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DESCRIPCION
Métodos y kits para el diagndstico del virus de la gripe

CAMPO DE LA INVENCION
Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria se refieren a métodos, composiciones, dispositivos
y sistemas para pruebas del virus de la gripe en los puntos de asistencia. Algunas realizaciones se refieren a
ensayos combinados. En algunas realizaciones, un ensayo para identificar el virus de la gripe de tipo A o el virus
de la gripe de tipo B se combina con un ensayo para determinar la sensibilidad que una neuraminidasa del virus de
la gripe tiene a un antivirico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El virus de la gripe es una amenaza constante y grave para la salud publica. Cada afio, los padecimientos
relacionados con la gripe conducen a aproximadamente 200 000 hospitalizaciones y 36 000 muertes en los
Estados Unidos. Desde una perspectiva del impacto nacional, el coste econémico total de la gripe en 2010 se
estimo en 29 mil millones de doélares. El tratamiento antivirico contra la gripe es eficaz cuando se administra como
un tratamiento o se administra para la profilaxis de una manera programada. Varios estudios concluyen que los
farmacos contra la neuraminidasa reducen la duracion de los sintomas. Tanto Tamiflu como Relenza tienen una
eficacia del 80% a la hora de proteger contra la gripe estacional. Cuando se trata a los pacientes que tienen gripe,
se recomienda que el paciente comience el tratamiento antes de que pasen 48 h desde la aparicién de los
sintomas y mejor cuanto mas pequefio sea el retraso. El diagnostico inmediato y el inicio del tratamiento antivirico
conducen al mejor desenlace del paciente.

Sobre la base de la resistencia generalizada a los bloqueantes del canal M2, resulta razonable especular que el
uso generalizado de los inhibidores de la neuraminidasa puede finalmente conducir a una aparicion de resistencias
a ellos en los virus de la gripe estacional o pandémica. Durante los estudios clinicos se han identificado una serie
de mutantes resistentes al inhibidor de la neuraminidasa. En un periodo de seguimiento de tres afos, se aislaron
ocho variantes del virus con una disminucion de la sensibilidad al oseltamivir de mas de 10 veces. Estos hallazgos
debieron sugerir una pausa con respecto a la distribuciéon masiva de los farmacos basados en el inhibidor de la
neuraminidasa para el tratamiento de la gripe estacional. En 2010, la OMS se ocupd de la primera consulta global
sobre la resistencia a los antivirus en Hong Kong, después de la aparicion del virus de la gripe con resistencia
transmisible al oseltamivir durante el invierno de 2007-2008, y se detecto la resistencia al oseltamivir en la cepa
HSN1 y en el virus de la gripe pandémica H1N1 (2009). Un desenlace clave de esta consulta fue el requisito de
informar formalmente del estado de la resistencia al antivirico contra la gripe, bien en entornos clinicos o como
parte del seguimiento nacional. Ademas, algunos antiviricos, como el oseltamivir, provocan efectos adversos, lo
que es importante para recetarlo solo cuando sea necesario. La cobertura de los diferentes farmacos antiviricos
puede variar entre los proveedores y tener un coste diferente para el paciente. El médico tiene la responsabilidad
de recetar solo cuando sea necesario. Aunque el coste sea menos importante que la eficacia, si un paciente puede
conseguir un farmaco menos caro, el médico tiene la obligaciéon de informarle de dicha opcion. En consecuencia,
no se ha satisfecho la necesidad de pruebas en el punto de atencién que puedan ofrecer un diagnéstico de una
cepa especifica para evitar los efectos adversos, lo que enlentece la evolucion de la resistencia al farmaco y
proporciona un ahorro al paciente y al sistema de asistencia sanitaria de los Estados Unidos.

COMPENDIO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a un método para detectar un virus de la gripe de tipo A o B y detectar la actividad
de la neuraminidasa en una muestra, en donde el método comprende:

(a) poner en contacto una muestra con un tampoén de inmunoensayo adaptado para un inmunoensayo de
deteccioén de un virus de la gripe de tipo A o un virus de la gripe de tipo B, gracias a lo cual se obtiene una
muestra problema para el inmunoensayo;

(b) poner en contacto una primera porcion de la muestra problema para el inmunoensayo con una prueba
que comprende un inmunoensayo para la deteccién de un virus de la gripe de tipo A o de tipo B, gracias a lo
cual se detecta la presencia o la ausencia del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra;

(c) poner en contacto una segunda porcion de la muestra problema para el inmunoensayo con una matriz de
intercambio que comprende un tampdén para el ensayo de la neuraminidasa, por lo que se obtiene una
muestra problema de la neuraminidasa; y

