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(57) Resumo: ENSAIO IMONOABSORVENTE LIGADO A ENZIMA
COMPETITIVA (C ELISA) PARA A DETECGCAO DE UM ANTICORPO
ESPECIFICO DE FLAVIVIRUS Um ensaio imunoabsorvente ligado a
enzima competitiva (C-ELISA), usando agentes imunolégicos
especificos de membro de flavivirus foi desenvolvido para detectar o
anticorpo especifico aos membros dos flavivirus indicativos de
exposi¢do ao flavivirus. O teste é baseado em uma competi¢éo para o
epitopo de ligagdo na proteina de envelope do antigeno de flavivirus
capturado usando IgA de antiflavivirus na presenga de soro positivo de
flavivirus. Este teste tem a sensibilidade, especificidade e velocidade
comparaveis ao ensaio de neutralizagao de virus (VNT) . ELISA é uma
técnica versatil, que poderia ter variasaplicagdes. Ligeiras
modificagdes deste protocolo poderiam conduzir a um método de
detecgdo baseado em ELISA de infeccdo secundaria ou um que
poderia ser usado para estudos soro-epidemiolégicos especificos de
sorotipo e/ou avaliagéo de vacinas, O protocolo desenvolvido para C-
ELISA foi demonstrado usando o antigeno de usado de dengue e o
anticorpo monoclonal especifico de dengue. Isto pode ser usado
contra outros flavivirus e os resultados para a encefalite japonesa
ilustram isto.



10

15

20

25

30

Pr 0Yo 9506~ -1

1/70

ENSAIO IMUNOABSORVENTE LIGADO A ENZIMA COMPETITIVA (C-
ELISA) PARA A DETECGAO DE UM ANTICORPO ESPECIFICO DE
FLAVIVIRUS

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se especificamente a uma
técnica de deteccdo de exposicio de um ser humano e/ou de
um animal a um flavivirus ou a um equivalente do mesmo.
Mais particularmente, a presente invengdo refere-se a uma
andlise rapida e facil de uma amostra bioldgica colhida de
um individuo (animal ou ser humano) a fim de determinar se
o individuo foi exposto previamente a um membro da familia
do flavivirus ou equivalente do mesmo. A presente invengdo
ainda fornece a sorotipagem da exposigdo de flavivirus
baseado na analise de soro e fornece kits de diagnésticos
médicos e a soro-avaliacdo diferencial aos membros de uma
infeccdo de flavivirus ou de um equivalente do mesmo. A
invencdo é particularmente importante para a detecgdo de
infeccdo secundaria de flavivirus, definindo a sorotipagem
de infeccdo precedente, soro-epidemiologia e avaliagdao de
vacina.

FUNDAMENTO

A familia de Flaviviridae contém uma miriade de virus
que causam doengas nos seres humands e sdo geralmente
transmitidos por mosquitos e carrapatos. O género
Flavivirus contém um nimero de virus que incluem o virus da
febre amarela (YF), o virus de febre da dengue Oeste-Nilo
(WN) e o virus da encefalite japonés (JE) que sdo
responsaveis para suas doengas correspondentes.

A dengue é a infecgdo de flavivirus artrdpode-

veiculada difundida e mais comum no mundo e--mais de 1,2
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milhdes de infecgdes de dengue ocorrem anualmente enquanto
2,5 bilhdes de pessoas estdo em risco vivendo na A&rea
endémica de dengue do mundo (WHO/TDR, abril 2005). HA
quatro sorotipos de virus distintos, cada um capaz de
produzir um amplo espectro de sinais e sintomas e uma
infecgdo primaria com um dos gquatro sorotipos conferem
imunidade durédvel a esse tipo. A possibilidade de infeccido
secundaria com sorotipos diferentes ainda permanece.

Embora a dengue seja endémica na maioria dos paises
tropicais e subtropicais, ocorre principalmente nos paises
em desenvolvimento que falta a infra-estrutura de cuidados
médicos ou as capacidades financeiras para diagnosticar
prontamente e eficazmente a dengue. Em Singapura, uma
distribuigdo desigual dos dois vetores resultou na
transmissdo desigual de dengue dentro de populacdo (Ooi e
outros, 2001) . Fazendo-se uma inspegdo soroldgica,
determinou-se que uma mudanga na localizacido onde‘a dengue.
foi adquirida poderia ter ocorrido. Essa descoberta pode
ajudar na modificagdo de programas de controle de vetor
para direcionar novas &reas de transmiss3o. Entretanto,
somente quatro inspec¢des soro-epidemioldgicas foram
completadas até agora. O custo elevado de testes
laboratoriais ou a falta de reagentes necessarios contribui
para que poucas inspegdes sejam conduzidas.

Tradicionalmente, a inibigdo de hemoaglutinacido (HAI)
foi wusada para detectar anticorpos contra a dengue.
Entretanto este método exige antigenos derivados de cérebro
camundongo que nao estdo prontamente disponiveis devido as
dificuldades no crescimento de tais células. Outro método

usado comumente é fixag¢do de complemento, mas isto exige
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anticorpos dque tem vida curta. Cada vez mais os
laboratdérios estdo recorrendo aos kits comerciais de ensaio
de imunoabsorg¢do 1ligado a enzima (ELISA). Entretanto,
nenhum destes testes sdo especificos para os anticorpos de
dengue e tem 7reagdo cruzada com outros membros de
Flavivirus co-circulantes na mesma regido, como a
Encefalite Japonesa (JE), Oeste do Nilo, Hepatite C, Febre
Amarela, Encefalite Murray Valley, etc.

As sensibilidades do desempenho de seis sistemas de
imunoensaio disponiveis comercialmente para a detecg¢do de
imunoglobulina M especifica de virus da dengue (IgM) e
anticorpos IgG em soro (Goren e outros 2000) tém sido
avaliadas recentemente. As sensibilidades dos ensaios
virus-especificos de dengue avaliados variaram entre 71 e
100% para IgM e entre 52 e 100% para IgG, com especificagdo
de 86 a 96% e 81 a 100% respectivamente. O tempo de teste
total destes testes variou de 7 a 480 minutos. Além disso,
todos os testes exigem o suporte de equipamento de
laboratdério exceto Pan-bio RIT e sua sensibilidade e
especificidade para o ensaio de IgG de dengue foram muito
baixas (75% e 52% respectivamente). Entretanto, nenhum dos
testes avaliados nestes estudos puderam detectar o
anticorpo especifico de dengue, mas tiveram rea¢do cruzada
com outros Flavivirus. Consequentemente, a detecgdo de uma
infeccdo secundaria precoce é um pouco dificil
presentemente, pois somente a presenga IgG especifica de
dengue durante uma fase aguda (febril) de infecgdo indica a
infeccdo secunddria de dengue (Schilling e outros, 2004).

Os estudos soro-epidemioldgicos mostraram que a

infecgcdo secundaria é um fator de risco principal para a



10

15

20

25

30

4/70

febre de dengue hemorragica e a sindrome de choque de
dengue através do aumento de sindrome dependente de

anticorpos (ADE) (Halstead e outros, 1973, Halstead S.B.,

M

1988) . Para investigagdes epidemioldégicas e patoldgicas,
importante diferenciar entre a infecgdo de virus primaria e
secundaria e determinar sorotipos de dengue de infecgdes
passadas e presentes.

A técnica de diagndéstico de dengue utilizada mais
amplamente é a andlise soroldgica das amostras suspeitadas.
Entretanto a técnica & um pouco complicada por causa de
diversas razdes - (i) os pacientes podem ter infecgdes

maltiplas e sequenciais com os quatro sorotipos de virus da

‘dengue devido a uma falta de anticorpos de neutralizagdo

protetores de reagdes cruzadas; (i1) infecgdes de

flavivirus sequenciais e maltiplas fazem o diagnéstico
diferencial dificil devido & presenga de anticorpos pré-
existentes e sin antigénico original (muitos clones de
célula B que respondem & primeira infecgdo de flavivirus
sio re- estimulados para sintetizar o anticorpo precoce com
uma afinidade maior para o primeiro virus de infecgdao do
que para o virus de infecgdo atual em cada infecgdo
subseqiiente de flavivirus) nas regides onde dois ou mais
Flavivirus estdo co-circulando; (iii) Os anticorpos IgG tém
altos niveis de reatividade cruzada aos antigenos de
flavivirus homélogos e heterdlogos; e (iv) o
sorodiagnéstico de infecg¢des de virus da dengue passadas,
recentes, e presentes é dificil devido & persisténcia longa
de anticorpos IgG (> 10 meses, como medidos pela ELISA de
IgG de captagdo de E/M especifica, ou longa vida, como

medido pelo ELISA de IgG de antigeno de revestimento de
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indireto de E/M) em muitos pacientes de dengue com
infec¢des secunddrias (Gubler, D.J. 1996 e Innis e outros
1989).

Assim, entre as 1infec¢des virais que podem ser
diagnosticadas por sorologia, a infecg¢do de virus da dengue
estd entre o mais desafiante. Entretanto, os grandes
avangos em analisar os antigenos virais complexos e as
respostas de anticorpo foram feitos recentemente pelo
desenvolvimento de varios métodos que procuram as proteinas
estruturais e ndo estruturais (NS) diferentes para estudos
sorodiagnésticos e soroepidemiolégicos de infecgdo de virus
da dengue.

O teste de inibig¢do de hemoaglutinagdo (HAI) tem sido

‘usado tradicionalmente para a diferenciagdo de infecg¢do de

dengue primdria e secundaria. E agora menos popular devido
ds desvantagens inerentes do teste (Innis e outros, 1989 e
Shu e outros, 2003). Em contraste, a captag¢do de ELISAs de
IgM e IgG tornaram-se oOs ensaios mais poderosos para a
diferenciacdo de infec¢do primadria e secundaria devido a
sensibilidade e especificidade elevadas (Innis e outros,
1989, 1997). Entretanto, para a sorotipagem de infec¢ao de
dengue particularmente para a investigagdo soro-
epidemiolégica, nem a captagdo de ELISA de IgM nem ELISA de
IgG é GUtil devido a anticorpos de neutralizagdo cruzada
entre anticorpos de sorotipos de dengue.

O teste de neutralizacdo de virus (VNT) & a técnica
padrdo de ouro atualmente disponivel que pode ser usada
para distinguir entre a dengue e os outros Flavivirus
(manual WHO 2002). O VNT & também usado para discriminar

entre sorotipos de dengue (sorotipos 1 a 4). Os anticorpos
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de soro criados contra um ou outro virus podem neutralizar
todos os sorotipos de dengue e mesmo outros Flavivirus
igualmente, mas neutralizariam o virus hombélogos em um
titulo mais elevado que neutralizariam os virus heterdlogos
(Makino e outros, 1994) . Infelizmente, anticorpos
antidengue (IgM) se desenvolveram em uma fase precoce da
infecg¢do aumentando a um nivel igual de neutralizagao
contra todos os sorotipos de dengue; conseqUentemente a
infecg¢do secundaria ndo pode ser determinada nesta fase por
VNT (Nawa e outros, 2000). Por outro 1lado, VNT tem as
seguintes desvantagens:

i. Necessita de 1laboratdério de cultura de célula
sofisticado e pessoal treinado;

ii. Duracg¢do de teste & mais do que uma semana;

iii. O soro de um paciente com uma infecgdo de dengue
com menos de seis meses ndo pode ser sorotipado devido aos
anticorpos de reag¢ao cruzada de dengue;

iv. Dificuldade de detectar sorotipos de dengue
maltiplos;

v. 10% de soro tem efeito tdéxico na cultura de célula;

Innis e outros (1989), a primeira <classificagao
proposta de infecgdes primaria e secundaria  pela
determinagdo da razdo das unidades de anticorpos IgM de
virus da dengue pelas unidades de anticorpos IgG de virus
da dengue. Elas mostraram que os soros de fase aguda de
pacientes com infec¢bes primarias de virus da dengue
tiveram razdes de IgM/IgG mais elevadas, visto que os
pacientes com infec¢des secundarias tiveram razdes de
IgM/IgG mais baixas. Este método fez uma grande

contribuig¢do para a analise do status imune de pacientes
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com dengue. Muito recentemente, Shu e outros, 2003,
modificaram e simplificaram o método acima para diferenciar
a infecg¢do primadria e secundaria de virus da dengue usando
a razdo de leituras de IgM/IgG diretamente (> 1,2 indica a
infecg¢do primaria ou < 1.2 indica a infecgdo secundaria,
respectivamente) sem calcular as unidades de anticorpo
através do uso de um controle padrdo.

Recentemente, Ludoffs e outros, 2002 relataram a
diferenciagdo soroldégica de infecgdes com sorotipos de
dengue 1 a 4 wusando antigenos recombinantes. Tiras de
Immunoblot pontilhadas com os dominios de B de sorotipos de
virus da dengue 1 a 4 expressados em Escherichia coli usado
para detectar anticorpos especificos de sorotipo da dengue
em amostras emparelhadas de soro de 41 pacientes com
infecgdes primdria e secundaria. Embora alguma reatividade
cruzada com sorotipos heterdlogos foi observada, os
resultados mostraram a 93,94% de especificidade, porém a
sorotipagem ndo é confiadvel para a infecg¢do secundaria
através deste método.

Os problemas enfrentados para o virus da dengue sao
encontrados igualmente por outros Flavivirus, com
caracteristicas antigénicas compartilhadas,
consequentemente dificulta no diagndéstico exato. Ha uma
necessidade, portanto, para um teste rapido, confiavel, e
simples que possa distinguir o anticorpo especifico de
flavivirus em qualquer estagio de infecgdo a partir do
anticorpo para outros Flavivirus, assim como entre
sorotipos de flavivirus. Os procedimentos de detecgdo
soroldégica tém o papel potencial de agir no diagndstico

clinico para diferenciar infecgdes de flavivirus de outras
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doencas infecciosas similares ao flavivirus assim como em
estudos de soro-vigildncia e na avaliag¢do de vacinas. Tais
técnicas ajudardao na detecgdao precoce de infeccgdo
secunddria conduzindo para melhor gerenciamento de caso, a
fatalidade de caso reduzida e o custo de tratamento.

SUMARIO DA INVENGAO

Em um primeiro aspecto da presente invengdo, &
fornecido um método para detecgdo de exposig¢do de um
individuo a um flavivirus ou equivalente do mesmo, o
referido método compreendendo:

contatar uma amostra bioldégica do individuo com uma
mistura de componentes capturados de IgA de antiflavivirus
flavivirus ou um equivalente;

submeter a amostra bioldgica e os componentes
capturados de IgA de antiflavivirus a um agente competidor
imunolégico especifico de flavivirus;

determinar a presenga de um complexo que forma entre
um parceiro de ligagdo especifico de flavivirus presente na
amostra bioldédgica e um Componente capturado de IgA de
antiflavivirus na presenca de agente competidor imunolégico
especifico de flavivirus.

A presente invengdo resulta de uma necessidade de
desenvolver um ensaio de baixo custo, rapido, e direto para
determinar a exposig¢do especifica prévia ou presente a um
flavivirus. A invengdo utiliza especificamente um agente
competidor imunolégico especifico de flavivirus para
competir com um parceiro de ligagdo a partir do corpo
hospedeiro para o epitopo especifico ao flavivirus ou a sua
presenga de sorotipos na proteina de envelope de

flavivirus, que inclui uma mistura de componentes
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capturados de IgA de antiflavivirus incluindo particulas de
flavivirus dentre outros antigenos indicativos de infecgdo
de flavivirus.

Conseqlentemente, a presente invengdo mostra maior
especificidade e sensibilidade comparada a outro ELISA de
captura ou indireto de IgG de flavivirus mais usado
atualmente e convencional pelo fornecimento de uma
plataforma que pode especificamente identificar o anticorpo
(IgG) produzido contra o flavivirus ou relacionados
imunoldégicos do mesmo em qualquer estdgio da infecgdo.

Preferivelmente, o flavivirus é selecionado de um
grupo que inclui o virus da febre amarela, o virus da febre
da dengue, o virus JE, o virus do Oeste do Nilo, o virus da
Hepatite C, o virus de Murray Valley e a encefalite de St.
Louis.

