X i

6% |DRx | 41x pIBx +/ +x n.din.d.x |7% 20r  [291x |[neg.® |31x 227 556X | pos.X
X

7 [DRe [ 26X epTBR | +/+x pgs | 32x 20H 28® | 30x ind.Px [301x B834x 394x | pog.™
X

Tabela 6. Pacientes com TB ativa e resultado de teste de QFT-
IT negativo ou indeterminado foram testados quanto a resposta
a IP-10. |

2 GB - Guiné Bissau; DK - Dinamarca

> bTB - TB pulmonar, epTB - TB extra-pulmonar

© 0 sangue integral foi estimulado por 20-24 horas com

solucdo salina e antigenos especificos de M. tuberculosis




10

15

20

25

89/97

(ESATt-6, CFP10, e TB 7.7) ou mitdgeno (PHA) . A produgdo de

citocina foi medida por ELISA (IFN-y) e multiplex (IP-10).
4 Uma resposta de QFT-IT positiva foi definida como uma
resposta especifica de antigeno de 17,5 pg/ml acima de Nil de
acordo com as diretrizes do fabricante.

® Uma resposta a IP-10 positiva foi definida como uma
resposta a IP-10 especifico de antigeno de 36 pg/ml acima de
Nil baseado arbitrariamente nos resultados médios de onze
controles saudaveis + trés desvios padrdo (pacientes do
exemplo 4)

9 n.d. - ndo feito

" jndeterminado

Exemplo 11

As respostas a IP-10 especifico de antigenos fortes podem ser
geradas em incubagdo curta e longa

Na tabela 7 sdo apresentadas as respostas ndo-
estimulada e estimulada por antigeno de um paciente tipico de
TB examinado 6-120 horas apds a incubagdo. Conforme pode ser
observado na tabela 7, é possivel induzir as respostas a IP-
10 com estimulacdo do antigeno, em um tempo muito curto de
incubacdo. > 1lng é produzido em seis horas e as respostas
muito elevadas 3-6ng sd3o mantidas durante 120 horas de
incubacdo. Estas cescobertas demonstram que o. desempenho do
teste de IP-10 & muito robusto e pode ser executado em tempos

de incubac¢do muito curtos (< 6 horas) e muito longos.

Tabela 7

Tempo |IP-10 (pg/ml)
horas|Solugdo salina|Antigeno
6 93 1.173

12 117 3.467

24 93 5.467

48 96 5.867
120 80 6.130
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Tabela 7. Respostas mnao-estimuladas (solugdo salina) e
estimuladas por antigeno de um paciente tipico de TB
examinado 6-120 horas apds a incubagdo.

Exemplo 12

As respostas a IP-10 especifico de antigeno fortes podem ser
geradas em uma gama de temperaturas de incubagao

Conforme pode ser observado na tabela 8, & possivel
induzir as respostas a IP-10 com estimulagdo de antigeno na
faixa ampla de temperaturas. > 200 pg/ml de IP-10 especifico
de antigeno é produzido a 30°C, indicando que a incubagdo
abaixo de 30°C & possivel, e que a incubagdao a temperaturas
na faixa, por exemplo, de 30 a 37°C, ira gerar respostas

especificas de antigenos fortes.

Tabela 8
Temperatura (°C)|Solugdo salina|Antigenos
20,0 8 6
30,0 4 221
37,0 5 852

Tabela 8. Respostas ndo-estimulada e estimuladas por antigeno
de um paciente tipico de TB examinado 24 horas apbs a
incubagdo a 20-37°C. Os valores de IP-10 sdo em pg/ml.

Exemplo 13

Quantidades pequenas de sangue integral podem ser diluidas
antes da incubacdo e ainda gerar fortes respostas a IP-10 _
Amostras de 1 ml (1:0), 0,5 ml (1:1) e 0,1 ml
(1:10) de sangue integral foram diluidas em RPMI-1640 até um
volume total de 1 ml. O sangue integral diluido foi
estimulado em tubos de QFT-IT por 24 horas. Os valores ndo
sdo corrigidos para o fator de diluigdo. Conforme pode ser
observado na tabela, 9 é possivel diluir o sangue integral em
RPMI-1640 antes da incubagdo e gerar ainda respostas a IP-10
especifico de antigenos > 80 pg/ml. Isto indica gue uma

diluic3o adicional é possivel e um kit de teste utilizando
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quantidades muito pequenas de sangue oOu células pode ser

desenvolvido.
Tabela 9
Diluigdo|N |A
1:0 93|5.467
1:1 4012.933
1:10 13(93
Tabela 9. Respostas ndo-estimuladas e estimuladas por

antigeno de um paciente tipico de TB ao utilizar aliquotas
pequenas de sangue integral diluidas em RPMI-1640. Os niveis
de IP-10 s3o em pg/ml.