(d) poner en contacto la muestra problema de la neuraminidasa con un ensayo de actividad de la
neuraminidasa, gracias a lo cual se detecta la actividad de la neuraminidasa en la muestra.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un sistema diagnéstico para detectar el virus de la gripe de tipo
A o B y para determinar la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el sistema diagndstico
comprende:
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un cartucho para determinar la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el cartucho esta
configurado para que convierta una muestra que comprende un tampén incompatible para la determinacion
en una muestra que comprende un tampén compatible para la determinacion;

una prueba para detectar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra, en donde la prueba esta
configurada para que convierta una muestra que comprende un tampoén incompatible para la deteccion en
una muestra que comprende un tampdn compatible para la deteccion;

un primer detector configurado para medir una sefial desde la prueba, y

un segundo detector configurado para medir una sefial desde el cartucho, en donde el cartucho comprende
una camara para la matriz que comprende una matriz de cartucho que comprende el tampdén compatible
para la determinacion, y una camara de reactivos que comprende los reactivos para la determinacion de la
actividad de la neuraminidasa, en donde la matriz del cartucho comprende un polisacarido reticulado y, en
donde la camara para la matriz y la camara para el cartucho estan en comunicacion fluidica de tal manera
que una muestra aplicada en la camara para la matriz fluye desde la camara para la matriz hasta la camara
de reactivos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para detectar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B y
determinar la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el kit comprende:

un cartucho para determinar la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el cartucho esta
configurado para que convierta una muestra que comprende un tampén incompatible para la determinacion
en una muestra que comprende un tampdén compatible para la determinacién, en donde el cartucho
comprende una camara para la matriz que comprende una matriz de cartucho que comprende el tampdn
compatible para la determinacion, y una camara de reactivos que comprende los reactivos para la
determinacién de la actividad de la neuraminidasa, en donde la matriz del cartucho comprende un
polisacarido reticulado, y en donde la camara para la matriz y la camara para el cartucho estan en
comunicacion fluidica de tal forma que una muestra aplicada en la camara para la matriz fluye desde la
camara para la matriz hasta la camara de reactivos; y

una prueba para detectar el virus de la gripe de tipo A o tipo B en la muestra, en donde la prueba esta
configurada para que convierta una muestra que comprende un tampoén incompatible para la deteccion en
una muestra que comprende un tampdn compatible para la deteccion.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto inhibidor enmascarado para ser usado en un
ensayo enzimatico dual de sensibilidad de la neuraminidasa del virus de la gripe que tiene la estructura de la
férmula (1):

R4
HO OR2 COZNa n X -~
R30
o )
AcHN
OR!

R', R?y R® son cada uno independientemente hidrégeno o alquilo(C1.s);
nes0,1,203;

R* es -(CH2)nC(=O)CF3;

mes0o01;

X es -S(0),- 0 -CH(R®)-;

R® es -S(0),CHs; y

zes0,102.

en donde:

Algunas realizaciones de los métodos, kits, sistemas y composiciones dados a conocer en la presente memoria
incluyen un método para detectar un virus de la gripe que comprende: (a) poner en contacto una muestra con un
tampon de inmunoensayo adaptado para un inmunoensayo para la deteccién de un virus de la gripe del tipo A o un
virus de la gripe del tipo B, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema para el inmunoensayo; (b) poner en
contacto una primera porcion de la muestra problema para el inmunoensayo con una prueba que comprende un
inmunoensayo para la deteccion del virus de la gripe de tipo A o B, gracias a lo cual se detecta la presencia o
ausencia del virus de la gripe de tipo A o tipo B en la muestra; (c) poner en contacto una segunda porcion de la
muestra problema para el inmunoensayo con una matriz que comprende un tampoén para el ensayo de la
3
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neuraminidasa, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema de la neuraminidasa; y (d) poner en contacto la
muestra problema de la neuraminidasa con un ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se detecta la
presencia de una neuraminidasa en la muestra. En algunas realizaciones, el tampoén del inmunoensayo es
incompatible con un ensayo de la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, el tampon del
inmunoensayo inhibe la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, las etapas (c) y (d) se realizan en
el mismo recipiente.

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen un método para detectar un virus de la
gripe que comprende: (a) poner en contacto una muestra con un tampén para el ensayo de la neuraminidasa
adaptado para un ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema de la
neuraminidasa; (b) poner en contacto una primera porcion de la muestra problema de la neuraminidasa con una
prueba que comprende un inmunoensayo para detectar un virus de la gripe de tipo A o tipo B, en donde la muestra
problema de la neuraminidasa entra en contacto con una matriz que comprende el tampdn del inmunoensayo,
gracias a lo cual se obtiene una muestra problema para el inmunoensayo y se detecta la presencia o la ausencia
del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra; y (c) poner en contacto una segunda porcion de la muestra
problema de la neuraminidasa con un ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se detecta la presencia de una
neuraminidasa en la muestra. En algunas realizaciones, el tampén para el ensayo de la neuraminidasa es
incompatible con un inmunoensayo para la deteccion de la gripe de tipo A o de tipo B. En algunas realizaciones, el
tampon para el ensayo de la neuraminidasa inhibe la fijacion especifica de un anticuerpo a un antigeno
seleccionado del grupo que consiste en el virus de la gripe de tipo A o la gripe de tipo B. En algunas realizaciones,
la matriz comprende el tampén de inmunoensayo liofilizado o seco. En algunas realizaciones, la etapa (c) se realiza
en un recipiente que comprende numerosas camaras.

