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DESCRIPCION
Método para el diagnostico y/o seguimiento de aspergilosis invasivas
Descripcion del sumario de la invencion

La presente invencién es un método para el diagnéstico de aspergilosis invasivas que comprende realizar un ensayo
ELISPOT inmunoenzimatico in vitro en el que el fluido bioldégico extraido del paciente se pone en contacto con un
antigeno de Aspergillus fumigatus, que se caracteriza por comprender la verificacion de la presencia de células T
productoras de IFN-y y células T productoras de IL-10 y/o la relacion entre células T productoras de IFN-y y células T
productoras de IL-10.

En el método de acuerdo con la presente invencién, dicho antigeno preferentemente es un antigeno extractivo de
Aspergillus fumigatus; mas preferentemente, dicho antigeno se obtiene a partir de conidios o hifas de Aspergillus
fumigatus.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, dicho antigeno se obtiene por medio de los siguientes pasos:

- incubacion de los conidios durante 3 dias,

- recogida de los conidios por medio de lavado del cultivo fingico con agua esterilizada,
- filtracion y posterior centrifugacion del liquido de lavado,

- eliminacion del sobrenadante,

- congelacién y posterior descongelacion del sedimento de conidios,

- suspension en agua esterilizada,

- ebullicion y posterior centrifugacion, y

- posible congelacion.

De acuerdo con otra realizacion de la invencion, dicho antigeno se obtiene por medio de los siguientes pasos:

- recogida de hifas de placas de cultivo mediante raspado y posterior suspensiéon en agua esterilizada,

- filtracién y posterior centrifugacion,

- eliminacion del sobrenadante,

- congelacién y posterior descongelacion del sedimento del micete,

- homogeneizacion del micete en presencia de un volumen de perlas de material inerte (preferentemente
perlas de vidrio) igual al volumen del micete,

- centrifugacion

- posible congelacion.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, dicho fluido biolégico se selecciona entre sangre, fluido de lavado
broncoalveolar o fluido pleural.

De acuerdo con otra realizaciéon de la invencion, dicho fluido biolégico se selecciona entre todas las células
mononucleares de la sangre, del fluido de lavado broncoalveolar, del fluido pleural o linfocitos T de la sangre, del
fluido de lavado broncoalveolar, o del fluido pleural.

En el método de acuerdo con la presente invencion, el valor umbral para IFN-y o IL-10 esta preferentemente en el
intervalo de 15-25 SFC; mas preferentemente, dicho valor umbral es 20 SFC.

Técnica anterior

Las infecciones fungicas invasivas (IFl) representan una causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes
afectados por hemopatias malignas, sometidos no sélo a trasplantes de médula alogénicos sino también a
quimioterapia convencional. El riesgo de muerte en pacientes afectados por IFl alcanza incluso porcentajes del 90%.

El agente etiologico responsable de las IFI se representa por hongos de la especie Aspergillus, que constituyen casi
el 90% de todas las infecciones invasivas. Las causas de esta alta mortalidad estriban en la ausencia de métodos de
diagndstico que permitan un diagndstico de Aspergilosis Invasiva (Al). De hecho, los instrumentos disponibles para
el hematologo clinico estan limitados por la invasividad, lentitud, baja sensibilidad, falta de estandarizacién y cinética
variable (Hope WW 2005; Mennink-Kersten M 2004; Patterson TF 2005).

Los métodos que se usan actualmente para el diagnoéstico de aspergilosis invasivas son el examen histologico, la
tomografia axial computarizada de alta resolucion de térax (HRCT), examenes de cultivos, examenes serologicos
(galactomanano, 1,3-beta-glucano) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para acidos nucleicos de
hongos.

Sin embargo, sblo el examen histoldgico y el examen de cultivos proporcionan una confirmacion absoluta de Al, pero
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tienen limites de invasividad y baja sensibilidad (son positivos en un porcentaje menor de aproximadamente un
30%). La HRCT no es especifica, mientras que el GM tiene una sensibilidad extremadamente variable (en un
intervalo comprendido entre el 30% y el 100%) ya que se ve influenciada por numerosos factores que limitan su
aplicacion, incluyendo el uso de la profilaxis antifingica y/o la dieta del paciente. Tanto los beta-glucanos como la
PCR carecen de estandarizacion y tienen cinéticas completamente impredecibles. Ademas, la deteccion del ADN de
Aspergillus a través de PCR se obstaculiza por las dificultades de comprensién de la liberacion y cinética del ADN
del hongo, ademas de las barreras técnicas (Hope WW, Denning DW. Laboratory diagnosis of invasive aspergillosis.
Lancet Infect Dis 2005; 5: 609-622).