Em um outro aspecto de invengdo é fornecido um kit de
deteccdo de exposigdo de um individuo a um flavivirus ou
equivalente do mesmo, o referido kit compreendendo:

componentes capturados de IgA de antiflavivirus a
partir de flavivirus;

agente competidor imunolégico especifico de
flavivirus; e

pelo menos um agente de detecgdo para detectar um
complexo que forma entre um parceiro de ligagdo presente em
uma amostra bioldgica e um componente capturado de IgA de
antiflavivirus na presenga do agente competidor imunoldgico
especifico de flavivirus.

A presente invengdo também fornece componentes
individuais do kit para o uso no método da presente

inven¢do que inclui suportes sélidos tais como placas de
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microtitulo e membranas de nitrocelulose em gque o0s
componentes capturados de IgA de antiflavivirus sao
imobilizados.

A presente invengdo também fornece um método para
avaliar o risco relativo de um ou mais individuos sendo
expostos ao flavivirus ou ao equivalente do mesmo dentro de
uma localizagdo definida (por exemplo, &rea geografica,
moradia, meios de transporte ou centro para o tratamento
médico ou avaliagdo), compreendendo:

a) obtengao de amostras de uma populacgao
representativa dentro de uma localizag¢do definida; e

b) avaliando a evidéncia de exposigdo de membros
individuais de uma populagdo de amostra a um flavivirus ou
equivalente do mesmo pelo método que compreende as etapas
de:

i) contatar uma amostra bioldgica a partir do
individuo com um componente derivado do flavivirus ou
equivalente do mesmo para formar um complexo entre os
componentes e um parceiro de ligagdo individuo-derivado do
componente contido dentro da amostra bioldégica;

ii) determinar a presen¢a do complexo, onde a
presenga do complexo é indicativa de exposigdo do individuo
a um flavivirus ou equivalente do mesmo; e

c) avaliar o risco relativo de exposi¢do dentro da
localizacdo definida.

A analise de risco pode ser conduzida usando o
software em um formulario lido por computador.
Consequentemente, a presente inveng¢do ainda relaciona-se a
um programa lido por computador e computador apropriado

para analisar a exposigdo de individuos ou grupo de
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individuos ou um risco de exposigdo de individuo ou grupo
de individuos a um flavivirus ou equivalente do mesmo.
FIGURAS

A Figura 1 mostra a otimizagdo de antigeno de lisado
de dengue na placa de poliestireno capturada de IgA de
antidengue. A Figura 1 (A) mostra uma comparagao de MAb-
capturado e ELISA capturado de IgA de antidengue. (a)
Detecgdo de virus da dengue (sorotipo-2) usando o antigeno
de virus de sobrenadante de célula. O virus foi diluido em
diluicdo de 10 vezes (Logi,) iniciando de 10° pfu/ml a 102
pfu/ml em diluente de virus, (b) Detecgdo de virus da
dengue (sorotipo-2) usando antigeno de lisado de célula. Em
ambos o0s casos o ELISA capturado de IgA de antidengue
mostrou melhor desempenho que o ELISA MAb-capturado.

A Figura 2 mostra a otimizagdo de anticorpos
monoclonais contra cada sorotipo de antigenos de lisado de
dengue. A determinag¢do da diluigdo 6tima de MAbs. (a).
Dilui¢des duplas de série de cada MAb (1:250 a 1:32000)
foram reagidas com a diluigdo de dupla de soro positivo de
dengue e dois negativos de dengue (um foi negativo a ELISA
de IgG indireto de dengue e o outro foi positivo a ELISA de
IgG e febre amarela VNT mas negativo a dengue VNT) em um C-
ELISA. Uma diluigdo de MAb de 1:2000 foi escolhida.

A Figura 3 mostra a otimizagdo soros positivos e
negativos de IgG de dengue usando ELISA competitivo (C-
ELISA) . Determinacdao de uma dilui¢do 6tima de soro para C-
ELISA. A diluigdes duplas em série de soros de controle
positivos e reagdo cruzada de flavi e negativos foram
reagidos com a diluicg¢do de MAb pan-den 6tima (1:2000) em um

C-ELISA. Para minimizar o volume de soro exigido, uma
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diluigdo de soro de 1:20 foi escolhida como a diluigdo
preferida que foi realizada somente um pouco melhor.

A Figura 4 mostra a determinagdo do ponto de corte de
C-ELISA usando soros negativos e positivos de dengue

confirmados de VNT. O estabelecimento de um ponto de corte

negativo para o C-ELISA. (a) Todos os soros negativos de
IgG de dengue (n = 100); (b) Soros positivos de IgG de
dengue detectados por VNT (n = 64). (b) A linha pontilhada

representa o ponto de corte de 30% de inibigdo (média mais
3 desvio padrdo) para distinguir entre amostras negativas e
positivas.

A Figura 5 mostra a avaliagdo comparativa de trés
técnicas de detecgdo de IgG especificas de dengue, ELISA de
bloqueio, ELISA competitivo pré-incubado e simult@neo. A
comparagdo de B-ELISA com C-ELISA (adigdo simultdnea e pré-
incubac¢do de MAb). Cada ponto de dado é a média de quatro
valores; soros positivos (Log, 100 TCIDs,, 8) e negativos
moderados. A adic¢do simultdnea de soro de teste e anticorpo
monoclonal mostrou baixo nivel de desempenho (1:40
positivo) comparado a pré-incubagdo e ELISAs de bloqueio
(1:160) .

A Figura 6 mostra os resultados de C-ELISA usando 10
amostras de soro triplas (coletadas no dia-1, no dia-4 e no
dia-20) dos casos de dengue confirmados. A presenga de IgG
especifico de dengue foi detectada das amostras triplas de
dengue confirmadas em 10 pacientes (por PCR) no dia 1, no
dia 4 e no dia 20. Os niveis de IgG especifico antidengue
nas segunda e terceira coletas foi aumentado
substancialmente comparado a primeira coleta.

A Figura 7 mostra resultados de coeficiente de
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correlagdo entre C-ELISA e VNT. A regressdo linear de
amostras de soro especificas de IgG antidengue mostra um
nivel elevado de correlagdo entre C-ELISA e VNT (r=0.91) e
indica um nivel elevado de especificidade comparado a
técnica "padrao de ouro”.

A Figura 8 mostra o coeficiente de correlagdo entre 30
e 15 minutos de uma etapa de C-ELISA. A regressado linear de
dois ensaios mostra o nivel elevado de correlagdo (r=
0,9675) .

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Em um primeiro aspecto da presente invengdo, €&
fornecido um método para a detecgdo de exposigdo de um
individuo a um flavivirus ou equivalente do mesmo, o método
referido compreendendo:

contatar uma amostra bioldgica do individuo com uma
mistura de componentes virais de flavivirus capturados de
IgA de antiflavivirus de flavivirus ou de um equivalente;

submeter a amostra bioldgica e os componentes
capturados de IgA de antiflavivirus a um agente competitivo
imunolégico especifico de flavivirus;

determinar a presenga de um complexo que forma entre
um parceiro de ligagdo especifico de flavivirus presente na
amostra biolégica e um componente capturado de IgA de
antiflavivirus do flavivirus na presenga do agente
competitivo imunolégico especifico de flavivirus.

A presente invengdo resulta de uma necessidade para
desenvolver um ensaio rapido, especifico, de baixo custo e
direto para determinar a exposigdo presente ou prévia a um
flavivirus. O método usa IgA de antiflavivirus para

capturar antigeno de flavivirus preferivelmente de 1lisado
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bruto de célula. O lisado deriva-se de células infectadas
com flavivirus compreendendo uma mistura de componentes de
flavivirus, preferivelmente componentes imunogénicos. Os
individuos incluindo animais, tais como mamiferos e em
particular seres humanos sdo verificados para a presenc¢a de
parceiros de 1ligagdao especificos de flavivirus em uma
amostra bioldgica na presenga de um agente competitivo
imunolégico especifico de flavivirus. Os parceiros de
ligagdo preferidos sdo parceiros de ligagdo derivados de
individuo tal como, mas ndo limitado as moléculas
imunointerativas. Preferivelmente, as moléculas
imunointerativas sdo os anticorpos particularmente a
imunoglobulina G (IgG) ou fragmentos de imunointerativos.
Adicionalmente, a especificidade é melhorada com o uso de
um agente imunoldgico especifico de flavivirus como um
competidor do parceiro de ligagdo especifico de flavivirus
na amostra bioldgica. A identificagdo de tais parceiros de
ligagdo ou agentes competitivos imunolégicos especificos de
flavivirus €& usada entdo como uma evidéncia de exposicgdo
presente ou prévia do individuo ao flavivirus ou um
equivalente do mesmo por sua habilidade de formar um
complexo com o componente capturado de IgA antiflavivirus.
Consequentemente a inven¢do utiliza wuma combinac¢do de
componentes capturados de IgA de antiflavivirus e de C-
ELISA.

Consequentemente, a presente inven¢do mostra maior
sensibilidade e especificidade comparada ao ELISA de IgG de
flavivirus mais wusado atualmente e convencional pelo
fornecimento de wuma plataforma que pode identificar

anticorpos produzidos contra o flavivirus ou os
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relacionados imunoldégicos do mesmo em qualquer estagio da
infeccgdo.

Durante toda a descrig¢dao e reivindica¢des desta
especificagdo, o uso da palavra “compreende” e variag¢des da
palavra, tais como “compreendendo” e “é compreendido”, ndao
é pretendido excluir outros aditivos, componentes, inteiros
ou etapas.

Flavivirus

O termo “flavivirus” ou “Flavivirus” como usado aqui
nas reivindicagdes e descrigado inclui a familia
Flaviviridae dos Flavivirus incluindo o género flavivirus
que causa doengas nos seres humanos e €& geralmente
transmitido por  artrdépodes tais como mosquitos e
carrapatos. Os virus sdo responsaveis por doengas tais
como, mas nido limitado a, febre amarela, febre de dengue e
JE. A espécie de Flavivirus que compde o género demonstrou
alguma conservagdo de sequéncias no nivel de seqiéncia de
nucleotideo e aminodcido. Os virus incluidos no género dos
Flavivirus incluem mas ndo sdo limitados ao virus da febre
amarela, virus da dengue Oeste do Nilo e virus JE. Devido
ds similaridades no nivel de nucleotideo e aminoacido,
estes virus podem mostrar similaridades em antigenicidade,
transmissdao e doeng¢a.

Virus da dengue

O termo “virus da dengue” como usado aqui nas
reivindica¢des e descricgdo refere-se a todos os sorotipos
de dengue (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4) associados com uma
infec¢do de dengue. A presente invengdao é aplicavel para
detecgcdo da infecgdo ou exposigdo de virus da dengue em

quaisquer individuos incluindo animais humanos e ndo
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humanos e animais de 1laboratdério. Os individuos humanos,
entretanto, sdo preferidos de acordo com a presente
invengdo. Entretanto, a invengdo inclui qualquer individuo
que pode responder a uma infecgdo ou imunizag¢do pelo virus
da dengue ou um equivalente do mesmo.

Um virus da dengue é definido como um grupo de virus
humano de RNA consistindo de particulas envelopadas de
aproximadamente 40 a 50nm de didmetro. O genoma viral &
aproximadamente 11kb (Stollar e outros, 1966). O virion
maduro consiste em um genoma de RNA de sentido positivo
fechado por um nicleocapsideo isométrico. O genoma codifica
um Gnico quadro de leitura aberto de aproximadamente 11000
nucleotideos, codificando para as trés estruturas (C-
Capsideo, M-Membrana e E-Envelope) e sete proteinas ndo
estruturais (NS1l, NS2a e NS2b, NS3, NS4a e NS4b, NS5).

O virus da dengue é transmitido aos seres humanos
através de mordidas de mosquitos Aedes fémeas infectados,
principalmente o mosquito A. aegypti. Este é um mosquito
tropical pequeno, preto e branco, altamente domesticado que
prefere colocar seus ovos em recipientes artificiais
encontrados em torno de casas que podem conter &agua, tal
como baldes, vasos de flor e outros recipientes de agua. Os
mosquitos adultos sdo raramente notados do lado de fora;
geralmente descansam em locais internos escuros, sao
discretos e preferem se alimentar de seres humanos ou
animais durante as horas claras do dia, com a maioria da
atividade de mordida ocorrendo ao amanhecer ou no fim da
tarde (Gubler e outros, 1992; Newton e outros, 1992). Os
mosquitos fémeas sdo alimentadores nervosos, interrompendo

o processo de alimentagdo no movimento mais leve do
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hospedeiro, assim retornando ao mesmo ou a um hospedeiro
diferente para continuar a se alimentar. Por causa deste
comportamento o mosquito frequentemente se alimenta de
diversas pessoas durante uma Gnica refeigdo de sangue e se
infectado pode transmitir o virus a mialtiplas pessoas
(Platt e outros, 1997; Scott e outros, 1997) . Tal
comportamento foi usado para explicar a observagado
epidemiolégica que as doengas de dengue ocorrem
principalmente em crian¢as embora em determinados lugares,
como Singapura, isto pode ter mudado devido a adaptagdo as
medidas de controle de vetor (Ooi e outros, 2001).

Seguindo a mordida de um mosquito fémea infectado, o
virus submete-se a um periodo de incubagdo intrinseco de 3
a 14 dias (média de 4 a 7 dias) apbs o qual a pessoa pode
experimentar o inicio agudo de febre acompanhada por outros
sinais e sintomas n3o especificos. Durante este periodo
virémico (que pode estar entre 2 a 7 dias) o virus circula
no sangue de seres humanos infectados. Se um mosquito Aedes
nio infectado se alimenta no hospedeiro durante este
periodo virémico, este mosquito se tornard contaminado apds
um periodo de incubagdo extrinsico obrigatdério de 10 a 12
dias, ele poderia subsequentemente transmitir o virus a
outros hospedeiros nao infectados. Neste ciclo de
transmissdo, os seres humanos sdo os hospedeiros de
amplificagdo principais para o virus embora estudos mostrem
que os macacos podem ficar infectados e talvez serir como
uma fonte para o virus (Putnam e outros, 1995; Gubler e
outros, 1976; WHO, Fact sheets, 2002).

A infecgdo de virus da dengue causa um espectro de

doenca nos seres humanos dependendo do virus de infecgao,
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condigdes de idade do hospedeiro e imunoldgicas. Pode
resultar em doen¢a assintomatica ou variar de uma doenga
ndo diferenciada de gripe (sindrome viral) a £febre de
dengue (DF), a febre hemorragica de dengue (DHF), e
sindrome de choque de dengue severa e fatal (DSS)
(Nimmannitya, 1993: WHO, 1997).

A Organizag¢do Mundial de Satde estabeleceu padrdes
para a classificagdo da severidade de DHF. H& quatro
classes de severidade das quais a classe III e a classe IV
sdo consideradas como sendo a sindrome de choque de dengue
(DSS) .

Classe I: Febre com sintomas constitucionais nao
especificos, e a UGnica manifestagdo hemorragica & um teste
de torniquete positivo e ou ferimento facil.

Classe II: Adicionalmente a manifestag¢do da classe T,
sangramento espontdneo na forma da pele ou outras
hemorragias.

Classe III: Falha circulatdria manifestada por um
pulso fraco rapido, redugdao da pressdao de pulso ou
hipotensdo com a presenga de pele fria, viscosa e nao
descansada.

Classe IV: Choque profundo com pressdo sanguinea ou
pulso indetectavel (WHO, 1997).

A febre de dengue classica €& mais comum em criangas
mais velhas, adolescentes e adultos, e sdo menos provaveis
de serem assintomaticos (Sharp e outros, 1995). A febre &
abrupta em seu 1inicio com febre alta, dor de cabega,
mialgias e artralgias incapacitantes, vOmito de n&usea e
prurido macular ou maculopapular (Waterman, 1989). A febre

geralmente dura por 5 a 7 dias e as vezes pode seguir um
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curso bifasico (aparéncia de “Saddleback”) (Nimmannitya,
1993).