Exemplo 14

Estabilidade de IP-10 a 25°C

Aliquotas de plasma de sangue integral estimulado
por PHA de quatro doadores foram armazenadas a 25°C por %
hora, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas ou 24 horas antes da
andlise. Na tabela 10 fica evidente que o IP-10 €& uma
molécula muito estavel gque ndo desintegra nem mesmo em 24

horas a 25°C.

Tabela 10
Tempo a 25°C|Doador 1|Doador 2|Doador 3| Doador 4
0 hora 63 769 482 127
% hora 57 649 471 115
1 hora 72 754 461 116
'2 horas 68 728 438 115
4 horas 62 727 487 126
8 horas 66 693 459 ' 137
24 horas 77 763 455 149

Tabela 10. Estabilidade da IP-10 a 25°C (as medidas sdo em

pg/ml) .
Exemplo 15

Estabilidade de IP-10 a 5°C.

Aliquotas de plasma de sangue integral estimulado
por PHA de quatro doadores foram armazenadas a 5°C por 12
horas, 24 horas, 72 horas, 144 horas ou 216 horas (nove dias)

antes da analise. Na tabela 11 é evidente que o IP-10 & uma
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molécula muito estdvel que ndo desintegra nem mesmo em 216

horas (nove dias) a 5°C.

Tabela 11
Tempo a 5°C|Doador 1|Doador 2|Doador 3 Doador 4
0 hora 63 769 482 127
12 horas 71 646 Faltando|134
1 dia 69 664 501 144
3 dias 78 784 539 166
6 dias 81 883 495 187
9 dias 93 728 520 183

Tabela 11. Estabilidade de IP-10 a 5°C.

Exemplo 16

Estabilidade de IP-10 em ciclos de congelamento e
descongelamento

Aliquotas de plasma de sangue integral estimulado
por PHA de quatro doadores foram congeladas (-80°C) e
descongeladas até cinco vezes antes da analise. Na tabela 12
é evidente que o IP-10 é uma molécula muito estavel ao

congelamento/descongelamento que nao desintegra nem mesmo e€m

ciclos de cinco vezes de congelamento-descongelamento.

Tabela 12

Ciclos de congelamento - |Doador |Doador |Doador |Doador
descongelamento 1 2 3 4

0 63 769 482 127

1 vez 66 879 388 131

2 vezes 74 793 513 122

3 vezes 70 (795 486 126

4 vezes 65 952 459 126

5 vezes 80 746 483 142
Tabela 12. Estabilidade de IP-10 ao congelamento-
descongelamento

Exemplo 17

O IP-10 como um biomarcador de diagndstico & independente de
plataforma.
Os niveis de IP-10 ndo sdo apenas mensuraveis ao

utilizar Luminex, no exemplo 17 foram medidas as amostras de
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quatro pacientes com TB e de quatro controles saudaveis ao
utilizar a tecnologia de ELISA (Biosource).

Conforme pode ser apreciado na tabela 13, todos os
quatro pacientes produzem IP-10 especifico de antigeno acima
de 457 pg/ml, ao passo que todos os controles produzem IP-10

abaixo de 13 pg/ml.

Tabela 13
Ip-10 especifico de antigeno (pg/ml)

Controle 119

Controle 2|13

Controle 3|0

Controle 4|0

Paciente 1|457

Paciente 2|626

Paciente 3719

Paciente 4620

Tabela 13. Producdo de IP-10 especifico de antigeno de quatro
controles e quatro pacientes medida por tecnologia de ELISA.