En algunas realizaciones de los métodos para detectar un virus de la gripe, el recipiente comprende numerosas
camaras. En algunas realizaciones, el recipiente comprende una camara que comprende la matriz y una camara
que comprende los reactivos para el ensayo de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, la matriz comprende
un polisacarido reticulado. En algunas realizaciones, la matriz se selecciona del grupo que consiste en Sephadex y
Sepharose.

En algunas realizaciones, la muestra problema para el inmunoensayo y la muestra problema de la neuraminidasa
se desplazan por el recipiente mediante una o varias fuerzas seleccionadas de gravedad, accion capilar y difusion.

En algunas realizaciones, el recipiente comprende un cartucho. En algunas realizaciones, el recipiente comprende
un cartucho con numerosos pocillos adaptado para ser leido con un fotomultiplicador. En algunas realizaciones, el
fotomultiplicador se selecciona del grupo que consiste en un tubo fotomultiplicador y un tubo microfotomultiplicador.
En algunas realizaciones, el fotomultiplicador es portatil. En algunas realizaciones, el fotomultiplicador es un lector
portatil idoneo para la consulta del médico de atencién primaria. En algunas realizaciones, la superficie del tubo
fotomultiplicador es redonda y tiene un diametro de aproximadamente 6 mm a 9mm, o el tubo
microfotomultiplicador es rectangular y tiene un tamafo de aproximadamente 1 mm a 3 mm.

En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende la determinacion de la sensibilidad de una
neuraminidasa a un compuesto problema. En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende: (a)
obtener un indice para el valor de la inhibicién, en donde el indice comprende el nivel de actividad de la
neuraminidasa en presencia de un compuesto problema con respecto al nivel de actividad de la neuraminidasa en
ausencia del compuesto problema; y (b) comparar el indice para el valor de la inhibicion con un umbral de
inhibicién, gracias a lo cual se determina la sensibilidad que presenta la actividad de la neuraminidasa al
compuesto problema. En algunas realizaciones, el umbral de inhibicién se determina mediante la deteccion de un
virus de tipo A o de tipo B. En algunas realizaciones, se utiliza un primer umbral de inhibicion si se detecta el virus
de tipo A, y se utiliza un segundo umbral de inhibicién si se detecta el virus de tipo B. En algunas realizaciones, el
primer umbral es mas bajo que el segundo umbral. En algunas realizaciones, el umbral de inhibicidon se establece
con el compuesto problema.

Otra descripcion mas se refiere a la seleccion del compuesto problema para el tratamiento del virus de la gripe.

En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende un ensayo enzimatico dual que comprende
una enzima delatora. En algunas realizaciones, la actividad de la neuraminidasa produce un sustrato para la
enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende un conjugado de un acido de
N-acetilneuraminico y luciferina o un derivado de los mismos. En algunas realizaciones, la actividad de la
neuraminidasa produce un inhibidor de la enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la
neuraminidasa comprende un conjugado de un acido de N-acetilneuraminico y una trifluorometilcetona o un
derivado de los mismos. En algunas realizaciones, la enzima delatora comprende la luciferasa. En algunas
realizaciones, el tampoén del inmunoensayo inhibe la actividad de la luciferasa. En algunas realizaciones, el nivel de
actividad de la neuraminidasa se mide con un tubo fotomultiplicador.
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En algunas realizaciones, el compuesto problema es un antivirico. En algunas realizaciones, el compuesto
problema es un antivirico seleccionado del grupo que consiste en oseltamivir, zanamivir, lanamivir y peramivir.

En algunas realizaciones, el inmunoensayo comprende un ensayo de tipo sandwich.

En algunas realizaciones, la muestra se obtiene de un sujeto. En algunas realizaciones, se sospecha que el sujeto
tiene el virus de gripe. En algunas realizaciones, el sujeto es humano.

Otra descripcion mas dada a conocer en la presente memoria se refiere a un método para seleccionar un
tratamiento contra un virus de la gripe que comprende: (a) poner en contacto una muestra con un tampoén de
inmunoensayo adaptado para un inmunoensayo para detectar un virus de la gripe de tipo A o un virus de la gripe
de tipo B, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema para el inmunoensayo; (b) poner en contacto una
primera porcién de la muestra problema para el inmunoensayo con una prueba que comprende un inmunoensayo
para detectar la gripe de tipo A o tipo B, gracias a lo cual se detecta la presencia o la ausencia del virus de la gripe
de tipo A o de tipo B en la muestra; (c) poner en contacto una segunda porcién de la muestra problema para el
inmunoensayo con una matriz que comprende un tampdn para el ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se
obtiene una muestra problema de la neuraminidasa; (d) poner en contacto la muestra problema de la
neuraminidasa con un ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se determina la sensibilidad que presenta una
neuraminidasa de la muestra problema de la neuraminidasa a un compuesto problema, en donde la determinacién
comprende: (i) obtener un indice para el valor de la inhibicién, en donde el indice comprende el nivel de actividad
de la neuraminidasa en presencia de uno o varios compuestos problema con respecto al nivel de actividad de la
neuraminidasa en ausencia de uno o varios compuestos problema, y (ii) comparar el indice para el valor de la
inhibicién con un umbral de inhibicién, gracias a lo cual se determina la sensibilidad que tiene la actividad de la
neuraminidasa al compuesto problema; y (e) seleccionar un compuesto problema entre uno o varios compuestos
problema que se determiné que inhibian la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, el tampodn del
inmunoensayo es incompatible con un ensayo para la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, el
tampon del inmunoensayo inhibe la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, las etapas (c) y (d) se
realizan en el mismo recipiente.