A DHF é primeiramente uma doenga das criangas mais
novas abaixo de 15 anos, embora também possa ocorrer nos
adultos e é principalmente associada com as infecgdes
secundarias de dengue (Sumarmo e outros, 1983; WHO). O
estidgio critico de DHF é no momento da diminuigdo da febre,
quando a temperatura se torna normal. Os fatores principais
que determinam a severidade da doenga no momento sao
extravasamento de plasma devido a permeabilidade vascular
aumentada e a homeostase anormal e outras manifestagdes
hemorragicas comuns como petéquias, lesdes purpuricas, e
equimoses. Estes sintomas, mais um teste positivo de
torniquete sdo Gteis para o diagndéstico exato de DHF
(Gubler DJ., 1998).

O DSS é o estagio terminal de DHF e é manifestado por
choque hipovolémico devido ao extravasamento de plasma
(WHO, 1997). H& quatro sinais de aviso de DSS: dor
abdominal sustentada, vOmito persistente, inquietag¢do ou
letargia, e uma mudan¢a repentina de febre a hipotermia com
transpiragdo e prostragdo. O reconhecimento precoce e o
tratamento apropriado por equipe hospitalar experiente
podem diminuir a taxa de fatalidade de caso de DSS a 0,2%,
mas uma vez que o choque acontece a taxa de mortalidade
pode ser de mais de 40% (Nimmannitya, 1994; Rigau-Perez JG,
e outros, 1998).

A proteina E, a maior e a uUnica proteina estrutural
exposta na superficie do virus, €& a proteina principal
envolvida em reag¢des imunoldgicas tais como ligagdo com

receptor, hemoaglutinacdo e neutralizag¢do. A infecc¢do nos
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seres humanos por um dos sorotipos fornece a imunidade
prolongada a esse sorotipo, mas somente protegdo temporaria
contra outros sorotipos.

O nicleoplasmideo por sua vez €& cercado pelo lipido
contendo as proteinas de envelope e de membrana. Além das
proteinas de envelope e capsideo, o virus da dengue tem
sete proteinas ndo estruturais NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5.

Virus de encefalite japonesa
A encefalite japonesa & uma doenga que & espalhada aos

seres humanos por mosquitos infectados. E uma de um grupo

de doengas de virus transmitidas por mosquito que podem

‘afetar o sistema nervoso central e causar complicagdes

severas e mesmo a morte.

A encefalite Jjaponesa €& causada pelo virus de
encefalite japonesa, um arbovirus. Os arbovirus sdo um
grupo grande de virus que sdo espalhados por determinados
animais invertebrados (artrdpodes), mais geralmente por
insetos chupadores de sangue. Como a maioria de arbovirus,
a encefalite japonesa é espalhada por mosquitos infectados
(Culex spp) .

Aqueles infectados desenvolvem sintomas suaves ou
nenhum sintoma. Naqueles que desenvolvem uma doenga mais
severa, a encefalite japonesa comega geralmente como uma
gripe, com febre, calafrios, cansago, dor de cabega,
nausea, e vémito. A confusdo e a agitag¢do também podem
ocorrer na fase inicial. A doenga pode progredir a uma
infecgdo séria do cérebro (encefalite) e pode ser fatal em

30% dos casos. Entre os sobreviventes, outros 30% dos

pacientes mostraram seqielas neuroldgicas permanentes.
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Ha outros flavivirus, que causam a encefalite viral e
estdo dentro do escopo da presente invengdo. Eles tém um
quadro de doenga similar, e incluem:

e Encefalite de St Louis e Murray Valley

e Encefalite de Verdao Primavera Russo, transmitida por
carrapatos.

Outros trés virus de encefalite pertencem ao género de
Alfavirus e sdo transmitidos também pela mordida de
mosquito. S3o a encefalite equina Ocidental, Oriental e
Venezuelana, ou WEE, EEE e VEE respectivamente. Elas
ocorrem na América do Norte e do Sul. HA também vacinas que
protegem contra EEE e WEE.

Como a encefalite japonesa estes virus frequentemente
produzem somente os sintomas gerais suaves, similares a
gripe suave.

O diagnéstico desta doenga tem sido feito previamente
detectando anticorpos no soro e no CSF (liquido
cerebroespinhal) pela ELISA de captura de IgM, mas isto
mostrou menos especificidade e o processo pode levar um
longo tempo. Uma vacina esta disponivel, mas os antivirais
sdo geralmente ineficazes a menos que administrados dentro
de horas da infecgdo, consequentemente o tratamento &
principalmente de suporte. O virus de encefalite japonesa
nao é transmitido entre seres humanos. A infecg¢do com JEV
conferencia imunidade prolongada.

Equivalentes

O termo “equivalente” como usado aqui e aplicado ao
flavivirus é pretendido de incluir as moléculas similares
que podem provocar © mesmo ou a resposta similar que o

flavivirus ou uma proteina estrutural ou ndo estrutural de
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flavivirus poderiam provocar. Por exemplo, os vVarios
antigenos expressos pelo flavivirus em varios estagios de
infecgdo ou varias particulas ou fragmentos de virus podem
causar os efeitos similares que o virus inteiro causa. A
resposta pode ser uma resposta imunoldgica (resposta ndo
clinica) ou pode ser uma resposta infecciosa (resposta
clinica) ou devido a vacinagado.

Exposigdo

O individuo pode ter sido exposto ao flavivirus, mas
ndo precisa mostrar sintomas visuais da infecgdo. O método
presente detecta a exposigdo que pode conduzir a infecgdo
(clinica ou subclinica ou ndo-clinica) ou pode indicar a
exposigdo prévia sem os sintomas manifestados.

A presente invengdo & aplicavel a detecgdo de
exposigdo ao flavivirus ou a um equivalente do mesmo. A
exposigdo pode ser exposigdo presente ou prévia ao
flavivirus ou a um equivalente do mesmo. Preferivelmente, a
exposicdo é suficiente para provocar uma reagdo imune ou
uma resposta no corpo para induzir um parceiro de 1ligacgdo
em resposta ao flavivirus ou ao equivalente do mesmo. Uma
vez que o individuo €& exposto, o método da presente
invencdo pode ser aplicado em qualquer estagio de exposigdo
como descrito acima. Preferivelmente, o método & usado para
detetar a exposigdo onde ndo ha nenhum sinal e sintoma que
s3o 6bvios de uma infecc¢do de flavivirus. Preferivelmente,
o método detecta a exposigdao do individuo em qualquer fase
de infecc¢do de flavivirus em uma fase aguda precoce para a
infeccdo secunddria ou estdgio de convalescéncia posterior
de exposigdo ao flavivirus ou equivalente do mesmo para a

infeccdo ou a vacinagdo primaria. A exposigdo pode nem



10

15

20

25

30

23/70

sempre manifestar em uma infec¢do de flavivirus ou sinais
ou sintomas notaveis, mas causara uma resposta para induzir
um parceiro de ligagdo. Preferivelmente, a resposta & uma
resposta imunoldégica.

Resposta imune ou resposta imunoldgica

Uma ‘“resposta imune” ou ‘“resposta imunoldégica” &
compreendida como sendo uma resposta seletiva montada pelo
sistema imune de vertebrados em que anticorpos especificos
ou fragmentos de anticorpos e/ou de células citotdxicas sdo
produzidos contra os patdgenos e antigenos invasivos que
sdo reconhecidos como estranhos no corpo.

Parceiro de ligagédo

Consequentemente, o “parceiro de ligag¢do” como usado
aqui é qualquer molécula ou célula que é produzida contra o
flavivirus estranho ou equivalente do mesmo.
Preferivelmente, é uma molécula imunoreativa. Mais
preferivelmente, o parceiro de ligagdo € um anticorpo ou um
fragmento ativo imunologicamente do mesmo, ou uma célula
citotéxica. O parceiro de 1ligagdo inclui uma molécula
imunointerativa que possa interagir com um antigeno de
flavivirus ou um equivalente e competir com agentes
imunolégicos especificos de flavivirus, tais como
anticorpos monoclonais especificos de flavivirus.

O parceiro de 1ligagdo preferido é uma molécula
imunointerativa, que se refere preferivelmente a qualquer
molécula compreendendo uma por¢do de ligagdo de antigeno ou
um derivado do mesmo. Preferivelmente, a molécula
imunointerativa é um anticorpo contra qualquer porg¢ao de
proteinas de flavivirus produzidas durante uma resposta

humoral no individuo de uma infecgdo ou de uma exposigdo de
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flavivirus.

Mais preferivelmente, o parceiro de 1liga¢do é um
anticorpo produzido no individuo a um flavivirus ou
componentes de virus relacionados. Entretanto, um parceiro
de 1ligagdo do anticorpo alvo pode também ser usado. Um
exemplo de um parceiro de ligagdo é um anticorpo anti-
idiotipico ou um anticorpo especifico para e
discriminatério de um anticorpo especifico de individuo
para o membro dos flavivirus ou componentes de virus
relacionados. Nos estdgios iniciais convalescentes de
infecgdo de flavivirus, o anticorpo preferivelmente IgG
derivado da infecgdo de flavivirus precedente é uma das
indicag¢des de infecgdo secundaria ou primaria de
flavivirus. O anticorpo pode ser detectado pela formacdo de
um complexo entre ele e um componente do membro dos
flavivirus. A formagdo deste imunocomplexo com o membro da
IgG especifica de flavivirus e o antigeno no epitopo
especifico de membro ou especifico de flavivirus é indicado
pela auséncia do anexagdo de agentes imunolégicos
especificos de membro ou de flavivirus competidores.

Como usado aqui, um “anticorpo anti-idiotipico” é um
anticorpo que se 1liga ao sitio de ligag¢do de antigeno
especifico de outro anticorpo gerado em resposta a
exposigdo a um componente derivado do membro do género
flavivirus ou relativo imunolégico do mesmo.

Como usado aqui, os termos “anticorpo” ou “anticorpos”
incluem o anticorpo inteiro e fragmentos de anticorpo que
contém porgdes funcionais do mesmo. O termo “anticorpo”
inclui qualquer composto monoespecifico ou biespecifico

compreendido de uma por¢do suficiente da regido variavel da
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cadeia leve e/ou regido varidvel da cadeia pesada para
efetuar a ligagdo ao epitopo ao qual o anticorpo inteiro
tem especificidade de ligag¢do. Os fragmentos podem incluir
a regido varidvel de pelo menos um polipeptideo de
imunoglobulina de cadeia pesada ou leve, e inclui, mas ndo
sdo limitados a, os fragmentos Fab, fragmentos F(ab'),, e
fragmentos Fv.

Preferivelmente o parceiro de ligagdo & um anticorpo.
Mais preferivelmente, & uma molécula de IgG de flavivirus
ou uma porg¢ao imunoreativa. Mais ©preferivelmente o
flavivirus é o virus da dengue ou virus da JE.

As células Citotdxicas contidas dentro da amostra
bioldégica podem também sevir como parceiros de ligagdo. A
célula pode interagir diretamente com o flavivirus ou
qualquer componente de um lisado de célula de células
infectadas com flavivirus ou um equivalente do mesmo.
Amostra bioldgica

O método da presente invengdo detecta a exposigdo ao
flavivirus ou equivalente do mesmo através do uso de uma
amostra bioldgica obtida de um individuo que sendo
potencialmente exposto ao flavivirus. A amostra bioldgica
pode ser qualquer amostra do corpo que pode conter um
parceiro de 1ligagdo. Tais amostras bioldgicas podem ser
selecionadas do grupo que inclui sangue, saliva, liquido da
coluna, células B, Células T, plasma, soro, urina e fluido
amniotic. Preferivelmente, a amostra bioldgica é soro ou
plasma ou saliva. Mais preferivelmente, a amostra bioldgica
é soro ou saliva.

Também prefere-se que a amostra bioldgica seja obtida

de individuos com suspeita de exposigdo a um flavivirus.
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Uma amostra bioldégica pode também ser modificada antes do
uso, tal como pela diluig¢do, purificagdo de varias fragdes,
centrifuga¢do e semelhante.

Conseqientemente, uma amostra bioldégica pode se
referir a um homogeinizado, lisado ou extrato preparados de
um organismo inteiro ou um subconjunto de seus tecidos,
células ou partes de componente, ou uma fra¢do ou porgdo do
mesmo.

Deve-se notar que uma amostra bioldgica pode também
ser desprovida de um parceiro de 1ligagdo dque possa
interagir com o flavivirus ou um equivalente do mesmo. Isto
ocorre quando o individuo ndo foi exposto ao flavivirus ou
a um equivalente do mesmo. Consequentemente a “determinacgado
da presenga de um complexo que forma entre um parceiro de
ligagdo especifico de flavivirus presente na amostra
bioldégica e um componente capturado de IgA de
antiflavivirus” pode dar um resultado zero como um complexo
que ndo pode formar na auséncia de parceiros de ligagdo. O
Gnico complexo que pode formar neste exemplo compreenderia
o agente competitivo imunoldégico especifico de flavivirus,
tal como um anticorpo monoclonal projetado para competir
com os parceiros de ligag¢do na amostra bioldgica.

Em referéncia a uma amostra bioldgica sendo colocada
em contato com um componente de um lisado, preferivelmente
um componente imunogénico de flavivirus ou relativo
imunoldégico do mesmo, deve ser entendido como uma
referéncia a qualquer método para facilitar a interag¢do de
uma ou mais moléculas imunointerativas da amostra bioldgica
com um componente do flavivirus ou do relativo imunolégico

do mesmo. A interagdo deve ser tal que o acoplamento ou a
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ligagdo ou qualquer outra associagdo entre a molécula
imunointerativa e um componente imunogénico especifico do
flavivirus ou relativo imunoldégico do mesmo podem ocorrer.

A amostra bioldgica €& contatada com uma mistura de
componentes virais capturados de IgA de antiflavivirus de
flavivirus ou de equivalente do mesmo.

Componente capturado de IgA antiflavivirus

A TIgA de antiflavivirus é usada para capturar
componentes especificos de flavivirus ou de membro.
Preferivelmente o componente é um componente imunoldgico
que é reativo a um parceiro de 1ligagdo especifico de
flavivirus e um agente competitivo imunoldgico especifico
de flavivirus. A IgA de antiflavivirus pode ser obtida por
quaisquer métodos disponiveis ao de habilidade técnica para
fazer anticorpos a um antigeno. Preferivelmente, a IgA é
capturada por IgA antihumana.

A presente invengdo usa especificamente componentes
capturados de IgA de antiflavivirus ao contrario de IgG ou
de IgM que geralmente resultam na perda de sensibilidade do
teste. Descobriu-se agora que o uso de IgA para capturar
componentes de flavivirus pode melhorar a sensibilidade do
teste soroldgico. A IgA pode capturar componentes de
flavivirus que reagem mais especificamente com o parceiro
de ligagdo a partir da infecg¢do e exposigdo recentes.

Quando um individuo é exposto ao flavivirus, o sistema
imune do corpo reage para remover inicialmente o virus.
Isto causa uma cadeia de acontecimentos que se manifesta
geralmente em uma resposta imunoldgica & pletora de
antigenos apresentados pelo flavivirus ou por um

equivalente do mesmo. Consequentemente o componente
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fornecido na presente invengdo representa qualquer estagio
de exposigdo ao flavivirus e pode ser um antigeno ou porg¢ao
do antigeno que inclui um epitopo especifico a todos os
flavivirus ou ao sorotipo. Os componentes podem ser
derivados de qualquer fonte que inclui o prdprio
flavivirus. Entretanto, prefere-se que o componente seja
derivado de uma célula infectada com o virus de flavivirus.
Isto pode ser derivado de uma cultura de células ou de
tecido ou amostras bioldgicas infectadas com o flavivirus.
Mais preferivelmente, os componentes sdo derivados de uma
cultura de células infectadas com o flavivirus do qual um
lisado de célula é obtido.