Ciertos estudios recientes, primero en roedores y después también en seres humanos, demostraron que la
inmunidad adaptativa, o la representada por las células T, realiza un papel predominante en la defensa del
hospedador contra los hongos (Cenci E 1997; Hebart H 2002; Romani L 2004). En particular, una inmunidad
mediada por células polarizada con células T auxiliares de tipo 1 (TH1), productoras de interferon-gamma (IFN-y)
protege contra las infecciones fungicas, especialmente Al; mientras que una inmunidad mediada por células
polarizada con células T auxiliares de tipo 2 (TH2), productoras de interleucina 10 (IL-10), es permisiva con respecto
a Al (Cenci E 1997; Hebart H 2002; Romani L 2004).

El método ELISPOT (ElisaSpot o Ensayo InmunoSpot ligado a Enzimas) ha mostrado ser un instrumento sensible y
especifico en el diagnostico de infecciones microbacterianas de tuberculosis o en infecciones de origen viral, tanto
en sujetos inmunocompetentes como en sujetos inmunodeprimidos (Lalvani 2001), mediante la investigacion de
células T especificas de microbacterias, o para el aislamiento de células T especificas para el virus de Epstein-Barr
en pacientes con trasplante renal (Comoli 2002).

ELISPOT es un ensayo basado en la respuesta inmunolégica celular hacia un antigeno especifico. Dicho método
generalmente se realiza en placas de 96 pocillos recubiertas con anticuerpos monoclonales especificos, en los que
se incuban las células y el antigeno especifico durante 6-48 horas.

Durante dicho periodo se produce la respuesta celular y se producen las citocinas especificas, de acuerdo con el
tipo de anticuerpo/antigeno usado, que genera manchas que se detectan y cuentan mediante un software comun de
analisis de imagenes.

En la solicitud de patente europea EP0957359 (Volkmar et al.), incorporada en la presente memoria con fines de
referencia, se describe el método ELISPOT para una evaluacion genérica de la actividad de células sanguineas.

En la solicitud de patente internacional WO98/23960 (Lalvani et al.), incorporada en la presente memoria con fines
de referencia, se describe el método ELISPOT aplicado a los linfocitos T para el diagnéstico o seguimiento de
enfermedades tales como hepatitis B, hepatitis C, tuberculosis, malaria, VIH o gripe.

En la solicitud de patente internacional WO00/26248 (Lalvani et al.), incorporada en la presente memoria con fines
de referencia, se describe el método ELISPOT aplicado a los linfocitos T reactivos con los antigenos procedentes de
la proteina ESAT-6 expresada por Mycobacterium tuberculosis, para el diagnostico de la tuberculosis o incluso
unicamente en el contacto del hospedador con el patégeno (enfermedad latente).

En la solicitud de patente internacional W0O2004/005925 (Lalvani et al.), incorporada en la presente memoria con
fines de referencia, se describe otro método ELISPOT aplicado a los linfocitos T reactivos no sélo con los antigenos
derivados de ESAT-6 sino también de la proteina CFP-10.

Por lo tanto, el método ELISPOT se ha utilizado hasta ahora para infecciones y enfermedades de origen viral, o para
Mycobacterium tuberculosis.

Trull et al., Journal of Clinical Pathology, Vol. 38, n°® 9, 1985, paginas 1045-1047 y el documento US 2002/061544
describen métodos para el diagndstico de aspergilosis invasivas por medio de ensayos inmunoenzimaticos con un
antigeno de Aspergillus fumigatus.

En Gaziano et al., Antimicrobical Agents and Chemotherapy, Vol. 48, n® 11, 2004, paginas 4414-4421, se ha usado
el ensayo ELISPOT para calcular el nimero de esplenocitos que producen IFN-g inducido por una sola infusion de
Pentraxina 3 (PTX-3) en ratones trasplantados antes o después de la infeccion con Aspergillus fumigatus.

Bozza et al., Blood, Vol. 102, n° 10, 2003, paginas 3807-3814 describe una vacuna de células dendriticas contra la
aspergilosis invasiva en trasplantes hematopoyéticos alogénicos.

In Ramadan et al., Clinical and Experimental Immunology, Vol. 139, febrero de 2005, paginas 257-267, se ha usado
ELISPOT para detectar la frecuencia de células mononucleares de sangre periférica capaces de responder a
péptidos solapantes de Aspergillus que proceden de la proteina Aspf16 en donantes sanos, para comprender los
factores que determinan la respuesta inmune especifica contra Aspergillus (pag. 265, columna 2, segundo parrafo).
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En Ramadan et al., Clinical and Experimental Immunology, Vol. 140, abril de 2005, paginas 81-91, se ha usado
ELISPOT para detectar la presencia de células T positivas para CD4 o positivas para CD8, especificas para
epitopos restringidos al HLA de clase | de la proteina Aspf16 mencionada previamente en donantes sanos.