Otra descripcion mas dada a conocer en la presente memoria se refiere a un método para seleccionar un
tratamiento contra un virus de la gripe que comprende: (a) poner en contacto una muestra con un tampoén para el
ensayo de la neuraminidasa adaptado para un ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se obtiene una
muestra problema de la neuraminidasa; (b) poner en contacto una primera porcion de la muestra problema de la
neuraminidasa con una prueba que comprende un inmunoensayo para detectar un virus de la gripe de tipo A o de
tipo B, en donde la muestra problema de la neuraminidasa entra en contacto con una matriz que comprende el
tampodn del inmunoensayo, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema para el inmunoensayo y se detecta
la presencia o ausencia del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra;

y (c) poner en contacto una segunda porcion de la muestra problema de la neuraminidasa con un ensayo de la
neuraminidasa, gracias a lo cual se determina la sensibilidad que tiene una neuraminidasa de la muestra problema
de la neuraminidasa a un compuesto problema, en donde la determinacion comprende: (i) obtener un indice para el
valor de la inhibicién, en donde el indice comprende el nivel de actividad de la neuraminidasa en presencia de uno
0 varios compuestos problema con respecto al nivel de actividad de la neuraminidasa en ausencia del uno o varios
compuestos problema, y (ii) comparar el indice para el valor de la inhibicion con un umbral de inhibicion, gracias a
lo cual se determina la sensibilidad que tiene la actividad de la neuraminidasa al compuesto problema; y (e)
seleccionar un compuesto problema entre el uno o varios compuestos problema que se determiné que inhibian la
actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, la matriz comprende el tampén de inmunoensayo
liofilizado o si no seco. En algunas realizaciones, la etapa (c) se lleva a cabo en el mismo recipiente. En algunas
realizaciones, la etapa (c) se lleva a cabo en un recipiente que comprende numerosas camaras.

En algunas realizaciones de los métodos descritos en la presente memoria para seleccionar un tratamiento contra
un virus de la gripe, el umbral de inhibicién se determina mediante la deteccién del virus de tipo A o de tipo B. En
algunas realizaciones, se utiliza un primer umbral de inhibicion si se detecta el virus de tipo A, y se utiliza un
segundo umbral de inhibicion si se detecta el virus de tipo B. En algunas realizaciones, el primer umbral es menor
que el segundo umbral.

En algunas realizaciones, el recipiente comprende una tira o cartucho con numerosos pocillos adaptado para ser
leido con un tubo fotomultiplicador o con un tubo microfotomultiplicador. En algunas realizaciones, el tubo
fotomultiplicador o el tubo microfotomultiplicador es portatil. En algunas realizaciones, el tubo fotomultiplicador es
un lector portatil idéneo para la consulta de un médico de atencién primaria. En algunas realizaciones, la superficie
del tubo fotomultiplicador es redonda y tiene un diametro de aproximadamente 6 mm a 9mm, o el tubo
microfotomultiplicador es rectangular y tiene un tamafo de aproximadamente 1 mm a 3 mm.
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Algunos métodos descritos en la presente memoria también incluyen la selecciéon del compuesto problema para el
tratamiento contra el virus de la gripe.

En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende un ensayo enzimatico dual que comprende
una enzima delatora. En algunas realizaciones, la actividad de la neuraminidasa produce un sustrato para la
enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende un conjugado de un acido N-
acetilneuraminico y luciferina o un derivado de los mismos. En algunas realizaciones, la actividad de la
neuraminidasa produce un inhibidor de la enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la
neuraminidasa comprende un conjugado de un acido N-acetilneuraminico y una trifluorometilcetona o un derivado
de los mismos. En algunas realizaciones, la enzima delatora comprende la luciferasa.

En algunas realizaciones, el nivel de actividad de la neuraminidasa se mide con un tubo fotomultiplicador.

En algunas realizaciones, el compuesto problema es un antivirico. En algunas realizaciones, el compuesto
problema es un antivirico seleccionado del grupo que consiste en oseltamivir, zanamivir, lanamivir y peramivir.

En algunas realizaciones, el inmunoensayo comprende un ensayo de tipo sandwich.