Exemplo 18

Combinacdo de medigdes de 1IP-10 e outros biomarcadores
conhecidos para criar um marcador combinado mais forte, e
para aumentar o nimero daqueles que respondem positivamente
Por razodoes desconhecidas, alguns individuos
respondem fortemente com um biomarcador e um ndo com um outro

depois do estimulo de antigeno. Por exemplo, alguns
individuos n3o podem mostrar respostas a IP-10 nem a IFN-y,

ou 86 produzem niveis baixos de IP-10 ou IFN-y. Neste caso, a
medigdo simulténea de dois, trés, quatro ou mais
biomarcadores ird aumentar a sensibilidade do ensaio e

aumentar o nimero daqueles que respondem positivamente. Com a

combinagdo de IP-10 e, por exemplo, medigdes de IFN-y,
portanto, é possivel fazer as predigbes de diagndéstico que
sd3o menos vulnerdveis A energia do biomarcador simples.

Uma abordagem para esta estratégia de biomarcadores

combinados & observada na tabela 15 onde os resultados de IP-
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10 e de Quantiferon da tabela 6 s3o combinados na seguinte
matriz: se o paciente reage positivamente a pelo menos um dos
testes, o paciente & entdo considerado como infectado. No
exemplo apresentado ndo hd ninguém respondendo negativamente

a QFT-IT que seja positivo pelo teste de IP-10.

Tabela 14

Paciente Resultado de|Resultado de|Resultado combinado
namero QFT-IT IP-10 de QFT-IT/IP-10

1 neg. pos. pos.

2 neg. neg. neg.

3 neqg. neg. neg.

4 neg. neg. neg.

5 neg. pos. pos.

6 neg. pos. pos.

7 ind. pos. pos.

Tabela. Os resultados de teste de QFT-IT e IP-10 sdo
combinados e interpretados como se um paciente fosse positivo
por pelo menos um teste e entdo o paciente é considerado como
infectado. O ponto de corte para O teste de 1IP-10 foi
definido como uma resposta a IP-10 especifico de antigeno de
36 pg/ml acima do Nil, baseada arbitrariamente nos resultados
médios de onze controles saudaveis + trés desvios padrdo
(pacientes do exemplo 4).

Um outro método mais complexo de construgdo de um biomarcador
combinado & visto na tabela 16. As respostas de IP-10 e IFN-Y
especifico de antigeno s&o combinadas pela adigdo e pela
multiplicacdo. Sete controles ndo-expostos e oito pacientes
com TB ativa foram avaliados. Na tabela 14 pode ser visto o
ntmero médio e a faixa de respostas a IP-10 e IFN-y
especifico de antigeno; e o© nimero médio e a faixa de
respostas a IP-10 e IFN-y adicionadas e multiplicadas. Pela
adicdo, o afastamento entre o controle de resposta mais
elevada e o paciente de resposta mais baixa & aumentado de 62
pg/ml para IFN-y, e 1.727 pg/ml para IP-10, para 1.863 pg/ml,

e pela multiplicagdo para 164.642 (pg/ml)?. Este aumento




10

15

20

25

95/97

intenso surpreendente na extensdo pela multiplicagdo também
aumentou a diferenca multiplicada relativa baseada na média

para uma multiplicagdo surpreendente de 379.274, isto é, em

comparagdo ao IP-10 especifico de antigeno que teve

diferencas de 619 vezes entre os pacientes e os controles, ou

o IFN-y que teve uma diferenga de 1.074 vezes.

Tabela 15
IP-10 IFN-y Adigdo|Multiplicagado
especifico |especifico
de antigeno |de antigeno
Controles |Média |0 0 2 2
N =7 Min. 0 0 0 0
Max. 63 2 62 62
Pacientes|Média|8.779 215 9.074 |2.019.761
N = 8 Min. 1.800 64 1.865 164.704
Max. 24 .355 1.018 25.373125.146.884

Tabela 15. IP-10 especifico de antigeno e IFN-y especifico de
antigeno foram adicionados ou multiplicados para construir um
biomarcador combinado de IP-10/IFN-y. As medigdes especificas
de antigenos < 0 foram normalizadas em O.

Exemplo 19

Diagnéstico de infecgdo por Chlamydia trachomatis ao utilizar
o ensaio de IP-10

PBMCs foram isoladas de sete pacientes com infecgdo

por Chlamydia trachomatis e de sete doadores com nenhum
histérico de infecgdo por Chlamydia registrado. As PBMCs
foram estimuladas em uma cultura de cinco dias e ©Os

sobrenadantes foram analisados quanto a produgdo de IP-10 ao

utilizar luminex e quanto & produgdo de IFN-y ao utilizar

ELISA.