El documento WO03/018051 informa sobre una vacuna fungica disponible por via oral. El ensayo ELISPOT se cita
como un método adicional para ensayar el efecto de la inmunizacién con la vacuna.

En el documento WO2005/107791, se usa ELISPOT para detectar esplenocitos de ratén que producen IFN-g
después de la infusién de PTX-3.

Descripcion detallada de invencion

Ahora se ha descubierto que ciertos ensayos inmunoenzimaticos, en particular ELISPOT, pueden usarse
ventajosamente para el diagnéstico, en particular un diagnéstico precoz de infecciones fungicas, en particular en el
caso de la aspergilosis invasiva.

El objeto de la invencién, de hecho, es el de usar dichos ensayos, en particular el ensayo ELISPOT, para identificar
y contar células T especificas de Aspergillus, para conseguir una deteccién sencilla o para determinar una relacién
cuantitativa entre los productores de IFN-y y los productores de IL-10 con la intencion de definir el riesgo de
infeccion, para el diagnéstico de aspergilosis invasiva.

El objeto de la presente invencién, por lo tanto, es un método para el diagnéstico de la aspergilosis invasiva que
comprende realizar un ensayo inmunoenzimatico in vitro en placas de microtitulacion, tales como, por ejemplo, del
tipo de 96 pocillos, caracterizado por poner el fluido biolégico extraido del paciente en contacto con un antigeno de
Aspergillus fumigatus, en particular un antigeno extractivo de Aspergillus fumigatus.

De acuerdo con la presente invencién, dicho método incluye la identificacion y recuento de células T especificas de
Aspergillus para verificar la presencia y/o definir una relaciéon entre los productores de IFN-y y los productores de IL-
10.

El valor umbral para IFN-y o IL-10 que permite definir el resultado positivo del método de acuerdo con la presente
invencion esta en el intervalo de 15-25 SFC (Células Formadoras de Manchas), preferentemente 20 SFC.

De acuerdo con la presente invencion, dicho ensayo inmunoenzimatico es ELISPOT (ElisaSpot o Ensayo
InmunoSpot ligado a Enzimas) y dicho antigeno, preferentemente un antigeno extractivo, puede obtenerse a partir
de conidios de Aspergillus fumigatus o a partir de hifas de Aspergillus fumigatus.

Los conidios (o conidiosporas) son estructuras reproductoras predominantemente unicelulares que se forman en la
parte superior de las hifas que, a su vez, son filamentos unicelulares o pluricelulares de forma cilindrica, que se
disponen en la parte superior de otras formas, constituyendo el micelio o el cuerpo vegetativo del hongo.

En particular, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, dicho antigeno se obtiene a partir de conidios
de Aspergillus fumigatus que se recogen después de tres dias de cultivo, preferentemente en medio de agar
sabouraud, se filtran a través de una gasa esterilizada y finalmente se inactivan con calor durante 1 hora a 100°C.
Posteriormente, se lavan en una solucion salina (PBS) y se conservan a -20°C.

De acuerdo con una realizaciéon adicional de la presente invencion, dicho antigeno, preferentemente antigeno
extractivo, se obtiene partir de hifas de Aspergillus fumigatus que se homogeneizan, por ejemplo, usando un mortero
con perlas de un material inerte, preferentemente perlas de vidrio en un tampén, preferentemente Tris-HCI 50 mM
con un pH de aproximadamente 7,5. El extracto de proteinas obtenido de esta manera se recupera después de una
centrifugacion entre 10 y 20000 rpm durante aproximadamente 10 minutos y se conserva a una temperatura en el
intervalo de aproximadamente -30 a -10°C, preferentemente -20°C.

Para los fines de la presente invencién, por lo tanto, con la expresion “antigeno de Aspergillus fumigatus” se
entienden constituyentes de la estructura fungica tratados de tal manera que pueden inducir una respuesta de
células T especificas.

El fluido biolégico usado de acuerdo con el método de la presente invencion puede ser sangre, fluido de lavado
broncoalveolar (BAL) o fluido pleural de pacientes con riesgo de Al o ya infectados.

En particular, dicho fluido puede obtenerse a partir de una muestra intravenosa con citrato, preferentemente 20 ml,
procedente de citrato de fluido pleural, preferentemente 20 ml, o de una muestra de fluido BAL citrada,
preferentemente 30 ml.

Dicha sangre puede usarse de acuerdo con el método de la presente invencion como sangre total o como linfocitos
T aislados.
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De acuerdo con la presente invencioén, la muestra de sangre, fluido pleural o fluido de lavado broncoalveolar se
diluye con un volumen equivalente de medio de cultivo, por ejemplo, RPMI 1640, y después se somete a
centrifugaciéon en gradiente de densidad (Ficoll, Lymphoprep) para separar la poblaciéon de las células
mononucleares (PBMC). Después de 2 lavados, por ejemplo en RPMI 1640, las células se congelan en nitrégeno
liquido, preferentemente en presencia de DMSO al 20% y suero bovino fetal (FBS) al 50% para los experimentos del
ELISPOT.