En algunas realizaciones, la muestra se obtiene de un sujeto. En algunas realizaciones, se sospecha que el sujeto
tiene el virus de la gripe. En algunas realizaciones, el sujeto es humano. En algunas realizaciones, la muestra del
sujeto se obtuvo de un sujeto y al sujeto se le recomendo tomar el compuesto problema seleccionado para tratar el
virus de la gripe. En algunas realizaciones la muestra del sujeto se obtuvo de un sujeto y al sujeto se le proporcioné
el compuesto problema seleccionado para tratar el virus de la gripe.

Algunas realizaciones incluyen un sistema diagndstico para detectar el virus de la gripe que comprende: un
cartucho para determinar la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el cartucho esta configurado
para que convierta una muestra que comprende un tampén incompatible para la determinacién en una muestra que
comprende un tampon compatible para la determinacion; una prueba para detectar la gripe de tipo A o de tipo B en
la muestra, en donde la prueba esta configurada para que convierta una muestra que comprende un tampén
incompatible para la deteccién en una muestra que comprende un tampén compatible para la deteccién; un primer
detector esta configurado para medir una sefal desde la prueba; y un segundo detector esta configurado para
medir una sefal desde el cartucho.

El cartucho comprende una camara para la matriz que comprende una matriz de cartucho que comprende el
tampon compatible para la determinacién, y una camara de reactivos que comprende los reactivos para la
determinacion de la actividad de la neuraminidasa. La matriz del cartucho comprende un polisacarido reticulado. En
algunas realizaciones, la matriz del cartucho se selecciona del grupo que consiste en Sephadex y Sepharose.

La camara para la matriz y la camara para el cartucho estan en comunicacion fluidica, de tal forma que una
muestra aplicada a la camara para la matriz fluye desde la camara para la matriz hasta la camara de reactivos. En
algunas realizaciones, la muestra fluye en el cartucho gracias a una o varias fuerzas seleccionadas de gravedad,
accion capilar y difusion.

En algunas realizaciones, el cartucho comprende un cartucho con numerosos pocillos adaptado para ser leido con
un tubo fotomultiplicador o con un tubo microfotomultiplicador.

En algunas realizaciones, la prueba comprende un inmunoensayo. En algunas realizaciones, el inmunoensayo es
un ensayo de tipo sandwich. En algunas realizaciones, la prueba comprende una matriz que comprende el tampdn
compatible para la deteccion. En algunas realizaciones, la matriz comprende nitrocelulosa. En algunas
realizaciones, el tampén compatible para la deteccion esta liofilizado o seco.

En algunas realizaciones, el primer detector comprende un luminémetro. En algunas realizaciones, el primer
detector comprende un lector de reflectancia. En algunas realizaciones, el segundo detector comprende un tubo
fotomultiplicador o un tubo microfotomultiplicador. En algunas realizaciones, un dispositivo comprende el primer y el
segundo detector. En algunas realizaciones, el primer y el segundo detector son el mismo.

En algunas realizaciones, el dispositivo es portatil. En algunas realizaciones, el dispositivo cabe en la mano.

Algunas realizaciones incluyen un kit para detectar el virus de la gripe que comprende: un cartucho para determinar
la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el cartucho esta configurado para que convierta una
muestra que comprende un tampoén incompatible para la determinaciéon en una muestra que comprende un tampén
compatible para la determinacién; y una prueba para detectar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la
muestra, en donde la prueba esta configurada para que convierta una muestra que comprende un tampoén
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incompatible para la deteccién en una muestra que comprende un tampoén compatible para la deteccion. Algunas
realizaciones incluyen un primer detector configurado para medir una sefial desde la prueba; y un segundo detector
configurado para medir una sefial desde el cartucho. Algunas realizaciones incluyen reactivos para un ensayo de
actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, los reactivos para el ensayo de actividad de la
neuraminidasa se seleccionan del grupo que consiste en luciferasa, un conjugado de un acido N-acetilneuraminico
y luciferina o un derivado de los mismos, un acido N-acetilneuraminico y una trifluorometilcetona o un derivado de
los mismos, y un antivirico. En algunas realizaciones, el antivirico se selecciona del grupo que consiste en
oseltamivir, zanamivir, lanamivir y peramivir. Algunas realizaciones incluyen reactivos para un inmunoensayo. En
algunas realizaciones, los reactivos para el inmunoensayo se seleccionan del grupo que consiste en un anticuerpo
especifico contra un antigeno del virus de la gripe de tipo A y un anticuerpo especifico contra un antigeno del virus
de la gripe de tipo B.

Algunas realizaciones incluyen un compuesto inhibidor enmascarado para ser usado en un ensayo enzimatico dual
de sensibilidad de la neuraminidasa que tiene la estructura de formula (1):

C%M/@&

@
en donde: R', R? y R® son cada uno |ndepend|entemente hidrégeno o alquilo(Cis); n es 0, 1, 2 0 3; R* es -

(CH2)mC(= O)CF3, mes 00 1; X es -S(0)z 0 -CH(R®)-; R® es -S(0),CHs; y zes 0, 1 0 2.
En algunas realizaciones, el compuesto de formula (I) se selecciona del grupo que consiste en:
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

En la figura 1 se representa una realizacion de una tira para la prueba del inmunoensayo y el lector para el
sistema Veritor™ (Becton Dickinson).