Na presente invengao o lisado de célula
preferivelmente compreende uma mistura de imundgenos de
flavivirus, que inclui particulas de virus e as proteinas
virais estruturais e ndo estruturais. Estes componentes
imunogénicos sdo capturados pela IgA de antiflavivirus.
Preferivelmente os imundgenos de flavivirus sdo os
componentes imunogénicos do 1lisado que sdo capazes de
provocar uma reag¢do imunoldgica a um parceiro de 1ligagédo
especifico de flavivirus presente na amostra bioldgica e
aos agentes de competigdo imunoldgicos especificos de
flavivirus. 0o lisado fornece componentes virais,
preferivelmente componentes imunogénicos que podem ser
fornecidos pelo flavivirus em qualquer estagio de seu
desenvolvimento.

O lisado da presente invengdo pode ser obtido de
qualquer fonte de células que foram infectadas com o membro
especifico dos flavivirus ou equivalente do mesmo.

Preferivelmente, as células sdo infectadas em uma in vivo
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cultura com flavivirus ou equivalente do mesmo.

Qualquer tipo de célula pode ser infectada.
Preferivelmente, o tipo de célula que é capaz de infecgdo e
de cultura de flavivirus. Entretanto, prefere-se que as
células capazes de produzir titulos elevados de flavivirus
sejam infectadas de acordo com os métodos da presente
invengdo, incluindo, mas ndo limitadas a, linhagem celular
continua geralmente disponivel (por exemplo, células Vero
(cepa Vero-PM), células CV-1, células LLC-MK2, C6/36 e AP-
61), de linhagens celulares primarias, tais como células de
pulmdo de Rhesus fetal (FRhL-2), células BSC-1, e células
MRC-5, ou fibroblasto dipléide de humanos. Uma combinac¢do
de tipos de célula €& também prevista pela presente
invencdo. As células C6/36 ou AP-61 sdo infectadas com
flavivirus ou equivalente. Mais preferivelmente o tipo de
célula é C6/36.

As células podem ser cultivadas para qualquer periodo,
preferivelmente por um periodo que permita que o flavivirus
se estabelega e infecte a célula. Mais preferivelmente, as
células sdo cultivadas até que um efeito citopatico esteja
aparente na cultura de célula que desse modo indica a
infecgdo ativa do virus nas células.

Neste momento, as células podem lisadas por qualquer
método disponivel ao técnico hédbil. Preferivelmente, o uso
de um tampdo hipotdnico que inclui um detergente, tal como
Triton X 100 pode ser usado fornecendo o tampdo lisante que
ndo afeta os imunégenos do flavivirus ou equivalentes do
mesmo, mas preferivelmente inativa as particulas vivas de
virus.

Deve-se apreciar que o lisado conterd uma mistura de
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componentes imunogénicos virais incluindo os antigenos de
virus de flavivirus estrutural e ndo estruturais, assim
como particulas inteiras de virus de flavivirus. Para o
virus da dengue estes podem ser selecionados de grupo que
inclui DEN 1, 2, 3 ou 4. A presente invengdo procura
identificar uma mistura de antigenos por uma mistura de
parceiros de ligagdo que sdo gerados na amostra bioldgica
em resposta a exposigdo ao flavivirus ou a um equivalente.

Preferivelmente o flavivirus é virus da dengue ou
virus da JE.

Mais preferivelmente o componente imunogénico
especifico de dengue ou flavivirus €& uma proteina
estrutural ou nao estrutural de virus de flavivirus ou de
dengue. Mais preferivelmente, a proteina estrutural &
selecionada do grupo que inclui as proteinas de C-Capsideo,
de M-Membrana e de E-Envelope, que podem ser capturada por
IgA de antiflavivirus. Mais preferivelmente, as proteinas
nao estruturais para a dengue sdo selecionadas do grupo que
inclui NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5.

O 1lisado pode ser processado em gqualquer maneira.
Preferivelmente, o 1lisado é clarificado para remover os
nicleos e respiduos celulares e as particulas inteiras de
flavivirus. O 1lisado pode separado em aliquotas e
armazenado em -70°C a -80°C para uso futuro.

Para o virus da dengue os métodos precedentes usaram o
DEN 1, 2, 3 e 4 de antigenos de dengue especificos
(presentes no sobrenadante de células infectadas de virus
da dengue) para detectar os anticorpos indicativos de
infecgdo de virus da dengue. Entretanto, a presente

invengdo ndo usa unicamente estes antigenos, mas uma
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mistura de moléculas/imunégenos de flavivirus (presente nas
células infectadas flavivirus, que podem conter as
particulas de flavivirus e outros componentes imunoldgicos,
preferivelmente proteinas estruturais e ndo estruturais)
contra quais anticorpos se desenvolvem no curso de uma
exposigao de flavivirus.

Agente competitivo imunoldégico especifico de flavivirus

O agente imunolégico, preferivelmente um anticorpo ou
anticorpo monoclonal & usado para competir com o parceiro
de 1ligagcdo presente na amostra bioldgica. O agente
imunoldégico & também reativo aos componentes especificos de
flavivirus. Qualquer agente imunoldégico que é especifico
para o flavivirus ou mais preferivelmente a um epitopo do
flavivirus €& preferido. Geralmente o agente imunolégico
sera especifico ao epitopo na porg¢do de envelope do virus
de flavivirus. Mais preferivelmente, o agente competitivo
imunoldégico especifico de flavivirus é especifico para um
componente capturado de IgA de antiflavivirus.

Uma vez que o agente imunoldégico for competir com o
agente de ligacgdo especifico de flavivirus, também prefere-
se que o agente imunoldégico e o agente de ligagdo
especifico de flavivirus passem a competir por pelo menos
um ou © mesmo epitopo. Consequentemente prefere-se que o
agente imunoldgico seja especifico a um epitopo dos
componentes capturados de IgA de antiflavivirus. Uma
combinag¢do de Componentes capturados de IgA e um agente
imunoldégico altamente especifico melhorard a especificidade
do teste ao membro do género flavivirus.

A especificidade no teste pode ser melhorada pelo grau

de especificidade dos agentes de competigdo imunolégicos
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especificos de flavivirus. Preferivelmente o agente
competitivo imunoldégico especifico de flavivirus é um
anticorpo, tal como um anticorpo policlonal ou um anticorpo
monoclonal. Mais preferivelmente € um anticorpo monoclonal
especifico para um epitiope do flavivirus, mais
especificamente a um componente capturado de IgA
antiflavivirus.

Sabendo que o antigeno para o qual o anticorpo &
gerado, o antigeno do componente pode ser identificado.

Quaisquer métodos disponiveis ao técnico hébil podem
ser usados para fazer um anticorpo ou anticorpo monoclonal
ao virus de flavivirus.
Formag¢do de complexo

Os componentes e a amostra bioldgica sdo contatados,
de modo que possam formar um complexo entre os componentes
e o parceiro de 1ligagao presentes dentro da amostra
biolégica. Preferivelmente, os imundgenos das particulas de
flavivirus, incluindo, mas ndo limitados &as proteinas
estruturais e ndo estruturais capturadas por IgA de
antiflavivirus que tem um epitopo especifico para
flavivirus, formardo complexos com os parceiros de ligagdo
ou um agente competitivo imunoldégico especifico de
flavivirus. Preferivelmente, os parceiros de ligagédo
especificos sdo anticorpos ou fragmentos do mesmo presentes
na amostra bioldgica. Estes estardo somente presente quando
o individuo foi exposto/imunizado ao flavivirus.

Preferivelmente, o) complexo formara entre um
anticorpo, preferivelmente uma IgG especifico para o membro
do género flavivirus ou equivalente do mesmo e um

componente viral de flavivirus capturado de IgA
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antiflavivirus.

O parceiro de 1ligagdo pode também ser uma célula
citotdxica, tal como uma T célula citotbxica da amostra
biolégica que reage aos imundégenos de flavivirus.

Um agente competitivo imunoldégico especifico de
flavivirus ou de membro também formarda um complexo com o
componente se o mesmo epitopo permanecer livre no
componente. Onde o parceiro de ligagdo e o agente
imunoldégico sdo especificos para o mesmo epitopo, uma
competigdo acontecerd, manifestando-se em uma indicagdo da
presenca do parceiro de ligagao e de exposigdo prévia ao
flavivirus.

O método preferido da presente invengdao se baseia na
detecgdo de agente competitivo imunoldégico especifico de
flavivirus ou membro com ©os ©parceiros de ligagdo
especificos de flavivirus presentes na amostra bioldgica. O
agente imunoldgico de competigdo e parceiro de 1ligagéo
especifico de flavivirus ou membro competem para um
componente do antigeno de flavivirus presente no lisado de
célula derivado de uma célula infectada com o flavivirus ou
um equivalente do mesmo que foi capturado usando IgA de
antiflavivirus. O complexo pode compreender um ou mais
parceiros de ligagdo limitados a um ou mais componentes
derivados de flavivirus ou um equivalente do mesmo.

A amostra bioldégica é deixada em contato com o
componente derivado de flavivirus ou um equivalente do
mesmo por um periodo de tempo suficiente e condig¢des, que
permitem a formagdo estavel de um complexo e inibem a
anexacdo de agente imunoldgico competitivo, tal como um

anticorpo monoclonal especifico para o flavivirus ou
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qualquer o membro particularmente do género.

Uma vez que anexado, o agente competitivo imunolégico
especifico de flavivirus pode ser adicionado.
Consequentemente, prefere-se ter uma etapa de pré-incubac¢do
onde o agente de ligagdo e o componente sejam permitidos
formar um complexo antes da adigdo do agente imunolégico.
Entretanto, estes componentes podem também ser adicionados
simultaneamente.

A invengdo wutiliza preferivelmente um flavivirus
especifico ou qualquer anticorpo especifico de membro
particular para competir com os parceiros de ligac¢do, tais
como o antiflavivirus especifico ou qualquer membro
particular especifico de IgG a partir do corpo hospedeiro
para um especifico epitopo ao flavivirus ou qualquer membro
particular do género ou a seus sorotipos presentes na
proteina de envelope de flavivirus derivada de um lisado de
célula, que inclua uma mistura de componentes imunogénicos
de flavivirus incluindo particulas de flavivirus dentre
outros antigenos indicativos de infeccdo de flavivirus.

Os métodos e kits da presente inven¢do procuram
detectar os componentes e parceiros de ligag¢do, que formam
complexos e sdo indicativos de uma infecc¢do de flavivirus.
Estes componentes e parceiros de ligagdo sdo gerados no
curso de uma infecc¢do de flavivirus.

Em ainda outro aspecto, a amostra bioldgica pode ser
aplicada a um suporte sélido, tal como, mas sem limitar a,
uma membrana de nitrocelulose ou placa de poliestireno
revestida com IgA de antiflavivirus. O suporte sélido pode
também ter o componente capturado por IgA antihumana e

derivado do flavivirus ou um equivalente do mesmo aplicado
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a ela. O componente derivado de um flavivirus ou
equivalente do mesmo é deixado entdo em contato com a
amostra bioldgica por um periodo de tempo suficiente e sob
condi¢des, que permitem a formagdo estdvel de um complexo
na presenga de agentes imunoldgicos competidores
especificos ao flavivirus ou quaisquer membros do género.
Uma vez que o complexo & formado, um sistema de deteccgdo é
entdo adicionado para facilitar a detecgdo da 1ligagdo
especifica do agente imunoldégico no complexo.

Determinando a presenga de um complexo

Detectar o complexo entre a IgA de antiflavivirus
capturada de componentes virais de flavivirus derivados do
flavivirus e um parceiro de 1ligagdo especifico de
flavivirus, tal como uma molécula imunoreativa ou um agente
imunolégico especifico de flavivirus, pode ser baseado em
qualquer método conveniente, que seja conhecido aqueles de
habilidade na técnica.

E conhecido que os procedimentos dteis para detectar
componentes capturados de IgA de antiflavivirus, parceiros
de ligagédo e agentes imunoldgicos especificos de
flavivirus, tais como os anticorpos monoclonais que formam
complexos e sdo indicativos de uma infecg¢do de flavivirus
em uma amostra bioldgica incluem, mas ndo estdo limitados
a, ensaios imunolégicos, tais como imunoblotting,
imunocitoquimico, imunohistoquimico ou cromatografia de
afinidade de anticorpo, analise de Western blot, ou
variagdes ou combina¢des destes ou outras técnicas como
conhecida na técnica.

Em uma modalidade preferida, o método de detecgdo

emprega um agente de detec¢dao adicional, tal como
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anticorpos especificos e anti- anticorpos conjugados com
enzima, ou simplesmente utilizag¢do de um agente imunogénico
ligado diretamente a um grupo reportador, tal como uma
enzima. Uma enzima apropriada é perdxido de rabano (HRP)
que permite a detecgdo dos <complexos formados com
componentes competidores. Para especificidade adicionada,
os anticorpos monoclonais podem ser empregados.

A presente invengdo inclui o uso de um agente
imunolégico especifico de flavivirus ou de membro de
flavivirus que tenha um grupo reportador. O uso deste
melhora a velocidade que o teste pode ser realizado. Reduz
o0 numero de etapas exigidas para identificar a formagdo de
complexo. Um grupo reportador apropriado & uma enzima, tal
como HRP. Outros grupos reportadores apropriados podem ser
usados e sdo familiares aqueles de habilidade na técnica.

O complexo formado por um componente do 1lisado de

‘célula e o parceiro de ligac¢do pode ser detectado usando um

agente de detecgdao que contenha um grupo reportador e o
ligue especificamente ao componente/complexo de parceiro de
ligagdo. Tal agente de detec¢do pode compreender, por
exemplo, o anticorpo especifico de flavivirus ou especifico
de membro derivado de outra espécie de animais ou de outros
agentes que se ligam especificamente ao parceiro de
ligagao, tal como uma anti-imunoglobulina (isto €&,
anticorpo), proteina G, proteina A ou uma lecitina.
Alternativamente, um ensaio competitivo pode ser utilizado,
em que um agente de detecgdao capaz de ligar um antigeno
derivado do membro de flavivirus, é marcado com um grupo
reportador e permitido se ligar ao componente imobilizado

do lisado de célula em combinagdo com o parceiro de ligagdo
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da amostra bioldgica. A extensdo a qual o parceiro de
ligagdo da amostra bioldégica inibe a ligag¢do do flavivirus
marcado ou agente de detecgcao especifico de membro de
flavivirus ao componente imobilizado €é indicativo da
reatividade do parceiro de ligagdo da amostra bioldgica com
o componente imobilizado.

Em uma modalidade preferida, o reagente de detecgdo é
um anticorpo ou anticorpo secunddrio ou um fragmento
ligador de antigeno do mesmo, capaz de ligar ao parceiro de
ligagdo da amostra bioldgica. Os anticorpos podem ser
preparados por qualquer de wuma variedade de técnicas
conhecidas aquelas de habilidade ordindria na técnica
(veja, por exemplo, Harlow e Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Labortory, 1988). Geralmente, os
anticorpos podem ser produzidos pelas técnicas de cultura
de célula, incluindo a geragdo de anticorpos monoclonais,
ou através de transfecgdo de genes de anticorpo em
hospedeiros de célula bacteriana ou mamifera apropriados, a
fim de permitir a produg¢do de anticorpos recombinates.

O anticorpo secundario, que pode ser conjugado a um
marcador, pode ser adicionado ao complexo para facilitar a
detecgdo. Uma faixa de marcadores que fornecem um sinal
detectavel pode ser empregada. O marcador pode ser
selecionado de um grupo que inclui crombégeno, uma enzima,
um catalizador, um marcador visual fluordéforo e direto. No
caso de um marcador visual direto, pode-se usar uma
particula metalica coloidal ou ndo metdlica, uma particula
de tintura, uma enzima ou um substrato, de um polimero
organico, ou de uma particula de latex. Um grande numero de

enzimas apropriadas para o uso como marcadores sdo
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divulgadas na patente dos Estados Unidos no. 4366241,
4843000 e 4849338. Os marcadores de enzima apropriados na
presente inveng¢do incluem fosfatos alcalinos, peroxidase de
rabano, preferivelmente peroxidase de rabano. O marcador de
enzima pode ser usado sozinho ou em combina¢do com uma
segunda enzima que esteja na solug¢do. Na presente invengdo
um anticorpo secundario anexado com peroxidase de rabano,
que entdo reage com seu substrato OPD ou DAB e produz uma
mudanga de cor visualmente detectével, preferivelmente
alcanga a detecgdo do complexo que formou com os imundgenos
e os agentes 1imunoldgicos especificos de flavivirus
competitivo ou de membro de flavivirus, tais como os
anticorpos monoclonais especificos para flavivirus ou
qualquer membro do género.
Apresentagdo dos componentes capturados de IgA de
antiflavivirus

Em uma modalidade preferida, os métodos como descrito
aqui envolvem o uso de um lisado de célula derivado de uma
célula infectada com um flavivirus ou um membro de
flavivirus do género, ou os componentes capturados de IgA
de antiflavivirus (referidos aqui permutavelmente como
“components” ou “componentes do lisado de célula”),
imobilizado em um suporte sélido, tal como uma membrana de
poliestireno ou de nitrocelulose a qual um parceiro de
ligagdao presente em uma amostra bioldégica pode se ligar.