Las muestras de células después se descongelan lentamente en un bafio con termostato a 35-40°C,
preferentemente a 37°C. Se afiade DNAsa a una concentracion final de aproximadamente 10 mg/ml y se deja actuar
a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos. Las células se transfieren a un tubo de ensayo y se
resuspenden delicadamente con aproximadamente 10 ml de medio RPMI 1640 afiadido con aproximadamente un
5% de FBS que se afiade gota a gota. Después de una primera centrifugacién a aproximadamente 1000 rpm
durante aproximadamente 10 minutos, el sedimento celular obtenido se resuspende otra vez en un medio de cultivo
R10 (RPMI 1640; FBS al 10%; piruvato sédico al 1%; ampicilina al 1%; gentamicina al 0,5%, 18 Ul/ml de IL-2) y
después las células se cuentan en una camara Burker.

Para la separacion de las células T CD3+, se uso el “Pan T cell Isolation Kit”, humano, distribuido por Miltenyi
Biotech S.r.l. (Calderara di Reno, Bologna, Italia). La separacion de las células T CD3+ se realiza por reduccion de
las células no T (seleccion negativa). Las células no T marcadas con una mezcla de anticuerpos monoclonales
conjugados con biotina (CD14, 16, 19, 36, 56, 123 y Glicoforina A) se hacen reaccionar con anticuerpos
monoclonales anti-biotina conjugados con microperlas magnéticas. El paso de las células marcadas (células no T) y
células no marcadas (células T CD3+) a través de una columna MAC-MS (Miltenyi) en presencia de un campo
magnético determina el paso de las células T CD3+ y el bloqueo de las células no T. El procedimiento de separacion
se realizd en muestras de células después de la descongelacion, siguiendo las indicaciones descritas por Miltenyi.

De acuerdo con una realizacién adicional de la presente invencion, dicho antigeno puede obtenerse a partir de
conidios de Aspergillus fumigatus que se recogen después de 2-4 dias de cultivo (por ejemplo, en medio agar
sabouraud) mediante lavado de la capa superficial del cultivo fungico con agua esterilizada. El liquido de lavado
obtenido se filtra a través de una gasa esterilizada y se somete a centrifugacion entre 10000 y 15000 rpm,
preferentemente a 12000 rpm durante 5-15 minutos, preferentemente 10 minutos. El sobrenadante se elimina y el
sedimento de conidios obtenido de esta manera se congela en nitrégeno liquido durante aproximadamente 12 horas.
Posteriormente, el sedimento de conidios se descongela, se resuspende en agua esterilizada y se lleva a ebullicion
en un bafio de agua durante aproximadamente 1 hora y 30 minutos. Después de la centrifugacion
(aproximadamente 10 minutos a 12000 rpm) para eliminar el sobrenadante, el sedimento de conidios se resuspende
en aproximadamente 500 microlitros de PBS 1X. Los conidios obtenidos de esta manera se usan en el experimento
Elispot a la concentracion de aproximadamente 100.000 conidios/ml.

El antigeno obtenido puede usarse inmediatamente o puede almacenarse por medio de congelacion a
aproximadamente -20°C y usarse después.

De acuerdo con una realizacion adicional de la presente invencion, dicho antigeno extractivo puede obtenerse a
partir de hifas de Aspergillus fumigatus que se recogen por raspado de varias columnas de cultivo con una hoja de
bisturi y se resuspenden en agua esterilizada. Después de agitar con vortice, se procede con la filtracion a través de
una gasa esterilizada para eliminar el posible agar. El micete obtenido de esta manera se somete a centrifugacion a
aproximadamente 15000 rpm durante aproximadamente 10 minutos, después se elimina el sobrenadante, y se
congela en nitrogeno liquido durante aproximadamente 12 horas. Posteriormente, el micete no congelado se
homogeneiza en un mortero en presencia de un volumen de perlas de material inerte, preferentemente perlas de
vidrio, igual al del micete y en un tampon, preferentemente Tris-Hcl 50 mM, a un pH de aproximadamente 7,5. El
extracto de proteina obtenido de esta manera se recupera después de la centrifugacion a aproximadamente 14000
rpm durante aproximadamente 20 minutos. Después de la evaluacién del contenido de proteinas, el extracto de las
hifas se usa en el experimento Elispot a la concentracion de aproximadamente 6-10 microgramos/ml.

El antigeno obtenido puede usarse inmediatamente o puede almacenarse mediante congelacion a aproximadamente
-20°C y usarse después.