Na tabela 16 é observado que os niveis elevados (>
0,5 ng/ml) do sobrenadante da cultura de PBMC IP-10 sdo
induzidos pela estimulagio com o antigeno de extrato de

serovar D de Clamydia trachomatis pacientes que sofrem de

infeccdo genital por Chlamydia trachomatis. E evidente que
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alguns controles respondem a esta estimulacéo nado-especifica,
mas que os niveis sdo mais baixos. Ha uma elevada produgdo de
IP-10 especifico de antigeno > 0,5 ng/ml.

Concluindo, o IP-10 é& um novo biomarcador de

diagnéstico para a infecgdo por Chlamydia.

Tabela 16
Controles |IP-10 (pg/ml) IFN-y (pg/ml)
Nil|Ag Especifico de|Nil|Ag Especifico de

Ag Ag

Controle 0 252 252 128(2.184 2.056

01

Controle 45 |14 -31 148|146 -2

10

Controle 226 (820 594 0 474 474

18

Controle 282(998 716 4 2.514 2.510

20

Controle 66 1.240(1.175 30 296 266

25

Controle 0 2 2 40 |112 72

28

Controle 10 |4 -6 84 (162 78

31

Média 45 252 252 40 296 266

Pacientes

Paciente 14 2.47212.458 0 7.808 7.808

01l

Paciente 2 1.449|1.446 84 2.976 2.892

03

Paciente 498(3.725(3.227 10 8.206 8.196

04 ) '

Paciente 13 1.317|11.304 36 7.516 7.480

05

Paciente 21 |4.707i{4.686 0 10.214(10.214

12

Paciente 1 503 502 4 6.264 |6.260

18 )

Paciente 58 1.680(|1.621 10 4.016 4.006

02

Média 14 1.680(|1.621 10 7.516 7.480

Tabela 16. Os niveis de Nil, antigeno e especificos de
antigenos de IP-10 e IFN-y foram induzidos em cultura de PBMC

de cinco dias.
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REIVINDICAGOES

1. METODO IMUNOLOGICO, caracterizado pelo fato de
compreender as etapas de:

a) incubacdo de uma amostra obtida de um mamifero
com pelo menos um antigeno de teste;

b) determinacdo do nivel de IP-10 na dita amostra;

c) comparagdo do nivel de IP-10 determinado com um
nivel de referéncia, determinando desse modo se o dito
mamifero encontrou previamente pelo menos um antigeno de
teste que gera reatividade imunoldgica ao(s) dito(s)
antigeno(s) de teste ou encontrou previamente outros
antigenos que geram retro-reatividade imunoldgica ao(s)
antigeno(s) de teste.

2. METODO PARA  DIAGNOSTICAR  UMA INFECGAO,
caracterizado pelo fato de compreender as etapas de

a) incubacdo de uma amostra obtida de um mamifero
com pelo menos um antigeno de teste, contanto que o dito
antigeno de teste ndo seja PPD;

b) determinacdo do nivel de IP-10 na dita amostra;

c) comparagdo do nivel de IP-10 determinado com um
nivel de referéncia, determinando desse modo se o dito
mamifero estd infectado com um microorganismo;

d) determinagdo se o dito mamifero esta infectado
se o nivel de IP-10 determinado estiver acima do nivel de
referéncia.

3. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a amostra & dividida em pelo
menos duas fragdes, e

a) incubag¢do da primeira fragdo da amostra com o
antigeno de teste para gerar uma amostra de resposta;

b) incubacdo da segunda fragdo da amostra com uma
solugdo inativa para gerar uma amostra nula;

c) determinac¢do do nivel de IP-10 nas duas fragdes;
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d) determinacdo da resposta de IP-10 dependente de
antigeno da amostra ao subtrair o nivel de IP-10 determinado
na amostra nula do IP-10 determinado na amostra de resposta;

e) comparagdo da resposta de IP-10 dependente de
antigeno ou um valor derivado da mesma com o nivel de
referéncia ou um valor derivado do mesmo,desse modo
determinando se o mamifero encontrou previamente o antigeno
de teste e desse modo gerando reatividade imunoldégica ao
antigeno de teste ou se encontrou previamente outros
antigenos gerando retro-reatividade imunoldégica ao antigeno.

4. METODO, de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente a
divisdo da amostra em trés fracdes e a incubagdo da terceira
fracdo da amostra com um ativador de células T para gerar um
controle positivo.