Consequentemente em um outro aspecto da presente
invengdo é fornecido um suporte s6lido para o uso em um
método para detecgdo de exposigao de um individuo a um
flavivirus ou equivalente do mesmo, o referido método

compreendendo:
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contatar uma amostra bioldégica a partir do individuo
com uma mistura de componentes capturados de IgA de
antiflavivirus de flavivirus ou de um equivalente;

submeter a amostra bioldégica e os componentes
capturados de IgA de antiflavivirus a um agente competitivo
imunoldégico especifico de flavivirus

determinar a presenga de um complexo que se forma
entre um parceiro de ligagdo especifico de membro de
flavivirus ou flavivirus presente na amostra bioldgica e em
um componente capturado de IgA de antiflavivirus na
presenga do agente competitivo imunolégico especifico de
flavivirus;

o referido suporte compreendendo componentes

‘capturados de IgA de antiflavivirus imobilizados no

suporte.

O suporte sdlido pode ser qualquer material conhecido
dqueles de habilidade ordindria na técnica ao qual um
parceiro ou um componente de ligagdo do lisado de célula
podem ser anexados. Por exemplo, o suporte sélido pode ser
um pogo de teste em uma placa de microtitulo ou uma
nitrocelulose ou outra membrana apropriada.
Alternativamente, o suporte pode ser um granulo ou um
disco, tal como vidro, fibra de vidro, latex ou um material
plastico, tal como poliestireno ou polivinilcloreto. O
suporte pode também ser uma particula magnética ou um
sensor de fibra &ptica, tal como aquelas divulgadas, por
exemplo, na US-PAT. No.5.359.681.

O parceiro de 1ligagdo ou o componente do 1lisado de
célula podem ser imobilizados no suporte sbélido usando uma

variedade de técnicas conhecidas aqueles de habilidade na
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técnica, que sdo descritas amplamente na patente e na
literatura cientifica. No contexto da presente invencdo, o
termo “imobilizacgdo” refere-se a imuno-absorc¢ao ou
associagdao ndo-covalente, tal como adsorgdo, e anexacgio
covalente (que pode ser uma ligagdo direta entre o antigeno
ou nucleotideo e grupos funcionais no suporte, ou pode ser
uma ligagdo por um agente de reticulagdo). A imobilizacdo
pela imuno-absorgdo com anticorpo revestido a um pogo em
uma placa de microtitulo ou uma absorgdo simples a uma
membrana €& preferida. Nesses casos, a adsorgdo pode ser
conseguida contatando o parceiro de 1ligagdo ou um
componente do lisado de célula, em um tampdo apropriado,
com o suporte sbélido previamente revestido com o anticorpo
para uma quantidade de tempo apropriada. O tempo de contato
varia com a temperatura, mas é tipicamente cerca de 1 hora
e durante a noite.

A Imuno-anexagao de um parceiro de 1ligag¢do, um
componente capturado de IgA antiflavivirus ou um agente
imunoldégico especifico de flavivirus ou de membro a uma
suporte sbélido pode também ser conseguido primeiramente
reagindo o suporte com um reagente bifuncional que reaja
com o anticorpo revestido e um componente imunogénico, tal
como epitopo ndo especifico, de um parceiro de ligag¢do ou
de um componente. Por exemplo, o parceiro de ligagdo, de um
componente capturado de IgA antiflavivirus ou um agente
imunolégico especifico de flavivirus pode ser
imunologicamente anexado aos suportes que tém um
revestimento de anticorpo apropriado wusando o anti-
anticorpo.

Descrigdo geral do processo
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O seguinte & uma descrig¢do geral do método meramente
para ilustrar determinadas modalidades preferidas, mas a
invengdo ndo deve ser restringida a esta descrigdo geral
nem ao virus da dengue. O virus da dengue & meramente um
flavivirus preferido para finalidades de ilustracdo de um
flavivirus para a invengdo.

O ensaio pode ser conduzido como um ensaio sanduiche
de duas etapas. Este ensaio pode ser realizado
primeiramente contatando um parceiro de ligagdo especifico
de dengue presente em uma amostra bioldgica que foi
imobilizado em um suporte sbélido (este pode ser o pogo de
uma placa de microtitulo), com o componente de um lisado de
célula como descrito aqui, de modo que um componente &
permitido 1ligar ao parceiro de 1ligag¢do imobilizado. A
amostra ndo ligada é entdo removida do complexo imobilizado
e um reagente de detecgdo (preferivelmente um segundo
anticorpo capaz de 1ligar ao parceiro de 1ligagao ou ao
componente, contendo um grupo reportador) é adicionado. A
quantidade de reagente de detecg¢do que permanece ligado ao
suporte sbé6lido €& determinada entdo wusando um método
apropriado para o grupo reportador especifico.

Mais preferivelmente, uma vez que o parceiro de
ligagdo ou um componente do lisado de célula é imobilizado
no suporte como descrito acima, os locais de 1ligagado
restantes no suporte sdo tipicamente bloqueados. Qualquer
agente de Dbloqueio apropriado conhecido aqueles de
habilidade ordindria na técnica, tal como a albumina de
soro bovino ou leite de pele com Triton X 100 ou Tween 20™
(Sigma Chemical Co., St Louis, Mo.). O parceiro de ligagao

imobilizado ou componente €& entdo incubado com um
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componente de um lisado de célula ou parceiro de ligacdo,
respectivamente, tal que um complexo entre o parceiro de
ligagdo e o componente & permitido formar. O componente ou
o parceiro de 1ligagdo podem também ser diluidos com um
tampdo de diluente apropriado, tal como salino de tampdo
fosfato (PBS) com o soro humano negativo de anticorpo de
dengue e Triton X 100 ou Tween 20 antes da incubacdo.
Geralmente, um tempo de contato apropriado (isto &, tempo
de incubagdo) é um periodo de tempo preferivelmente de 30
minutos que é suficiente para permitir um componente do
lisado de célula se 1ligar ao parceiro de 1ligacdo
imobilizado, ou vice versa, e entdo agente imunolégico
competitivo, tal como um anticorpo ao virus da dengue, mais
preferivelmente um anticorpo monoclonal é adicionado &
mistura para o ensaio competitivo e & deixado trabalhar por
outros 30 minutos. O agente imunoldgico competitivo pode
ter wum grupo reportador diretamente ligado a ele.
Preferivelmente, o tempo de contato é suficiente para
conseguir um nivel de ligagdo ao epitopo alvo no antigeno
de dengue anexado que &, pelo menos aproximadamente 95%
daquele conseguido em equilibrio entre o parceiro ou
componente de ligagdo ligado ou ndo ligado do 1lisado de
célula. Aqueles de habilidade ordindria na técnica
reconhecerdo que o tempo necessario para conseguir o
equilibrio pode prontamente ser determinado pelo ensaio do
nivel de ligagdo que ocorre durante um periodo de tempo. Em
temperatura ambiente, um tempo de incubagdo de
aproximadamente 30 a 60 minutos & geralmente suficiente.

Os componentes ndo ligados podem entdo ser removidos

lavando o suporte sdélido com um tampdo apropriado, tal como
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PBS contendo 0,05% Tween 20™ ou Tween 80. Um agente de
detecgdo que é capaz de ligar ao componente do lisado de
célula ou parceiro de 1ligagdao, e que contenha um grupo
reportador, pode entdo ser adicionado ao suporte sdélido. O
agente de detecgdo €é incubado entdo com o complexo
parceiro-componente de ligagdo imobilizado para uma
quantidade de tempo suficiente para detectar o componente
ligado ou parceiro de 1ligag¢do. Uma quantidade de tempo
apropriada pode geralmente ser determinada analisando o
nivel de ligag¢do, isso ocorre durante um periodo de tempo.
O agente de detecgdo ndo ligado é entdo removido e agente
de detecgdo ligado é€ detectado usando o grupo reportador. O
método empregado para detecgdo do grupo reportador depende
da natureza do grupo reportador.

Alternativamente, um grupo reportador pode ser ligado
diretamente ao agente imunoldgico. O grupo reportador pode
entdo ser detectado imediatamente. Para grupos radioativos,
a contagem de cintilagdo ou métodos autoradiograficos sdo
geralmente apropriados. Os métodos espectroscdpicos podem
ser usados para detectar tinturas, grupos liminescentes,
enzimas cromogénicas e grupos fluorescentes. As enzimas
cromogénicas incluem, mas ndo sdo limitadas a, peroxidase e
fosfatase alcalina. Os grupos fluorescentes incluem, mas
ndo sdo limitados a, isotiocianato de fluoresceina (FITC),
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC), rodamina,
Texas Red e ficoeritrina. A biotina pode ser detectada
usando avidina, acoplada a um grupo reportador diferente
(geralmente um grupo radioativo ou fluorescente ou uma
enzima). Os grupos reportadores de enzima podem geralmente

ser detectados pela adigdo de substrato (geralmente por um
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periodo de tempo especifico), seguido por espectroscopia ou
outra anadlise dos produtos de reagdo. O substrato pode ser

selecionada de um grupo de agentes consistindo de 4-cloro-

l-naftol (4CN) , diaminobenzidina (DAB) , carbazola de
aminoetila (AEC), 2,2'azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfbénico) (ABTS) , ofenilenodiamina

(OPD) e benzidina tetrametila (TMB).

Pode também ser desejavel acoplar mais de um grupo
reportador a um agente de detecg¢do. Em uma modalidade,
grupos reportadores miltiplos sdo acoplados a uma molécula
de agente de detecgdo. Em uma outra modalidade, mais de um

tipo de grupo reportador pode ser acoplado a um agente de

detecgdo. Nao obstante da modalidade particular, os agentes

de detecgdo com mais de um grupo reportador podem ser
preparados em uma variedade de maneiras. Por exemplo, mais
de um grupo reportador pode ser acoplado diretamente a um
agente de detecgdo, ou 1ligantes gque fornegam mialtiplos
locais para a anexagdo podem ser usados.

Em uma modalidade relacionada, o método como descrito
aqui pode ser realizado em uma placa de poliestireno ou
fluxo-livre (flow-through) ou formato de teste de fita,
onde o parceiro de ligagdo de uma amostra bioldgica ou de
um componente € imobilizado pelo anticorpo antidengue ou em
uma membrana, tal como nitrocelulose. No teste de £fluxo-
livre, por exemplo, um componente & capaz de 1ligar ao
parceiro de 1ligagdo imobilizado a medida que a amostra
passa através da membrana. Alternativamente, um parceiro de
ligagdo presente em uma amostra biolégica é capaz de ligar

ao componente imobilizado do lisado de célula a medida que

a amostra passa através de membrana. Um segundo, agente de
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detecgdo marcado se 1liga entdo ao complexo parceiro-
componente de 1ligagdo enquanto uma solugdo que contém o
agente de detecgao flui através da membrana. A detec¢do do
agente de detecg¢do ligado pode entdo ser realizada como
descrito acima.

No formato de teste de fita, wuma extremidade da
membrana a qual um componente do lisado de célula é ligado
€ imersa em uma solugdo que contém a amostra bioldgica. O
parceiro de ligagdo na amostra bioldégica migra ao longo da
membrana através de uma regido que contém um agente de
detecgdo e até a &rea do componente imobilizado. A
concentragdo de agente de detecgdo na A&rea do complexo
parceiro-componente de ligagdo imobilizado indica a
presenga de agente de ligagdo em uma amostra bioldgica.
Tipicamente, a concentragdo do reagente de detec¢do nesse
local gera um padrdo, tal como uma linha, que possa ser
lida visualmente. A auséncia de tal padrdo indica um
resultado negativo. Geralmente, a quantidade de parceiro de
ligagdo imobilizado na membrana ou placa de poliestireno é
selecionado para gerar um padrdo visualmente discernivel
quando a amostra bioldégica contém um nivel de um agente de
ligagdo que seja suficiente para gerar um sinal positivo no
ensaio sanduiche, no formato discutido acima. Tais testes
podem tipicamente ser realizados com uma quantidade muito
pequena de amostra bioldgica.

Em uma versdo mais simples do teste de fita ou teste
de bastdo de aferigdo, os componentes do lisado de célula
podem ser imobilizados em uma membrana, tal como uma
membrana de nitrocelulose. As fitas de membrana podem entdo

ser submetidas as amostras bioldégicas para formar complexos
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entre os componentes e um parceiro de ligag¢do presentes na
amostra bioldgica. O complexo é entdo detectavel por
quaisquer meios descritos acima wusando um agente de
detecg¢do, tal como um anticorpo monoclonal. O teste de
bastdo de aferigdo pode fornecer uma indicagdo rapida de
exposigdo precedente sem usar grandes amostras biolégicas.
Como usado aqui, “ligagdo” se refere a uma associagao
ndo-covalente ou uma 1ligag¢do imunoldégica entre duas
moléculas separadas de modo que um complexo €& formado. A
habilidade de ligar pode ser avaliada pela, por exemplo,
determinag¢do de uma constante de ligag¢do para a formagdo do

complexo. A constante de ligagdo é o valor obtido quando a

concentragcdo do complexo é dividida pelo produto das

concentragdes componentes. Geralmente, dois compostos sao
ditos para se “ligar”, no contexto da presente invengao,
quando a constante de ligagdo para a formagdo de complexo
exceda aproximadamente 10° L/mol. A constante de ligacdo
pode ser determinada usando métodos bem conhecidos na
técnica.

Os suportes sdélidos contemplados pelo método e kits da
presente inveng¢do incluem qualquer superficie a qual o
parceiro de ligag¢do, componentes derivados do flavivirus ou
qualquer membro especifico do grupo ou equivalente do mesmo
ou um agente competitivo imunoldégico especifico de
flavivirus pudem imobilizar wusando imuno-absorgdo. Os
exemplos de superficies incluem sem serem limitados a,
poliestireno ou membranas incluindo membranas de
nitrocelulose, filtros de membrana de
politetrafluoretilene, filtros de membrana de acetato de

celulose e filtros de membrana de nitrato de celulose com
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carreadores de papel de filtro. Mais preferivelmente, a
membrana €& poliestireno e a membrana é membrana de
nitrocelulose.

Alternativamente, os métodos de diagnéstico da
presente invengdo podem adotar um método analitico
automatizado usando um microchip bioldgico. Por exemplo, um
kit de diagndéstico pode ser estruturado para realizar
imunoblotting usando um dispositivo de vidro revestido com
o componente do lisado de célula. Este kit de diagnéstico
pode compreender um microchip biolégico na superficie da
qual o componente do lisado de célula €& imobilizado, um
tampdo apropriado, uma amostra padronizada compreendendo um
nivel detectavel de agente de ligagcdao, e um reagente de
detecgdo secundario, como descrito aqui.