Parte experimental
1. Método ELISPOT para células T especificas de Aspergillus productoras de INF-gamma

Para todos los experimentos ELISPOT de acuerdo con la presente invencion, se usaron placas de microtitulacion de
96 pocillos distribuidas por Mabtech (Nacka Strand, Suecia). La parte inferior de los pocillos de la placa, compuesta
de nitrocelulosa, se recubre con un anticuerpo monoclonal especifico para IFN-y. Las placas se retiraron del envase
y se lavaron 4 veces con PBS 1X (200 pl/pocillo). Las placas se fijaron con R10 (200 pl/pocillo) y se incubaron a
temperatura ambiente durante >30 minutos. Los medios de fijacion se retiraron y se dispensaron 100.000-200.000
células de medio R10 en los pocillos individuales (volumen final de 100-150 pl/pocillo) y después se estimularon con
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conidios inactivados por calor (1x10° conidios/ml) o con extracto de proteina (6-10 pg/ml) durante una incubacion a
37°C en presencia de CO2 (5%) durante aproximadamente 20 horas.

Los controles positivos consistian en las mismas células incubadas con fitohemaglutinina (PHA) (25 pg/ml) o con un
grupo de 23 péptidos virales, restringidos para el complejo mayor de histocompatibilidad de clase |, procedentes de
citomegalovirus, del virus de Epstein-Barr y del virus de la gripe (conjunto de Péptidos CEF, Mabtech); el control
negativo consistia en las células individuales, sin ninguna estimulacion. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.

Después de la incubacion, la placa se vacia y se somete a 5 lavados sucesivos con PBS 1x y Tween 20 al 0,5%. Los
complejos de citosina-anticuerpo se colorean por medio de reaccién enzimatica y la adicion de un sustrato
cromogénico: en todos los pocillos individuales, se distribuyen 50 ul de anticuerpo secundario conjugado con
fosfatasa alcalina, distribuido por Mabtech, diluido 1:200 en PBS 1X, y después de 90 minutos de incubacién a
temperatura ambiente se afiade el sustrato (BCIP/NTB-plus), también distribuido por Mabtech. La reaccién con el
sustrato se detiene después de 10 minutos lavando la placa con agua corriente. La membrana de nitrocelulosa se
seca en contacto con aire durante al menos 4 h. Cada mancha individual que aparece en el fondo del pocillo
corresponde a la secrecion de citocinas de una sola célula (célula formadora de manchas: SFC). Las manchas se
cuentan autométicamente por medio de un instrumento de analisis de imagenes (AID ELISPOT Reader System,
Amplimedical) dirigido por un software capaz de proporcionar una evaluacion facil y rapida de las manchas
basandose en su tamafio e intensidad.

2. Método ELISPOT para células T especificas de Aspergillus productoras de IL-10

Para todos los experimentos ELISPOT, se usaron placas de microtitulacion de 96 pocillos (Multiscreen HTS IP
Sterile Plate) distribuidas por Millipore (Bedford, MA, Estados Unidos). En este caso, las placas no se recubren
previamente, pero requieren recubrimiento con el anticuerpo monoclonal anti-IL-10. Se procede la siguiente manera:
las placas se retiran del envase y la membrana se sumerge con Etanol al 70% (15 pl/pocillo) durante un minuto a
temperatura ambiente. Las placas después se lavan 5 veces con agua destilada (200 pl/pocillo). El anticuerpo anti-
IL-10 (9D7), distribuido por Mabtech, usado para el recubrimiento, se diluye a 15 ug/ml en PBS 1X estérilapH 7,4 y
se afiade en cantidades de 100 ul por pocillo a la placa que se incuba durante una noche a +4-8°C.