En la figura 2 se representa una realizacion de un flujo de trabajo para la combinacién de un inmunoensayo
de flujo lateral y un ensayo de vulnerabilidad al farmaco.

En la figura 3 se representa una realizacién para determinar el indice de la sefial en un ensayo de
vulnerabilidad al farmaco.

En la figura 4 se representa una realizacion de una sintesis para un inhibidor enmascarado.

En la figura 5 se representa una realizacion de un cartucho para un ensayo de la neuraminidasa por cinética
de flujo.

La figura 6 es un grafico de las unidades luminosas relativas y la concentracion de un control fluorescente
medido con un lector portatil.

La figura 7 es un grafico de las unidades luminosas relativas para los ensayos de la neuraminidasa, y se
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muestra la capacidad que tiene un ensayo enzimatico dual para seleccionar el mejor antivirico contra la NA
a usar en el tratamiento. En el ejemplo, Relenza supera a Tamiflu.

La figura 8 es un grafico de los valores de inhibicion para diferentes diluciones de diferentes virus de la gripe
de tipo A, y demuestra que se puede utilizar un valor de inhibicién distinto para discernir las cepas de la
gripe A resistentes a farmacos de las cepas de la gripe A sensibles a farmacos, que es distinto del valor para
las cepas de la gripe B, y BD ofrece la capacidad de tomar la decision en un PDA, cuando la prueba de AST
sigue a una convencional prueba de ID de la gripe que da a conocer si es de tipo A o B.

La figura 9 es un grafico de los valores de inhibicion para diferentes diluciones de diferentes virus de la gripe
de tipo B, y demuestra que se puede utilizar un valor de inhibicién distinto para discernir las cepas de la
gripe B resistentes a farmacos de las cepas de la gripe B sensibles a farmacos, que es distinto del valor para
las cepas de la gripe A, y BD ofrece la capacidad de tomar la decision en un PDA, cuando la prueba de AST
sigue a una convencional prueba de ID de la gripe que da a conocer si es de tipo A o B.

La figura 10 es un grafico de los valores de inhibicion para diferentes diluciones de mezclas de virus, y
demuestra la capacidad que tiene la tecnologia descrita en la presente memoria para sefialar la presencia
de cepas resistentes a los farmacos cuando estan presentes en cultivos mixtos. Es incluso mas significativa
la capacidad demostrada para sefalar el virus de la gripe muy resistente a farmacos que poseen la NA
sensible al pH.

En la figura 11 se muestra la estructura quimica de un sustrato de la neuraminidasa de ejemplo, el NANA-
CF3 (inhibidor enmascarado) y la trifluorocetona (inhibidor libre), utilizado en una realizacién de una cascada
enzimatica dual para la prueba de vulnerabilidad al antivirus.

En la figura 12 se representa una realizacién de una cascada enzimatica dual completa en la que intervienen
el inhibidor enmascarado v libre.

La figura 13 es un grafico de dos ensayos enzimaticos duales diferentes, y muestra el margen de
sensibilidad que se puede conseguir con la quimica de deteccion enzimatica dual.

En la figura 14 se representa una realizacion de una tira para la prueba de flujo lateral del inmunoensayo,
que incluye colocar previamente en la tira los reactivos de extraccion de la nucleocapsida para el
inmunoensayo.

DESCRIPCION DETALLADA

Algunas realizaciones de los métodos, composiciones, kits, dispositivos y sistemas dados a conocer en la presente
memoria incluyen una combinacion diagndstica para el punto de asistencia (PDA) capaz de identificar el virus de la
gripe A o de la B, y de guiar en el tratamiento con antiviricos. En algunas realizaciones, el personal médico con
pocas habilidades de laboratorio puede poner en marcha una plataforma portatil. Algunas realizaciones incluyen
una tecnologia de flujo lateral para la deteccion del virus de la gripe con un ensayo para detectar cepas con
resistencia al antivirus, directamente desde los aislados clinicos sin ninguna amplificacién por cultivo celular.

Algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen ensayos
de combinacién en los que una muestra se analiza para (1) identificar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la
muestra; y (2) detectar la sensibilidad de la neuraminidasa del virus de la gripe a uno o varios farmacos antiviricos.
Tipicamente, una muestra preparada para ser usada en un inmunoensayo para identificar un virus de la gripe de
tipo A o de tipo B es incompatible con su uso en un ensayo relacionado con la actividad de la neuraminidasa del
virus. Por ejemplo, un tampon de lisis para ser usado en un inmunoensayo puede inhibir un ensayo de la actividad
de la neuraminidasa. Las realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria
incluyen métodos para el uso de un inmunoensayo y un ensayo de actividad de la neuraminidasa de una Unica
muestra en un tampon inicial compatible con uno de los ensayos. Algunas de tales realizaciones dan a conocer una
prueba rapida para el tipo de virus de la gripe y ofrecen una guia para seleccionar un farmaco antivirico para el
tratamiento.