O método e kits da presente invengdo podem detectar a
exposigdo especifica de humanos ou animais a um flavivirus
ou qualquer membro especifico da familia ou equivalente do
mesmo, durante a infecgdo aguda ou em fase convalescente.
Como usado aqui, “infecgdo aguda” se refere ao periodo de
tempo quando um virus infectou um hospedeiro e esta
ativamente replicante e/ou causando os sintomas associados
com a infeccao como febre, vermelhidio, dor nas
articulagdes e ou dor abdominal. A “fase convalescente” se
refere ao estdgio de ciclo de infecgdo de flavivirus quando
o virus de flavivirus Jja ndo estd se multiplicando ou
permanece no sangue hospedeiro e desenvolveu parceiros de
ligagdo tal como, mas ndo limitado aos anticorpos. Usando o
método e o kit da presente inveng¢do, a exposig¢do pode ser
detectada a qualquer hora apds a geragdo de um parceiro de

ligagdo no paciente infectado ou paciente derivado de
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infecgcdo/infec¢des precedentes.
Kits

Em um outro aspecto da presente invengdo é fornecido
um kit para detecgdo de exposi¢do de um individuo a um
flavivirus ou qualquer membro da familia ou equivalente do
mesmo, o referido kit compreendendo:

componentes capturados de IgA de antiflavivirus de
flavivirus;

agente competitivo imunolégico especifico de
flavivirus; e

pelo menos um agente de detecgdo para detectar um
complexo que se forma entre um parceiro de ligacgdo presente
em uma amostra bioldgica e um componente capturado de IgA
de antiflavivirus na .presenga do agente competitivo
imunolégico especifico de flavivirus.

Opcionalmente, o kit também inclui partes adicionais,
tais como tampdes de lavagem, recipientes de incubagdo,
tampdes de bloqueio e instrugdes como sdo necessarias para
conduzir o método.

Conseqiientemente a presente invengdo fornece um kit
para detecgdo de exposigdo de um individuo ao flavivirus ou
qualquer membro da familia ou um equivalente do mesmo. O
kit pode ser qualquer forma conveniente que permiti um
parceiro de ligagdo em uma amostra bioldgica interagir com
um componente viral de flavivirus capturado de IgA de
antidengue e ainda competir com um agente competitivo
imunolégico especifico de flavivirus. O resultado €& uma
indicacdo, pela presenga de flavivirus especifico ou de
parceiros de ligagdo especificos de flavivirus na amostra

biolbégica, de exposigao prévia ao flavivirus.
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Preferivelmente o kit compreende um suporte sdélido, tal
como descrito aqui adaptado para receber ou compreender
componentes capturados de IgA de antiflavivirus de
flavivirus ou um equivalente do mesmo. O kit pode
compreender também reagentes, moléculas reportadoras
capazes de fornecer sinais detectaveis e opcionalmente
instru¢des para o uso. O kit pode ser em forma modular onde
os componentes individuais podem ser  separadamente
comprados.

O kit pode ser um kit modular compreendendo um ou mais
membros onde pelo menos um membro € um suporte sdélido
compreendendo um componente de flavivirus capturado de IgA
de antiflavivirus de flavivirus ou equivalente ou lisado de
célula compreendendo um componente imunogénico derivado de
um flavivirus ou um equivalente do mesmo.

Em uma modalidade alternativa o suporte sdélido

compreende um arranjo de parceiros de ligagdo para um ou

mais componentes de um ou mais flavivirus ou equivalente do
mesmo de um ou mais individuos.

A  presente invengdo também fornece componentes
individuais do kit para o uso no método da presente
invengdo. A invengdo fornece suportes sdélidos incluindo
componentes capturados de IgA de antiflavivirus de
flavivirus para o uso na detecgdo de exposigdo ao
flavivirus. Em uma modalidade, a inven¢do fornece uma placa
de 96 pogos de poliestireno ou uma membrana de
nitrocelulose para anexar antigeno viral, para o uso como
componentes virais de flavivirus capturados de IgA de
antiflavivirus imobilizados ou como um ponto de blot ou o

uso como uma bastdo de aferigdo, que inclui componentes de
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flavivirus ou equivalente do mesmo. Preferivelmente, a
placa ou as membranas incluem os componentes selecionados
do grupo que inclui proteinas estruturais e ndo estruturais
de flavivirus, particulas de flavivirus e fragmentos do
mesmo, glicoproteinas, lipideos e carboidratos derivados do
flavivirus ou qualquer mistura do mesmo.

O suporte sbélido pode ser também uma placa de
microtitulo, dispositivo de vidro ou microchip biolégico
onde os componentes do lisado de célula sdo imobilizados.
Estes suportes sbélidos podem ser, entdo submetidos a
amostra bioldgica para detec¢do de exposigdao de flavivirus.
Preferivelmente a placa de microtitulo de poliestireno é
usada para anexar antigeno de flavivirus por imuno-
purificagdo usando IgA de antiflavivirus do 1lisado de
célula infectado flavivirus.

No caso de uma membrana de nitrocelulose, o segundo
suporte pode ser um aparador, dque apara o suporte sdlido
para melhorar a manipulagdo do suporte sblido, que
imobilizou componentes do flavivirus. Por exemplo, a
membrana de nitrocelulose pode ser suportada em um bastdo
que permite a membrana de ser mergulhada em uma amostra
biolégica tal como o soro. Isto & Gtil como um componente
de um kit Jj& que as pequenas quantidades de amostra
bioldégica podem ser testadas simultaneamente.

Avaliando o risco relativo de infecgdo

Em ainda um outro aspecto, a presente invengdo também
fornece um método de avaliag¢do do risco relativo de um ou
mais individuos sendo expostos ao flavivirus ou qualquer
membro da familia ou um equivalente do mesmo dentro de uma

localizagdao definida (por exemplo, area geografica,
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moradia, meio de transporte ou centro para o tratamento
médico ou avaliagdo), compreendendo:

a) obter amostras de uma populagdo representativa
dentro de uma localizac¢do definida; e

b) avaliar a exposicao de membros individuais de uma
populagdo de amostra a um flavivirus ou qualquer membro da
familia ou equivalente do mesmo pelo método compreendendo
as etapas de -

i) contatar uma amostra bioldgica de um individuo com
um componente capturado de IgA de antiflavivirus derivado
do flavivirus ou equivalente do mesmo para formar um
complexo entre o componente e um parceiro de 1ligagdo
especifico de flavivirus presentes na amostra bioldgica;

ii) determinar a presenga do complexo que forma entre
um parceiro de ligagdo especifico de flavivirus presente na

amostra bioldégica e um componente capturado de IgA de

‘antiflavivirus na presenga de um agente competitivo

imunoldégico especifico de flavivirus, onde a presenga do
complexo ¢é indicativa de exposigdao do individuo a um
flavivirus ou qualquer membro da familia ou equivalente do
mesmo; e

iii) avaliando o risco relativo de exposigdo dentro da
localizacdo definida.

A analise de risco pode ser conduzida usando o
software em uma forma lida por computador.
Consequentemente, a presente invengdo ainda relaciona-se a
um programa lido por computador e computador compreendendo
apropriado para analisar a exposigdo de individuos ou grupo
de individuos ou um risco de exposigdo de individuo ou

grupo de individuos a um flavivirus ou equivalente do
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mesmo.

O método ou a técnica da presente invengdo permite o
estudo epidemioldégico ou a soro-vigilancia das
manifesta¢gdes de infecg¢do causadas pelo flavivirus ou
qualquer membro da familia ou equivalente do mesmo. Tais
estudos fornecem a informag¢do valiosa, que avanga multiplas
facetas de pesquisa na area de doenga de flavivirus. Por
exemplo, auxilio de estudos epidemioldgicos na
identificacdo do indice de uma infecg¢do. Tal informagdo
permite a identificagdo de uma localizagdo definida da qual
a fonte de virus responsavel para uma manifestagdo viral
originou.

Adicionalmente a técnica/método da presente invengdo
permite para a identificagdo ou isolamento rapido dos
individuos que sd3o infectados com um flavivirus ou
equivalente do mesmo sem equipamento de laboratdrio
principal ou mesmo em condigdes de campo. Tais auxilios de
informagdo na identificagdo dos individuos, que exigem
tratamento médico assim como a definigdo das posigdes que
exigem posterior investigagdo ou abordagens de controle de
doencas, tal como a identificagdo de lugares de criagdo e
seu controle. Adicionalmente, a técnica da presente
invencdo permite a monitoragdo de um paciente infectado
para determinar a presenga de IgG especifico de
antiflavivirus. A redugdao do titulo de IgG ou sua presenga
em uma fase inicial de infecgdo pode ser a indicagdo de
infec¢do secunddria e assim, ajudar a monitorag¢do das fases
subsequentes de infecgdo de flavivirus como a febre
hemorragica de dengue (DHF) ou sindrome de choque de dengue

(DSS) .
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Adicionalmente, a técnica da presente invengdo fornece
meios para identificagdo dos individuos que sdo infectados
com qualquer membro especifico do género de flavivirus e
sorotipos envolvidos, permitindo a detecg¢do réapida, risco
de infecgdo adicional, apontando & localizacdo de uma
estratégia de controlo de infecgdo e doengas.

Uma referéncia aqui a um documento de patente ou outra
matéria que é dada como a técnica anterior ndo deve ser
levada como uma admissdo que o documento ou a matéria sejam
conhecidos ou que a informag¢do que contém fosse parte do
conhecimento geral comum como na data de prioridade de
qualquer das reivindicagdes.

Os exemplos dos procedimentos usados na presente
invengdo serdo descritos agora mais inteiramente. Deve-se
compreender, entretanto, que a seguinte descrigdo &
ilustrativa somente e ndo deve ser tomada de nenhuma
maneira como uma limitagdo na generalidade de invengao
descrita acima.

EXEMPLOS

Exemplo 1 - C-ELISA para a detecgdo de dengue IgG
especifica

1. Materiais e métodos

1.1 Preparagdo de antigenos de lisado virais para C-
ELISA: Os antigenos virais de dengue de 1lisado foram
preparados contra todos os quatro sorotipos de virus da
dengue de acordo com o método descrito por Cardosa e
outros, 2002. Momentaneamente, os virus da dengue (5
m.o.i.) foram crescidos nas células C6/36 com o meio de
manutengdo de virus que contém 2% de soro de vitela fetal

foi incubado de 4 a 5 dias dependendo do desenvolvimento de
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efeitos citopaticos e de sorotipos do virus. O meio foi
decantado e o frasco com as células infectadas foi lavado
quatro vezes com PBS, tratado com 1 ml de tampdo hipotdnico
com 1% de trix100 por uma hora e finalmente centrifugado em
14000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado,
testado contra os anticorpos monoclonais especificos de de
sorotipo e especifico de grupo de dengue por ELISA
indireto, e 500pl alocados em eppendrofs e armazenados em -
70°C até o uso.

1.2 Anticorpos monoclonais: MAbs especificos de dengue
pan foram obtidos de duas fontes diferentes (Abcam, Oxford,
UK e Immunology Consultants Limited, USA) e ambos MAbs

foram certificado por CDC, Atlanta, USA. MAbs especificos

sorotipos de dengue (den-1. den-2. den-3 e den-4) foram

obtidos do ICL, USA. As reatividades de todos os MAbs
contra quatro sorotipos de isolados de Singapura também
foram avaliados por EL1SA indireto e imunoensaio de dot-
blot.

1.3 Soros de teste: Um total de 360 amostras de soro
foram usadas neste estudo. Estas amostras foram recebidas
de diferentes clinicas e hospitais para o diagndstico de
infecgdo de dengue usando PCR ou isolamento de virus ou
ensaios soroldgicos. A presenga de anticorpos reativos de
dengue (IgG) na amostra foi inicialmente selecionada usando
dois tipos de ELISAs indiretos de IgG de virus da dengue
(Pan-bio, Australia e IVD Research, 1Inc, Carlsbad, CA
92008, EUA) e o nivel de IgG foi entdao determinado usando
dot-blot EIA por diluig¢des em série. Todas as amostras
foram preservadas em -80°C até que fossem testadas por C-

ELISA.
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1.4 ELISA indireto: Trés tipos de ELISAs indiretos
foram usados neste estudo. Os kits comerciais (Pan-bio,
Australia e IVD Research Inc, Carlsbad, CA 92008, EUA)
foram usados para a selegdao de anticorpos reativos de IgG
de virus da dengue em amostras de soro e testes foram
realizados de acordo com os procedimentos descritos pelos
fabricantes. No ELISA indireto da casa foi usado para
avaliar o MAbs e determinar o antigeno viral, MAb e
diluigdes de soro 6timos para o uso no ensaio competitivo.
ELISA indireto foi realizado em placas de poliestireno
maxi-sorb de 96 pogos. AS placas de microtitulo de fundo
chato de 96-pogos maxi-sorb (NUNC, Dinamarca) e volumes de
100pul de reagentes foi usado durante o ensaio. As placas de
ELISA foram revestidas com 100pl por pogo de IgA antihumana
na diluig¢do 1:500 em tampdo de carbonato/bicarbonato
(Fluka, Biochemika, Switzerland) em pH 9,6 e incubadas em
37°C por 1 hora ou durante a noite em 4°C. As placas foram
lavadas uma vez com tampdo de lavagem (PBS contendo 0,05%
de Tween 20) e 100pul de IgA antidengue em uma diluigédo
6tima predeterminada (1:5000) em PBS foram adicionado a
cada pogo. As placas foram incubadas por 1 hora em 37°C e
lavadas novamente, uma vez e 100pl de antigenos de lisado
de dengue (Den-1 a Den-4) na diluig¢do predeterminada de
1:100 em PBS foi adicionado a cada pogo e incubado outra
vez em 37°C por 1 hora. Depois da incubag¢do, as placas
foram lavadas quatro vezes e MAbs foi adicionado em
diluigdes em série de 1:250 a 64.000 no tampdo diluente de
C-ELISA (PBS com 0,3% de soro humano negativo de anticorpos
de dengue e 0,1% Triton x100) e incubadas em temperatura

ambiente por 30 minutos. Apbs seis vezes lavando, 100ul de
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IgG anti-camundongo de cabra conjugada com a peroxidase de
rabano (HRP) adicionada a cada po¢o na diluigdo 1:3000 em
tampdo diluente e incubada em temperatura ambiente por
outros 30 minutos. As diluig¢des Otimas de IgG anti-
camundongo de cabra com 1:3000 de HRP, foram determinadas
por ELISA direto depois que as placas foram revestidas com
dilui¢des em série de MAb. Depois da incubagdo, as placas

foram lavadas seis vezes e 100pl de OPD (otro-fenelino-

" diaimina, Sigma, EUA) foi adicionado a cada po¢o e incubado

em temperatura ambiente por 5 a 10 minutos. Logo
desenvolvimento de cor foi parado apdés 5 a 10 minutos
adicionando 100pl 2M de H,;S0, e a densidade 6tima foi lida
em um comprimento de onda de 492 nandmetros.

1.5 ELISA competitivo (C-ELISA): C-ELISA depende do
blogqueio da ligagdo de MAb a um epitopo comum de virus da
dengue na presenga de soro de positivo de dengue. A
competigdo €& detectada como uma redugdo na leitura de
densidade 6tima obtida com o MAb sozinho. A quantidade de
diminuigdo no sinal de ELISA seria proporcional ao titulo
de IgG especifico de virus da dengue no soro. O teste foi
realizado de trés maneiras, a saber, adig¢do simultdnea de
soro de teste e de MAb aos pogos de captura de antigeno que
conduzem a um ELISA competitivo ou adigdo de MAb apds a
pré-incubac¢do de meia hora com soro de teste ou uma hora de
pré-incubagdo com o soro seis vezes lavado seguido pela
adigdo de MAb que foi chamado de ELISA de bloqueio ou B-
ELISA. Todos od trés formatos foram testados neste estudo.

Quatro sorotipos de dengue isolados em Singapura foram
usados neste estudo. MAbs wusados neste estudo foram

selecionados usando mais de 100 isolados (Den-1, Den-2,
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Den-3 e Den-4), isolados durante os Ultimos quatro anos
(2002-2005) e reagidos encontrados igualmente com todos. A
diluigdo 6tima de antigenos de lisado foi determinada por
titulagdo de tabuleiro usando a técnica de captura de
antigeno em pog¢os previamente capturados com IgA anti-
dengue e a diluigdo 1:100 de antigeno de lisado foi 6tima
para o ensaio.