Después de la incubacion, la placa se somete a lavados sucesivos con PBS 1X (200 pl/pocillo). Los pocillos se fijan
con un medio que contiene el mismo FBS al 10% usado para la suspension de las células (200 pl/pocillo) y se
incuba a temperatura ambiente durante >30 minutos. Los medios de fijaciéon se retiran y 50.000-100.000 células en
R10 se dispensan en los pocillos individuales (volumen final de 100-150 pl/pocillo) y después se estimulan con
conidios inactivados por calor (1x10° conidios/ml) o con extracto de proteina (6-10 ug/ml) durante la incubacion a
37°C en presencia de CO2 (5%) durante aproximadamente 20 horas. Los controles positivos estan compuestos por
las mismas células incubadas con fitohemaglutinina (PHA) (25 pg/ml) o con anti-CD3 (Mabtech); el control negativo
consistia en las células individuales, sin ninguna estimulacién. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Después de la incubacion, la placa se vacia y se somete a 5 lavados sucesivos con PBS 1x. El anticuerpo
secundario (12G8-biotina) se diluye a 1 ug/ml en PBS-FCS al 0,5%, se afiade en una cantidad de 100 pl/pocillo y se
incuba durante 2 h a temperatura ambiente. Se continda con 5 lavados sucesivos con PBS 1x. El complejo de
Estreptavidina-fosfatasa alcalina (1:1000) se diluye en PBS-FCS al 0,5%, se afiade en una cantidad de 100 pl/pocillo
y se incuba durante 1 h a temperatura ambiente. Se continta con 5 lavados sucesivos con PBS 1x. La solucién que
contiene el sustrato (BCIP/NBT) se afiade en una cantidad de 100 pl/pocillo y se deja reaccionar hasta que aparecen
las manchas. El desarrollo de color se bloquea con un lavado abundante en agua corriente. La membrana basal de
la placa se retira y también se lava la base de la placa. La membrana de nitrocelulosa se seca en contacto con el
aire durante al menos 4 h. Las manchas después se cuentan automaticamente por medio de un instrumento de
analisis de imagenes (AID ELISPOT Reader System, Amplimedical) dirigido por un software capaz de proporcionar
una evaluacion rapida y facil de las manchas basandose en su tamafio e intensidad.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Preparacién del antigeno a partir de conidios de Aspergillus fumigatus

Después de tres dias de cultivo de Aspergillus fumigatus en medio de agar sabouraud, los conidios se recogen por
medio del lavado de la capa superficial del cultivo con 30 ml de agua esterilizada.

El liquido de lavado se filtra a través de una gasa esterilizada y posteriormente se somete a centrifugaciéon a 12000
rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante se elimina y se procede con la congelacién del sedimento de conidios durante 12 horas en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2366492 T3

nitrégeno liquido. El sedimento de conidios después se descongela y se suspende en 1-2 ml de agua esterilizada y
se hierve en un bafio de agua durante 1,5 horas. Después se procede con una centrifugacion adicional a 12000 rpm
durante 10 minutos y el sedimento de conidios se resuspende en 500 pl de PBS 1x.

Finalmente, los conidios obtenidos pueden usarse directamente en el experimento ELISPOT de acuerdo con la
presente invencion a una concentracion de 100.000 conidios/ml. Como alternativa, los conidios se congelan a -20°C
hasta el momento de uso, de acuerdo con la presente invencion.

Ejemplo 2
Preparacién del antigeno a partir de hifas de Asperqgillus fumigatus

A partir del cultivo de Aspergillus fumigatus en medio de agar sabouraud, se procede con el raspado de varias
placas de cultivo y la suspensién del producto raspado en 30 ml de agua esterilizada.

La suspensién obtenida se agita con vértice, se filtra a través de una gasa esterilizada y se centrifuga a 15000 rpm
durante 10 minutos.

El sobrenadante después se elimina y se procede a congelar el sedimento de micete durante 12 horas en nitrégeno
liquido.

El sedimento de micete después se descongela y se procede con la homogenizacién en un mortero con un volumen
igual de hongos/perlas en un tampén Tris-HCI 50 mM a un pH de aproximadamente 7,5.

El homogeneizado obtenido se centrifuga a 14000 rpm durante 20 minutos y se evalua el contenido de proteinas.

Las hifas obtenidas finalmente pueden usarse directamente en el experimento ELISPOT de acuerdo con la presente
invencién a una concentracion de 6-10 ug/ml. Como alternativa, las hifas se congelan a 20°C hasta el momento de
uso, de acuerdo con la presente invencion.

Estudio clinico

Para evaluar si el recuento de células T especificas de Aspergillus que producen IFN-y-TH1 e IL-10 (IL-10-TH2)
mediante un ensayo inmunospot enzimatico (ELISPOT) podria mejorar el diagnéstico clinico de Al, se realizaron
ensayos clinicos en una serie de 10 pacientes hematolégicos con neutropenia e infiltraciones pulmonares, tres con
infeccion Al demostrada y dos donantes sanos.

Se separaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de cada paciente o sujeto sano mediante
centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque (Linaris Bettingen an Main, Alemania) y después se extendieron en
una placa de fluoruro de polivinilideno de 96 pocillos con anticuerpos monoclonales anti-IFN-gamma o IL-10
(Mabtech, Nacka Strand, Suecia). Las células se ensayaron con conidios inactivados con calor preparados a partir
de Aspergillus fumigatus aislado de un paciente o con un extracto celular soluble en agua de Aspergillus fumigatus y
con PHA, 1 x 10° células/pocillo y 2,5 x 10* células/pocillo en las placas recubiertas mencionadas anteriormente para
el ensayo de IFN gamma e IL-10 respectivamente, durante dieciséis horas.

Todas las condiciones de ensayo se realizaron por triplicado y los resultados se consideraron positivos si el niUmero
de células formadoras de manchas (SFC)/106 células en pocillos con antigeno de Aspergillus estimulados era dos
veces el de los pocillos de control (células en pocillos de antigeno de Aspergillus no estimulados) y habia al menos
20 manchas.