5. METODO, de acordo com gualquer uma das
reivindicagdes 2 a 4, caracterizado pelo fato de gque uma
resposta de IP-10 dependente de antigeno acima do nivel de
referéncia juntamente com uma nula indica que o mamifero tem
uma infecgdo ativa, wuma infecgdo latente, uma infecgdo
recente, e/ou uma infecg¢do latente de longa duragao.

6. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 2 a 5, caracterizado pelo fato de que a
infecgdo é ou foi causada por um microorganismo.

7. METODO, de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado pelo fato de que o microorganismo & selecionado
do grupo gque consiste em Mycobacteria, Leishmaniasis,
Clamydia, Tryphanosomasis e Schistosomiasis.

8. METODO, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo fato de que a Mycobacteria pertence aos
organismos complexos de M. tuberculosis (M. tuberculosis, M.
bovis e M. africanum), e Mycobacteria onde a regido

dediferenca (RD1l) n3o foi deletada (M. kansasii, M. szulgai,
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M. marinum, M. flavescens, M. gastrii) ou Mycobacteria
patogénica aos seres humanos (M. avium, M. lepra ou outra
Mycobacteria que ndo da tuberculose) .

9. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 7 ou 8, caracterizado pelo fato de que as
Mycobacteria & M. tuberculosis.

10. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que
pelo menos um dito antigeno de teste & selecionado do grupo
que consiste nos antigenos ESAT-6, CFP-10, TB7.7, AG 85, HSP
65 e RD-1.

11. METODO, de acordo com a reivindicagao 7,
caracterizado pelo fato de que o microorganismo & Chlamydia.

12. METODO, de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizado pelo fato de que a Chlamydia €& selecionada do
grupo gque consiste em C. trachomatis, C. Pneumonia, C.
psittaci, C. muridarum e C. suis.

13. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 11 ou 12, caracterizado pelo fato de que o
antigeno é selecionado do grupo que consiste no extrato de
Serovar D, na proteina de membrana externa principal (MOMP),
proteinas de membrana externa ricas em cisteina (OMPs), OMP2,
OMP3, OMPs polimdrficas (pOMPs) , difosfato de
adenosina/translocase de trifosfato de adenosina de Chlamydia
pneumonia, proteinas de porina B (PorBs), e CT521.

14. METODO, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo fato de que o microorganismo & Leishmania.

15. METODO, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo fato de que o microorganismo é
Trypanosoma.

16. METODO, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo fato de gue o microorganismo é

Schistosoma.
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17. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que a
amostra & derivada de sangue.

18. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des precedentes, caracterizado pelo fato de
compreender adicionalmente

a) a determinag¢do do nivel de MCP-1 em resposta a
estimulacdo antigénica,b) a combinagdo do nivel determinado
de IP-10 e de MCP-1, e

c) a comparagdo do dito nivel combinado com um
nivel de referéncia combinado.

19. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de
compreender adicionalmente

a) a determinac¢do do nivel de IL-2 em resposta a
estimulagdo antigénica,

b) a combinacdo do nivel determinado de IP-10 e de
IL-2, e

c) a comparagdo do dito nivel combinado com um
nivel de referéncia combinado.

20. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des precedentes, caracterizado pelo fato de
compreender adicionalmente

a) a determinag¢ido do nivel de INF-y e opcionalmente
de MCP-1 e/ou de IL-2 em resposta a estimulag¢do antigénica,

b) a combinag¢do do nivel determinado de IP-10 e de
INF-y e opcionalmente de MCP-1 e/ou de IL-2, e

c¢) a comparagdo do dito nivel combinado com um

nivel de referéncia combinado.
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RESUMO

METODO IMUNOLOGICO E METODO PARA DIAGNOSTICAR UMA
INFECGAO

A presente inveng¢do refere-se a um método
imunolégico e, mais particularmente, a um método para medir a
reatividade imunolégica medida por células (CMI) nos
mamiferos com base na produgdo de IP-10. A invengdo também
apresenta um ensaio e um kit para medir a CMI para um
antigeno utilizando sangue integral ou outras amostras
biolégicas apropriadas. Os métodos da presente invengdo sao
Gteis em protocolos terapéuticos e de diagndstico para o ser
humano, animais domésticos e aplica¢des veterinarias e da
vida selvagem, e desse modo a invengdo também se refere a um

método para diagnosticar uma infecgdo em um mamifero.
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