Placas de microtitulo de fundo chato de 96-pog¢os maxi-
sorb foram usadas para capturar antigeno usando o método
descrito acima, lavadas quatro vezes e as placas estavam
prontas para se usar para ensaios de C e B-ELISA. Para O
ensaio 45 pl de tampdo de bloqueio (PBS com 0,3% de soro
humano negativo de anticorpos de dengue e 0,1% Triton x100)
foi adicionado a cada pogo e entdo 5 pl de soros de teste e
de controle foram adicionados aos pogos respectivos e sdo
usados de acordo com o ensaio: para simultaniedade 50 pl de
C-ELISA de MAb especifico diluido 1:1000 em tampdo de
bloqueio foi adicionado aos pogos contendo o soro; para a
pré-incubagdo de C-ELISA, MAb especifico foi adicionado
apés 30 minutos de soro de incubagdo em temperatura
ambiente e para B-ELISA o soro foi incubado por uma hora em
temperatura ambiente, lavado seis vezes e MAB especifico
foi adicionado a cada pogo. Apds incubagdo (60 minutos para
simultaneidade e 30 minutos para a pré-incubagdo de C-
ELISAs) as placas foram lavadas 6 vezes, e 100pl de uma
diluigcdo de 1:3000 de IgG anti-camundongo de cabra HRP-
conjugado diluido em tampdo de bloqueio foi adicionado a
cada pogo. O resto do ensaio foi feito exatamente como
descrito para o ELISA indireto. No caso de B-ELISA, apds a

adicdo de placas de soros de teste foram incubadas no RT



10

15

20

25

30

58/70

por uma hora lavadas 6 vezes e entdo adicionado 100 pl de
MAb a cada pogo em diluig¢des 1:1000. As etapas restantes
foram similares ao C-ELISA.

1.6 Estabelecimento de MAbs e diluigdes de soro e
formato de teste Stimos: Para o estabelecimento inicial de
pardmetros de teste, dois soros positivos neutralizantes de
virus-2 de dengue (1:640 e 1:160), dois soros de dengue de
convalescentes (confirmados por PCR), dois soros positivos
neutralizante de febre amarela (1:1280 e 1:80) e dois soros
negativos de flavivirus (VNT= 1:10) foram usados.
Primeiramente, o MAbs foi titulado adicionando as diluigdes
em série (1:250 a 1:64000) em tampdo de bloqueio as placas
de antigeno capturado e fazendo um ELISA indireto (Fig la e
2b) . Entdo, duas dilui¢des de MAbs foram arbitrariamente
escolhidas, correspondendo a 100 e 75 a 80% do platd OD na
curva de titulagdo e testadas por C-ELISA e B-ELISA contra
as diluigdes em série de soros (Fig 2a, 2b e 3). Todas as
amostras foram testadas em duplicata. Os controles
incluiram pogos sem o soro, mas MAbs (inibigcdo de 0%) e
pocos sem soro e sem MAbs (inibigdo de 100%), os
componentes faltantes sendo substituidos com o tampao de
bloqueio.

1.7 Quantificagdo de resultados de C e de B-ELISA e
analise estatistica: A inibig¢do de 1ligante de MAb ao
epitopo especifico na proteina de envelope em presenga de
soro foi expresso como a percentual de inibigdo (PI),
calculada do valores de OD médio usando a seguinte foérmula:
PI= [100-{(amostra teste de OD/MAb médio de OD) x 100]

A média e desvio padrdao de valores de percentual de

inibicdo das amostras de soro negativas e positivas de
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dengue foi calculado e o limite positivo foi estabelecido.
A especificidade e a sensibilidade relativas de C-ELISA
foram estimadas usando o VNT como o teste padrdao de ouro.

2. Resultados

2.1 Diluigdes o6timas de antigeno e de MAbs: Ja que uma
das exigéncias de C-ELISA era a possibilidade de usar
antigenos de 1lisado de dengue ndo purificado e ndo
concentrado, a estratégia adotada era o uso de uma IgA de
antidengue de captura que foi previamente capturada por IgA
antihumana para a placa de ELISA maxi-sorb. A técnica &
capaz de imune-purificar e concentrar o antigeno viral de
dengue do lisado de célula e apresentd-lo como o antigeno
preso a uma IgG especifica dengue (do soro positivo ou MAbs
especifico). N&s observamos que purufucagdo de antigeno
capturado de IgA especifico antidengue seguida pela
deteccdo usando MAbs especifico de dengue (complexo ou
sorotipos especificos) pegou mais antigenos que ELISA
capturado de MAbs (Fig-la e 1b).

2.2 DiluigBes Otimas de antigeno, MAbs e soro: O
objetivo principal de C-ELISA era diferenciar anticorpo
especifico de dengue de outros membros da familia
flaviviridae. Consequentemente, a especificidade do teste
foi medida por sua habilidade de discriminar entre o soro
de virus da dengue fraco-positivo (como definido por VNT) e
soro de flavivirus positivo forte (febre amarela) em varias
concentracgdes. Nbs expressamos a especificidade como a
diferenca média em valores de PI entre o soro de dengue
fraco positivo e o soro de febre amarela positivo forte. A
Figura-2a apresenta curvas de titulacgao dos MAbs

especificos de pan-dengue (pan-dengue MAb- Abcam, UK e Pan-
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dengue MAb- ICL, USA) e as diluigdes em que foram
adicionalmente testados. A figura 2b expressou ©Os
diferenciais como uma fungdo de diluigdes de soro. Com base
no resultado na Fig. 2b, adotamos as dilui¢des de saturacgao
de 75 a 80% (1:1000) como a diluigdo o6tima dos MAbs na
testagem subsequente. Na concentrag¢do de MAbs, a diluigado
6tima de soro era a diluicdo rendendo o valor maximo. Esta
diluicdo de soro foi de 1:10 (Fig-3). E notavel que os dois
platds de MAbs na mesma diluig¢do com o soro (Fig-2a). Na
testagem subseqiiente, observamos gque deram resultados
semelhantes no teste, e escolhemos usar Pan-dengue MAD,
ICL, USA por causa de seu valor mais barato e disponivel.

2.3 Formato de teste: ELISA competitivo contra B-ELISA
e periodos de incubag¢do: Nb6s comparamos ELISA competitivo e
de bloqueio pelos soros de dengue forte, moderado, fraco e
negativo (VNT = 1:640, 1:160, 1:40 e < 1:10). Esta
comparagdao foi estendida avaliando os valores para
combina¢des diferentes de periodos de soro e de incubagdo
de MAbs, com soros com diluig¢do o6tima. MAbs ou soro foram
adicionados simultaneamente ou MAb adicionado apds a pré-
incubagdo com o soro para periodos de incubagdo totais
(soro mais MAb) de 45, 60, 90 e 120 minutos. A Figura-4
indica <claramente gque o formato de competitivo e de
bloqueio rendeu sensibilidade e especificidade similares.
Adicionalmente, uma pré-incuba¢do de 30 minutos com o soro
e incubagdo adicional de 30 minutos apds ter adicionado o
MAb resultou em especificidade e sensibilidade o&timas do
que a adig¢do simultinea de MAb e soro.

2.4 Valor limite negativo: Usando 100 amostras de soro

negativas para os anticorpos de dengue (IgG e IgM), usando



10

15

20

25

61/70

ELISA de captura de IgM e IgG de dengue indireta (Pan-bio,
Australia e IVD Research Inc, Carlsbad, CA 92008, USA) e 64

soros positivos de dengue (VNT> 1:20) e 25 IgG de dengue

reativo, mas negativo ao virus da dengue VNT (<1:10), um

valor de limite foram estabelecidos para C e B ELISA (Fig-

5). Para as duas popula¢des combinadas (Fig-5a, 5b), o

valor limite foi ajustado arbitrariamente na média (9,9)

mais 2 de desvio padrdao ou inibig¢do (6,6). Quando as

amostras de soro reativas cruzadas de flavivirus sao

consideradas sozinhas (Fig-5, o mesmo ponto de limite &

dado pela média mais 3 de desvio padrdao. Para as amostras
de soro negativas absolutas, a média mais desvios padrao
deu um valor de limite de inibigao de 25%.

2.5 Comparagdo do VNT e C-ELISA: A Figura-6 apresenta
titulos de ponto final médios para os dois conjuntos de
amostras de soro, como determinado pelo VNT e C-ELISA. Os
coeficientes de correlacgdo totais entre resultados do teste
eram (n = 64) . Combinando todas as amostras, a
especificidade e a sensibilidade de C-ELISA relativo ao VNT
foram estimadas como mostrado na Tabela 1.

A tabela 1 mostra a comparagdo de C-ELISA com teste de
neutralizagdo de virus (VNT) para detectar o anticorpo
especifico de dengue (IgG).

Tabela 1: Teste de neutralizagdo de virus (VNT)

Positivo Negativo Total
Positivo 62 0 62
C-ELISA
Negativo 2 100 102
Total 64 100 164
Sensibilidade = 62/64 = 1x100=96,88%, especificidade
100/100 = 1x100=100%, valor preditivo positivo = 62/62*100
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=100 e valor preditivo negativo = 100/102*100= 98%.

2.6 C-ELISA e infecgdo secundidria de dengue: A
sensibilidade e a especificidade de C-ELISA para a detecgao
de infecg¢do secundaria de dengue foram comparadas com duas
técnicas convencionais; razdo de - antidengue IgM e IgG. <
1,2 (infecgdo secunddria) e < 1,2 (infecgdo primaria, Shu e
outros, 2003) e ELISA de captura de IgG anti-dengue, que é
equivalente a > 1:2560 unidade de HI (tabela 3).

A tabela 2 mostra a comparagdo de C-ELISA com técnicas
convencionais (razdo de IgM e IgG) de detectar a infecgao
secundaria de dengue.

A tabela 3 mostra a comparagdo de C-ELISA com técnicas
convencionais (ELISA de captura de IgG de dengue) de

deteccdo de infecgdo secundaria de dengue.

Tabela 2: razd3o de IgM/IgG de antidengue (< 1:2 e <

1:2)
Positivo Negativo Total

Positivo 64 8 72
C-ELISA

Negativo 51 31 82

Total 115 39 154

Sensibilidade = 72/115X100=62,60%, especificidade =

31/39X100=79,48%, valor preditivo positivo (PPV) =

64/72X100= 88,89% e valor preditivo negativo = 31/82X100=

37,80%
Tabela 3: ELISA de captura de IgG de antidengue
Positivo Negativo Total
Positivo 54 18 72
C-ELISA
Negativo 16 66 82
Total 70 84 154

Sensibilidade= 54/70X100=77,14%, Especificidade=
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82/84X100=97,62%, valor preditivo positivo = 54/72X100= 75%
e valor preditivo negativo =66/82X100= 80,49%.

2.7. C-ELISA e sorotipagem de dengue: O teste foi
usado também para diferenciar os sorotipos de presenca de
virus da dengue em amostras de soro usando anticorpos
monoclonais especificos de sorotipo de dengue; Den-1, Den-
2, Den-3 e Den-4. Oitenta e wuma amostras de soro
especificas de dengue previamente detectadas por anticorpos
monoclonais de pan-dengue foram analisadas usando
anticorpos monoclonais especificos de sorotipo de dengue.
Trés tipos Mabs especifico de sorotipo de dengue; dengue-2,
dengue-4 e dengue-1 foram usados. Os resultados na tabela 4
mostram que 80,25% foram positivos para Den-2, 49,38%
dengue-4 e 32,10% ao virus de dengue-1 respectivamente.
vinte por cento dos soros foram positivos a todos os trés
sorotipos de dengue (Den-2, Den-4 e Den-1), 38,46% de
amostras foram positivos para anticorpos de dengue 2 e
dengue 4, 10,77% dos soros tiveram anticorpos contra dengue
2 e dengue-1 enquanto 12,50% de amostras de soro foram
positivas para virus de dengue-4 e dengue 1. As amostras de
soro foram testadas contra o sorotipo 3 de dengue devido &
baixa reatividade de MAb especifico de sorotipos.

Tabela 4: Sorotipagem de dengue

Total de | Den- Den-1 Den-2 Den-4 Den- Den-1 Den-1 Den-2

Amostras | espec. | espec. | espec. | espec. | 1+Den2 | + Den- | +Den-4 | +Den-4

+Den-4 | 2
88 81 26 65 46 13 20 18 25
90,05% | 32,10% | 80,25% | 49,38% | 20% 30,77% | 27,69% | 38,46%

2.8. Quinze minutos e ELISA competitivo em uma etapa:

O teste foi realizado como descrito na secdo 2,3 exceto o
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anticorpo monoclonal competitivo foi conjugado com HRP
(ICL, USA) e adicionado simultaneamente com soro de teste.
O periodo de incubag¢do total foi encurtado de 90 minutos a
15 minutos e duas etapas em uma etapa. O resultado dos 15
minutos, ensaio de unica etapa foi comparado com a pré-
incubagdo de C-ELISA e 30 minutos simultdneo em uma etapa
de C-ELISA e foi encontrado 100% similaridade (Tabela-5).

Tabela 5: Comparagdo de tempos de desempenho

Total de | C-ELISA/90 | C-ELISA/30 | C-ELISA/1S
amostras minutos e |minutos e |minutos e
2 etapas 1 etapa 1 etapa
Positivo 98 80 83 81
(IgG Pan- (81,63%) (84,69%) (82,65%)
bio)
Negativo 29 1 (3,45%) 3 (10,35%) |1 (3,45%)
(IgG Pan-
bio)
2.9 ELISA competitivo contra o virus de encefalite
japonesa: C-ELISA baseado em monoclonal foi também

estabelecido contra os Flavivirus de nao-dengue como o
virus da encefalite japonesa (JEV) wusando o anticorpo
monoclonal especifico de wvirus (reatividade cruzada com
virus de encefalite St Louis). A placa foi preparada usando
o0 protocolo descrito na seg¢do 2.3 e o antigeno de JEV foi
capturado ao 1invés do virus da dengue. Em resumo, O
antigeno do 1lisado de JE (cepa Nayakama) foi wusado e
capturado pela IgA de antidengue. O anticorpo anti-JE foi
produzido em coelho e usado para o desenvolvimento do
ensaio e 83 amostras de soro humanas foram selecionados

usando a técnica. De 83 amostras, 65 amostras foram




10

15

20

25

30

65/70

positivas para IgG de reatividade cruzada de flavivirus e
os 28 soros restantes negativos para flavivirus. Os
resultados mostraram que 89,23% (58/65) de soro reativo de
flavivirus foi positivo pelo JE C-ELISA enquanto 89,29%
(25/28) da amostra negativa de flavivirus nd3o reagiu com
JE-C-ELISA. Entretanto, a validagdo da técnica ndo foi
feita usando amostras de soro confirmadas de JE.

3. Discussédo

O ELISA competitivo MAb-baseado provou ser um método
rapido, sensivel e especifico para a detecgdo de anticorpo
de dengue. O teste oferece a vantagem adicional, sobre
ELISA indireto, de permitir a selegdo de soros dos membros
diferentes de flavivirus. Comparado a VNT, C-ELISA oferece
altos niveis de sensibilidade (100%) e de especificidade
(100%) enquanto diminuir o tempo de aplicagido de 7 dias
para menos de 2 horas. Adicionalmente, ao contrdrio do VNT,
C-ELISA pode ser menos afetado pela qualidade dos soros
(citotoxidade, infecgdo, hemolizado ou ricos em gordura) e
baixo nivel de reatividade cruzada contra outros membros de
flavivirus. As contaminag¢des podem afetar o resultado da
sorologia em duas maneiras: degradagdo de anticorpo e
alteragdo de pH a um nivel que impega a 1ligagdo de
anticorpo. Na pratica, a diluigdo relativamente elevada em
que o soro é selecionado (1:20 ou acima) deve anular o
segundo fator.