Ademas, algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria mejoran enormemente la sensibilidad de
tales ensayos. En algunas realizaciones, un ensayo para identificar el tipo de virus de la gripe en una muestra
informa ventajosamente del andlisis de un ensayo para determinar la sensibilidad o la resistencia de una
neuraminidasa del virus de la gripe a un antivirico. En algunas realizaciones, se puede seleccionar un valor de
umbral de inhibicién para un virus de tipo A o de tipo B para un farmaco antivirico en concreto y se puede utilizar
para determinar si una neuraminidasa es sensible o resistente al farmaco antivirico.

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen la integracion de dos ensayos para que
resulte mas beneficioso para el paciente. Las realizaciones dadas a conocer en la presente memoria mejoran
considerablemente la sensibilidad de un ensayo de identificacion del virus de la gripe. Ademas, ambos ensayos se
pueden realizar con el mismo volumen de espécimen. En algunas realizaciones, un tampoén inicial de
inmunoensayo y de extraccion Uutil con tal ensayo puede permanecer intacto, con lo que un ensayo ya
comercializado no es necesario someterlo a un nuevo ensayo clinico. En algunas realizaciones, un espécimen en
un tampoén idoneo para un inmunoensayo de la gripe para determinar el tipo de gripe se puede convertir en un
espécimen en un tampon idoneo para un ensayo de sensibilidad farmacolégica de la neuraminidasa. En algunas
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realizaciones, un espécimen en un tampon idoneo para un ensayo de sensibilidad farmacologica de la
neuraminidasa se puede convertir en un espécimen en un tampoén idéneo para un inmunoensayo del virus de la
gripe para determinar el tipo de gripe. En algunas de las realizaciones precedentes, se puede producir la
conversion en un periodo de tiempo idoneo para una prueba de diagndstico en el punto de asistencia. En algunas
realizaciones, el periodo de tiempo idéneo para una prueba de diagnoéstico en el punto de asistencia puede incluir
menos de aproximadamente 1 dia, menos de aproximadamente 12 h, menos de aproximadamente 6 h, menos de
aproximadamente 3 h, menos de aproximadamente 1h, menos de aproximadamente 30 min, menos de
aproximadamente 10 min, menos de aproximadamente 5 min, menos de aproximadamente 1 min, y un periodo
entre cualquiera de los tiempos precedentes.

Algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria pueden dar a
conocer valores de inhibicion farmacolégica especificos en los ensayos de sensibilidad farmacologica de la
neuraminidasa que son notablemente mas bajos que los de otros ensayos anteriores. Tales valores de inhibicion
farmacologica permiten determinar si una variante del virus de la gripe es resistente al farmaco o sensible al
farmaco. La mejora de la sensibilidad da lugar a menos resultados erréneos, cuando se identifica que la gripe no es
resistente al farmaco cuando en realidad si lo es.

Algunas realizaciones incluyen un componente de identificacion de la gripe que incluye un inmunoensayo de flujo
lateral que utiliza una nanoparticula para la deteccion, se centra en la presencia de la nucleocapsida del virus de la
gripe, y tiene un lector capaz de enviar de manera automatica el resultado de la tipificacion de la gripe (gripe A
frente a gripe B) al médulo del lector y, gracias a ello, se aplica el valor de inhibicién farmacolégica mas adecuado
a utilizar en una prueba posterior para diferenciar la sensibilidad al farmaco de la resistencia al farmaco. En
algunas realizaciones, el componente de identificacion de la gripe envia la informacion con respecto al tipo de gripe
al componente de sensibilidad al farmaco sin ninguna otra intervencién humana.

Algunas realizaciones incluyen un ensayo enzimatico dual o de dos enzimas para la prueba de vulnerabilidad al
farmaco que hace uso de la actividad de la neuraminidasa del virus de la gripe y, gracias a esto, la primera enzima
(neuraminidasa) actia sobre un primer sustrato que libera un segundo sustrato que puede actuar sobre una
segunda enzima implicada en la generacion de la sefial delatora.

Varias versiones de un ensayo de dos enzimas o un ensayo enzimatico dual son compatibles con las realizaciones
descritas en la presente memoria. En algunas realizaciones, el resultado de la primera reaccion entre el sustrato y
la enzima puede ser un sustrato que influye sobre una segunda enzima, donde la sefial se incrementa con mas
antigeno del virus de la gripe y disminuye cuando esta presente un antivirico eficaz contra la gripe. En algunas
realizaciones, el resultado de la primera reaccion entre el sustrato y la enzima puede ser un compuesto que
funciona como un inhibidor de la reaccién de la segunda enzima. En algunas realizaciones, el primer sustrato es un
inhibidor enmascarado, es decir, un precursor de un inhibidor. En algunas realizaciones, la sefial desciende cuando
esta presente mas antigeno del virus de la gripe y la sefial aumenta cuando esta presente un antivirico eficaz
contra la gripe. Algunas realizaciones de los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente
memoria incluyen ensayos enzimaticos duales que pueden ofrecer una buena sensibilidad para la neuraminidasa
del virus de la gripe, y la sensibilidad puede oscilar de 10 pM a 100 fM.