El primer paciente es una mujer de 59 afios, que padecia leucemia mieloide aguda (AML), que durante la fase
neutropénica del tratamiento de induccion quimioterapéutica (Fig. 1B), tuvo fiebre y una lesion nodular, rodeada por
un halo de atenuacién con densidad de vidrio esmerilado (ground glass) en el pulmén izquierdo, revelado por
tomografia computarizada de alta resoluciéon (HRCT). El cultivo y los exdamenes moleculares de la sangre, orina,
heces y fluido de lavado broncoalveolar (BALf) dieron repetidamente resultados negativos con respecto a la
presencia de bacterias, hongos o virus. La investigacién de galactomanano (GM) fue negativa tanto en suero como
en BALf. La paciente continu6é con fiebre a pesar de la terapia con antibiéticos y antimicética con vancomicina,
meropenem y anfotericina liposomal (L-amB), a la dosificacion de 3 mg/kg/dia. Una segunda HRCT del térax revelo
un aumento de la lesién nodular y persistencia del halo de atenuacién con densidad de vidrio esmerilado. El GM en
sangre siguioé siendo negativo (Fig. 1B). La dosis de L-amB se aumentd a 5 mg/kg/dia. Varios dias después, la
paciente consigui6 apirexia, coincidiendo con la recuperacion medular completa. Después de una semana, la HRCT
mostré una ligera reduccion tanto del tamafio de la lesiéon pulmonar como del halo circundante (Fig. 1B). La paciente
se someti6 a una reseccion del foco bronconeumédnico mediante videotoracoscopia (VATS). Los examenes
histologico e inmunohistoquimico de la seccion operada revelaron una Aspergillosis Invasiva (Al) pulmonar.

La segunda paciente es una mujer de 67 afios que desarroll6 fiebre e infiltraciones pulmonares bilaterales durante la
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fase neutropénica después de un ciclo de induccién quimioterapéutico para AML. El cultivo y examenes moleculares
de la sangre, orina, heces y fluido de lavado broncoalveolar (BALf) fueron repetidamente negativos con respecto a la
presencia de bacterias, hongos o virus. Con una terapia de antibiéticos empirica de segunda linea, se obtuvo la
resolucion de todos los focos pulmonares excepto uno, que mostré6 ampliacion en la HRCT. El cultivo y los
examenes moleculares de la sangre, orina, heces y fluido del lavado broncoalveolar (BALf) permanecieron negativos
con respecto a la presencia de organismos patégenos responsables de la infeccion. La investigacion de
galactomanano (GM) fue negativa en sangre, mientras que mostré un resultado positivo en BALf. La terapia con L-
amB se realizé a la dosificacion de 3 mg/kg/dia. Después de la curacidbn medular completa, la paciente tuvo una
remision completa de la hemopatia. Después de un mes de tratamiento antifungico, el infiltrado pulmonar se redujo
ligeramente, presentando un pequefio signo de excavacion. Antes de realizar la quimioterapia de consolidacion, la
paciente se someti® a una reseccion quirargica pulmonar del Iébulo derecho. Los examenes histolégicos e
inmunohistoquimicos revelaron una Al pulmonar. Varios dias después de la intervencidon quirurgica, la paciente tuvo
AML recurrente y murié por la progresion de la enfermedad.

El tercer paciente era un hombre joven de 24 afos afectado por leucemia linfatica aguda (ALL), que desarroll6 fiebre
y una region nodular perihiliar del pulmén izquierdo durante la fase neutropénica de la quimioterapia de induccion. El
cultivo y examenes moleculares de la sangre, orina, heces y fluido de lavado broncoalveolar (BALf) fueron
repetidamente negativos con respecto a la presencia de bacterias, hongos o virus. La investigacion de
galactomanano (GM) fue negativa tanto en suero como en BALf. El examen citologico de BALf mostr6 la presencia
de hifas fungicas septadas. La terapia antifingica con voriconazol se realizé6 a dosis intravenosas de 200 mg dos
veces al dia. Después de dos semanas de tratamiento, el tamafio de la lesion nodular permanecié sin cambios y
habia aparecido una pequefia area de excavacion. Como el paciente habia tenido un episodio de hemoptisis, se
decidio realizar una reseccién quirargica del segmento superior del I6bulo pulmonar inferior izquierdo. Los examenes
inmunohistoquimicos e histologicos de la seccidon operada revelaron Al pulmonar. El paciente consigui6 la remision
completa de la hemopatia y completé dos ciclos de quimioterapia de consolidacion.