A superioridade de B-ELISA e C-ELISA de soro de pré-
incubagdao por 30 minutos sobre a adic¢do simultlnea de soro
de teste e MAb pode ser devido ao fato que MAb é altamente
purificado e tem uma maior afinidade para o epitopo do que

os anticorpos de soro tem. Quando os dois s3o adicionados
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simultaneamente, apenas o anticorpo de soro de alta
afinidade competiria em um formato competitivo, soros de
primadria resposta inicial, que conteriam principalmente o
anticorpo de baixa afinidade, testaram negativo enquanto os
soros de resposta secundaria, presumivelmente tendo a
afinidade elevada, mostraram um nivel de sensibilidade
comparavel ao de B-ELISA. Entretanto o uso de anticorpo
monoclonal conjugado especifico para o virus da dengue
eliminou a sensibilidade mais baixa da técnica e resultados
similares foram obtidos. A técnica modificada ndo somente
melhorou a sensibilidade do teste, mas também reduziu o
tempo total de 90 minutos para 15 minutos e duas etapas
para uma etapa. Os 15 minutos, uma etapa de C-ELISA faz uma
descoberta tremenda da técnica atual de detecgao de IgG de
dengue e um Unico teste pode ser usado para diferenciar
entre a infecg¢do primaria e secundaria de dengue na fase
inicial de doenga assim como a soro-vigildncia especifica
de dengue que é particularmente importante onde ha mais de
um flavivirus co-circulante. Atualmente dois tipos de teste
de IgG de antidengue sado usados para a detecgdo de infeccdo
secundaria de dengue e soro-vigilancia.

A aproximagdo de padronizag¢do do C-ELISA a um ensaio
de micro-neutralizag¢do para duas razdes: (i) o VNT &
presentemente o UGnico teste confirmativo disponivel de
infecgdo de dengue onde mais de um flavivirus estd presente
e (ii) os anticorpos de neutralizagdo sdo considerados o
melhor previsor de status imune hospedeiro. Os resultados
de C-ELISA concordam muito com os do VNT e havia um
coeficiente de correlagdo positivo muito elevado (r=0,88)

entre dois resultados de anilise.
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A detecgdo de anticorpo especifico de dengue &, ndo
somente importante para o estudo epidemioldgico, mas também
para diagnosticar a infec¢do secundaria através da detecgdo
de IgG especifica de dengue que o paciente pode levar da
infecgdo precedente. De acordo com o WHO, somente o soro
que tem nivel de HAI > 2560 de IgG de antidengue na fase
inicial de <convalescéncia de infecgdo de dengue é
considerado como a infecg¢do secunddria (WHO Manual-1982).
Entretanto, este critério de detecgdo de infecgao
secundaria de dengue pode conduzir o paciente a submeter-se
a forma severa de infecgdo de dengue como a febre
hemorragica de dengue (DHF) por causa do procedimento de
detecgdao lento e assim ndo aplicavel para geréncia de
paciente apropriada. Comparamos nossa nova técnica com um
teste equivalente da WHO (ELISA de captura de IgG de
dengue, tabela 3) e descorimos que o C-ELISA & 77% sensivel
e 97,62% especifico para ELISA captura de IgG de dengue e
foi também observado que 18 casos de dengue apesar da
presenca de IgG especifica de dengue, a captura de IgG ndo
detectou, enquanto 16 casos de dengue foram detectados pelo
ELISA de captura de IgG que ndo eram especificos para IgG
de dengue. Consequentemente, a presenga de IgG de
reatividade <cruzada de dengue de nivel elevado nido
significa a infecg¢do secunddria de dengue, que & um sendrio
comum, onde mais de um flavivirus estd co-circulando. Por
outro lado, a presenga de baixo nivel de IgG especifica de
dengue em uma fase inicial da doenga de dengue ndo descarta
casos secundarios de dengue. Uma outra técnica descrita por
Shu e col., 2003 usando razdes de IgM e IgG (tabela 2)

mostraram que 74,67% de pacientes de dengue tiveram uma
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infecgdo secundaria, que €& consideravelmente elevado
comparado a captura de IgG de dengue e C-ELISA. Sob esta
circunstincia, descobrimos a que nossa técnica inventiva de
C-ELISA é uma ferramenta poderosa para detectar infecgdo
secundédria pela detecgdo de IgG especifica de dengue (ambos
niveis baixos e altos) mesmo dentro de 15 minutos essa
presenga no soro do paciente durante a doenga aguda de
dengue.

O protocolo desenvolvido para C-ELISA foi demonstrado
usando o antigeno de 1lisado de dengue e o anticorpo
monoclonal especifico de dengue. Isto pode também ser usado
contra outros Flavivirus e resultados preliminares na
encefalite japonesa & um exemplo disto.

Finalmente deve ser compreendido que as varias outras
modificagdes e/ou alteragdes podem ser feitas sem sair do
conceito inventivo da presente invengdo como esbogado aqui.
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REIVINDICAGOES
1. Método para a detecgdo de exposigdo de um individuo

a um flavivirus caracterizado pelo fato de compreender as

etapas de:

contatar uma amostra bioldgica do individuo com uma
mistura de componentes capturados de IgA de antiflavivirus
de flavivirus;

submeter a amostra bioldégica e os componentes
capturados de IgA de antiflavivirus para um anticorpo
competitivo monoclonal especifico de flavivirus; e

determinar a presenga de um complexo que forma entre
um parceiro de ligagdo especifico de IgG flavivirus
presente na amostra bioldgica e o componente capturado de
IgA de antiflavivirus de flavivirus na presenga do
anticorpo competitivo monoclonal especifico de flavivirus.

2. Método, de acordo com a reivindicacgdo 1,

caracterizado pelo fato de a amostra bioldgica e os

componentes capturados de IgA de antiflavivirus de
flavivirus serem pré-incubados para formar um complexo
antes de submeter ao corpo competitivo monoclonal
especifico de flavivirus.

3. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato de a amostra biolbdgica, o

componente capturado de IgA de antiflavivirus de flavivirus
e o anticorpo competitivo monoclonal especifico de
flavivirus serem contatadas simultaneamente antes de
determinar a presenga de um complexo.

4, Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de o agente competitivo imunoldgico

especifico de flavivirus & um anticorpo especifico para um
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epitopo de um componente capturado de IgA de antiflavivirus
de flavivirus.
5. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 1,

caracterizado pelo fato de o anticorpo competitivo

monoclonal especifico de flavivirus ser conjugado a um
grupo reportador.
6. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de os componentes capturados de IgA

de antiflavivirus serem capturados de um lisado de células
infectadas com flavivirus.
7. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de o componente capturado de IgA de

antiflavirirus de flavivirus ser selecionado do grupo
incluindo proteinas estruturais e ndo estruturais de

flavivirus, particula de flavivirus e fragmentos do mesmo,

glicoproteinas, 1lipideos e <carboidratos derivados do
flavivirus.
8. Método, de acordo com a reivindicagdo 7,

caracterizado pelo fato de a proteina estrutural ser

selecionada do grupo incluindo proteinas de envelope,
proteinas de membrana Pr, e proteinas de nucleocapsideo.
9. Método, de acordo com a reivindicacao 8,

caracterizado pelo fato de o componente capturado de IgA de

antiflavivirus ser um anticorpo anti-idiotipico a um sitio
de ligagdo de antigeno de um anticorpo de flavivirus gerado
em resposta a exposigdo a um componente capturado de IgA
derivado de um flavivirus ou equivalente do mesmo.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de o parceiro de 1ligagdo ser um

anticorpo expresso em um estadgio inicial de uma infeccdo de
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flavivirus, durante a convalescéncia ou derivado de um
infecg¢do precedente.
11. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 7,

caracterizado pelo fato de o flavivirus ser selecionado de

um grupo incluindo virus da febre amarela, virus da dengue,
e virus de JE.
12. Método, de acordo <com a reivindicac¢do 11,

caracterizado pelo fato de o método detectar a exposigdo ao

sorotipo de sirus da dengue selecionado do grupo incluindo
DEN-1, DEN-2, DEN-3 ou DEN-4.
13. Método, de acordo com a reivindicag¢do 12,

caracterizado pelo fato de o agente competitivo imunoldégico

especifico de dengue ser um anticorpo especifico a um
epitopo comum para os sorotipos de virus da dengue DEN-1,
DEN-2, DEN-3 ou DEN-4.

14. Método, de acordo com a reivindicagao 13,

caracterizado pelo fato de a proteina ndo estrutural ser

selecionado de um grupo incluindo NS-1, NS-2a, NS-2b, NS-3,
NS-4a, NS-4b e NS-5.
15. Método, de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizado pelo fato de o anticorpo de parceiro de

ligagdo ser um anticorpo de IgG que é especifico a um
sorotipo de dengue selecionado do grupo incluindo DEN-1,
DEN-2, DEN-3 ou DEN-4.

16. Método, de acordo <com a reivindicagado 1,

caracterizado pelo fato de a amostra bioldégica ser

selecionada do grupo incluindo sangue, saliva, fluido da
espinha, células B, células T, plasma, soro, urina e fluido
aminidético.

17. Mistura de componentes capturados de IgA de
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antiflavivirus de flavivirus caracterizada pelo fato de ser

para o uso em um método das reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16.

18. Mistura de componentes capturados de IgA de
antiflavivirus, de acordo com a reivindicacgédo 17,

caracterizada pelo fato de ser capturado de um lisado de

células infectadas com o flavivirus.
19. Mistura, de acordo com a reivindicacdo 17,

caracterizada pelo fato de compreender componentes

selecionados do grupo incluindo proteinas estruturais e ndo
estruturais de flavivirus, particulas de flavivirus e
fragmentos do mesmo, glicoproteinas, lipideos e
carboidratos derivados do flavivirus.

20. Mistura, de acordo com a reivindicacdo 19,

caracterizada pelo fato de a proteina estrutural ser

selecionada do grupo incluindo proteinas de envelope,
proteinas de membrana Pr, e proteinas de nucleocapsideo.
21. Mistura, de acordo com a reivindicagdo 17,

caracterizada pelo fato de o flavivirus ser selecionado do

grupo incluindo virus da febre amarela, virus da dengue, e
virus da JE.
22. Mistura, de acordo com a reivindicacdo 21,

caracterizada pelo fato de o virus da dengue ser

selecionado do grupo incluindo DEN-1, DEN-2, DEN-3 ou DEN-
4.
23. Mistura, de acordo com a reivindicacdo 22,

caracterizada pelo fato de a proteina nd3o estrutural ser

selecionada de um grupo incluindo NS-1, NS-2a, NS-2b, NS-3,
NS-4a, NS-4b E NS-5.

24. kit para detecg¢do de exposigdo de um individuo a
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um flavivirus, o referido kit caracterizado pelo fato de

compreender:

componentes capturados de IgA de antiflavivirus de
flavivirus;

um anticorpo competitivo monoclonal especifico de
flavivirus; e

pelo menos um agente de detecgdo para detectar um
complexo dque se forma entre um parceiro de 1ligagdo
especifico de IgG presente em um amostra biolégica e um

componente capturado de IgA de antiflavivirus na presenga

do anticorpo competitivo monoclonal especifico de
flavivirus.
25. Kit, de acordo com a reivindicagao 24,

caracterizado pelo fato de o componente capturado de IgA de

antiflavivirus ou anticorpo competitivo monoclonal
especifico de flavivirus ser imobilizado em um suporte
sbélido.

26. Kit, de acordo com a reivindicacgao 24,

caracterizado pelo fato de o componente capturado de IgA de

antiflavivirus ser selecionado do grupo incluindo incluindo

proteinas estruturais e ndo estruturais de flavivirus,

particulas de flavivirus e fragmentos do mesmo,
glicoproteinas, lipideos e carboidratos derivados do
flavivirus.

27. Kit, de acordo com a reivindicag¢ao 26,

caracterizado pelo fato de a proteina estrutural ser

selecionada do grupo incluindo proteinas de envelope,
proteinas de membrana Pr, e proteinas de nucleocapsideo.
28. Kit, de acordo com a reivindicacgao 24,

caracterizado pelo fato de o flavivirus ser selecionado do
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grupo incluindo virus da febre amarela, virus da dengue, e
virus da JE.
29. Kit, de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizado pelo fato de o anticorpo monoclonal

competitivo especifico de dengue ser um anticorpo

especifico de dengue especifico para um epitopo comum aos

sorotipos de virus da dengue DEN-1, DEN-2, DEN-3 ou DEN-4.
30. Kit, de acordo com a reivindicacgao 29,

caracterizado pelo fato de a proteina ndo estrutural ser

selecionada de um grupo incluindo NS-1, NS-2a, NS-2b, NS-3,
NS-4a, NS-4b E NS-5.

31. Suporte sdélido para o uso em um método para a
detecgdo de exposigdo de um individuo a um flavivirus, o

referido método caracterizado por compreender:

contatar uma amostra bioldégica do individuo com uma
mistura de componentes capturados de IgA de antiflavivirus
de flavivirus;

submeter a amostra Dbioldgica e os componentes
capturados de IgA de antiflavivirus a um anticorpo
competitivo monoclonal especifico de flavivirus;

determinar a presenga de um complexo que forma entre
um parceiro de ligagdo especifico de 1IgG flavivirus
presente na amostra bioldgica e o componente capturado de
IgA de antiflavivirus na presenga do anticorpo competitivo
monoclonal especifico de flavivirus;

o referido suporte caracterizado pelo fato de
compreender componentes capturados de IgA de antiflavivirus
imobilizados no suporte.

32. Suporte sbélido, de acordo com a reivindicagdo 31,

caracterizado pelo fato de ser selecionado do grupo
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incluindo uma conta, um disco, uma particula magnética, ou
um sensoe de fibra o6tica, uma placa de microtitulo, placa
de vidro, ou microchip bioldégico ou uma membrana incluindo
membranas de nitrocelulose, filtros de membrana de
politetraflioretileno, filtros de membrana de acetato de
celulose e filtros de membrana de nitrato de celulose com
carreadores de papel de filtro.

33. Método de avaliagdo do risco relativo de um ou

mais individuos sendo expostos a flavivirus dentro de uma

localizagdo definida caracterizado pelo fato de
compreender:
a) obtencao de amostrar de uma populagao

representativa dentro de uma localizagdo definida; e

b) avaliacdo de‘exposicéo de membros individuais de
uma amostra de populagdo a um flavivirus pelo método,
compreendendo as etapas de:

i) contatar a amostra bioldgica de um indiciduo com um
componente capturado de IgA de antiflavivirus derivado do
flavivirus para formar um complexo entre o componente e um
parceiro de 1ligagdo especifico de flavivirus na amsotra
bioldégica;

ii) determinagdo da presenga do complexo que forma
entre um parceiro de 1ligagcao especifico de flavivirus
presente na amostra bioldgica e um componente capturado de
IgA de antiflavivirus na presen¢a de um agente competitivo
imunoldégico especifico de flavivirus, em que a presenga do
complexo seja indicativo de exposig¢do do individuo a um
flaivirus; e

c) avaliagdo de risco relativo de esposigdo dentro da

localizag¢do definida.
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ENSAIO IMUNOABSORVENTE LIGADO A ENZIMA COMPETITIVA (C-
ELISA) PARA A DETECGAO DE UM ANTICORPO ESPECIFICO DE
FLAVIVIRUS

Um ensaio imunoabsorvente ligado a enzima competitiva
(C-ELISA), wusando agentes imunoldgicos especificos de
membro de flavivirus foi desenvolvido para detectar o
anticorpo especifico aos membros dos flavivirus indicativos
de exposigdo ao flavivirus. O teste €& baseado em uma
competigdo para o epitopo de 1ligagdo na proteina de
envelope do antigeno de flavivirus capturado usando IgA de
antiflavivirus na presenga de soro positivo de flavivirus.
Este teste tem a sensibilidade, especificidade e velocidade
comparaveis ao ensaio de neutralizag¢do de virus (VNT). C-
ELISA é uma técnica versatil, que poderia ter véarias
aplicagdes. Ligeiras modifica¢des deste protocolo poderiam
conduzir a um método de detecgdo baseado em ELISA de
infecgdo secunddria ou um que poderia ser usado para
estudos soro-epidemioldgicos especificos de sorotipo e/ou
avaliagdo de vacinas. O protocolo desenvolvido para C-ELISA
foi demonstrado usando o antigeno de lisado de dengue e o
anticorpo monoclonal especifico de dengue. Isto pode ser
usado contra outros flavivirus e os resultados para a

encefalite japonesa ilustram isto.
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