En el paciente 1, el método ELISPOT de acuerdo con la presente invencion se realizé en muestras de sangre
periférica recogidas entre la primera y segunda HRCT, al mismo tiempo que la tercera HRCT, y después de una y
tres semanas desde la ejecucion de la VATS. El ELISPOT fue positivo para una respuesta de células T especificas
de Aspergillus, polarizada de tipo TH2, y productora de interleucina 10 (IL-10) en cada determinacion, y mostré un
resultado positivo creciente para una respuesta de células T especificas de Aspergillus, polarizada de tipo TH1 y
productora de interferon gamma (IFN-y) (Fig. 1A).

En el paciente 2, el método ELISPOT de acuerdo con la presente invencion se realizé al mismo tiempo que la
primera HRCT, varios dias antes de la operacion quirargica y en el momento de la recaida de ALM. El ELISPOT fue
positivo para una respuesta de células T especificas de Aspergillus, polarizada de tipo TH2 y productora de IL-10, en
la primera y segunda determinaciones, y mostro resultados positivos para una respuesta de células T especificas de
Aspergillus, polarizada de tipo TH1 y productora de IFN-y en la segunda determinacion. La tercera determinacion fue
negativa para cualquier tipo de respuesta de células T especifica (Fig. 1C).

En el paciente 3, el método ELISPOT se realizd al mismo tiempo y quince dias después de la operacién quirurgica,
antes del primer y segundo ciclos de quimioterapia de consolidacion. El ELISPOT fue positivo para una respuesta de
células T especificas de Aspergillus, polarizada de tipo TH2 y productora de IL-10, en la primera y segunda
determinaciones, y mostr6 resultados positivos para una respuesta especifica de Aspergillus, polarizada de tipo TH1
y productora de IFN-y en cada determinacion (Fig. 1D).

Resultados clinicos:

El método de acuerdo con la presente invencion, por lo tanto, ha proporcionado muestras de la Aspergillosis
Invasiva en los tres pacientes. En particular, los resultados positivos del ELISPOT de acuerdo con la presente
invencién son la Unica prueba de la infeccion en el paciente 1, en el que el diagnostico se consiguié de otra manera
s6lo mediante una operacion quirdrgica, dando resultados negativos todos los demas métodos. El método ELISPOT
de acuerdo con la presente invencion entonces representa una mejora eficaz del poder de diagnéstico del GM sobre
BAL y de la citologia BAL en los pacientes 2 y 3, respectivamente, permitiendo un diagnoéstico seguro y no soélo
supuesto.

La Fig. E representa los resultados del ELISPOT en pacientes afectados de neumonia con etiologia no fungica,
como controles negativos.
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REIVINDICACIONES

1. Método para el diagnostico de aspergillosis invasiva que comprende realizar un ensayo ELISPOT
inmunoenzimatico in vitro en el que el fluido biolégico extraido del paciente se pone en contacto con un antigeno de
Aspergillus fumigatus, caracterizado porque dicho método comprende verificar la presencia de células T productoras
de IFN-y y células T productoras de IL-10 y/o la relacion entre células T productoras de IFN-y y células T productoras
de IL-10.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho antigeno es un antigeno extractivo de Aspergillus
fumigatus.

3. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho antigeno se obtiene a partir de conidios de Aspergillus
fumigatus.

4. Método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho antigeno se obtiene a partir de hifas de Aspergillus
fumigatus.

5. Método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho antigeno se obtiene mediante los siguientes pasos:

- incubacion de los conidios durante 3 dias,

- recogida de los conidios por medio de lavado del cultivo fungico con agua esterilizada,
- filtracion y posterior centrifugacion del liquido de lavado,

- eliminacién del sobrenadante,

- congelacion y posterior descongelacion del sedimento de conidios,

- suspension en agua esterilizada,

- ebullicion y posterior centrifugacion, y

- posible congelacion.

6. Método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicho antigeno se obtiene mediante los siguientes pasos:

- recogida de hifas de placas de cultivo mediante raspado y posterior suspension en agua esterilizada,

- filtracion y posterior centrifugacion,

- eliminacién del sobrenadante,

- congelacion y posterior descongelacion del sedimento del micete,

- homogeneizacion del micete en presencia de un volumen de perlas de material inerte igual al volumen del micete,
- centrifugacion

- posible congelacion.

7. Método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dichas perlas estan hechas de vidrio.

8. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho fluido biolégico se selecciona entre sangre, fluido de
lavado broncoalveolar o fluido pleural.

9. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho fluido biolégico se selecciona entre todas las células
mononucleares de la sangre, del fluido del lavado broncoalveolar, del fluido pleural, o linfocitos T de la sangre, del
fluido del lavado broncoalveolar o del fluido pleural.

10. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el valor umbral para IFN-y o IL-10 esta en el intervalo de
15-25 SFC.

11. Método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho valor umbral es 20 SFC.
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