En la actualidad, los antiviricos mas eficaces para el tratamiento del virus de la gripe actian selectivamente sobre
la neuraminidasa. Los dos principales farmacos inhibidores de la neuraminidasa son el zanamivir (RELENZATM) y
el oseltamivir (TAMIFLUTM). Las cepas de la gripe resistentes a estos farmacos pueden permanecer indetectables
durante la visita inicial al médico, lo que provoca una tensién adicional al paciente que se podria evitar con una
prueba de resistencia al antivirico en el PDA. En EE. UU. y otros paises industrializados, la prueba de
vulnerabilidad al antivirus la realizan principalmente los laboratorios publicos, lejos del paciente y mucho después
de su visita al médico de atencién primaria, como un componente del seguimiento. Hasta hace poco, no era
concebible que tales pruebas se pudieran realizar en la consulta de un médico. Ademas, los reactivos para la
vulnerabilidad al antivirus carecian de la sensibilidad necesaria para contemplar la prueba directa en un espécimen
sin amplificar por cultivo. Se necesitaba una quimica con una sensibilidad igual o mejor y dirigida contra un
antigeno independiente, y se echaba en falta un lector portatil capaz de leer la salida de varias sefales diferentes,
tales como reflectancia, fluorescencia y luminiscencia. Por consiguiente, existe la necesidad de una prueba
sensible y rapida para la resistencia farmacolédgica del virus de la gripe que invite a un uso mas racional de los
tratamientos con antiviricos.

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen una prueba en el PDA para detectar la
presencia del virus de la gripe A y B, que actua selectivamente sobre una serie de epitopos del virus de la gripe
mediante un inmunoensayo, y que valora la resistencia farmacoldgica del virus de la gripe al actuar selectivamente
sobre un antigeno distinto del virus de la gripe, la neuraminidasa. La combinacién de estos antigenos conduce a
una mejor deteccion global del virus de la gripe, al mismo tiempo que se da a conocer una guia para el tratamiento.
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Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen un inmunoensayo sensible para la
nucleocapsida y un ensayo cinético para medir la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, el
ensayo cinético puede incluir un ensayo cinético con dos enzimas. El ensayo cinético con dos enzimas para
detectar la actividad de la neuraminidasa con un inmunoensayo contra la nucleocapsida puede incluir la luciferasa
como segunda enzima y un conjugado derivado de la luciferina como sustrato. Los virus de la gripe de tipo Ay de
tipo B poseen glucoproteinas en su superficie, las neuraminidasas, capaces de hidrolizar los sustratos que
contienen acido N-acetilneuramico unido a-cetosidicamente, a veces denominado Neu5Ac. En algunas
realizaciones, los sustratos para ser usados en una prueba de vulnerabilidad al antivirus basada en la
neuraminidasa pueden ser moléculas hibridas (conjugados) que comprenden acido N-acetilneuramico y luciferina.
Cuando la luciferina se libera en presencia de la luciferasa, se produce luz en una cantidad directamente
proporcional a la actividad residual de la neuraminidasa en el espécimen. En algunas realizaciones, los conjugados

de acido N-acetilneuramico y luciferina de luciérnaga pueden incluir los utilizados en el Combo kit Cellex OFIu™.

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen un lector. En algunas realizaciones, el
lector incluye el lector del sistema Veritor™ (Beckton Dickinson) que incluye capacidades para luminometria. El
lumindmetro se puede utilizar con diferentes pruebas desechables que incluyen un cartucho de flujo lateral que se
utiliza en el sistema Veritor™ y tiras de micropocillos. La sensibilidad adicional y flexibilidad de los desechables
pueden ser una opcion util para deducir un segundo resultado del espécimen actualmente utilizado para identificar
la presencia del virus de la gripe A o de la B.

Hoy dia, cuando el virus de la gripe entra en una comunidad, se toma un espécimen y el médico de asistencia
primaria lleva a cabo una determinacion del virus de la gripe A o B. El espécimen restante se puede enviar a un
laboratorio de seguimiento para la prueba de vulnerabilidad farmacoldgica y los resultados se cuelgan en una
pagina web del gobierno para que los vean otros médicos de la comunidad. Aunque algunos de los métodos y
composiciones dados a conocer en la presente memoria pretenden guiar al médico para que dé el mejor antivirico
inhibidor de la neuraminidasa (INA), tales realizaciones también pueden proporcionar una oportunidad para realizar
mas mejoras en la prueba basica de la gripe en el laboratorio de la consulta del médico en términos de
sensibilidad, ya que tanto la neuraminidasa como la nucleocapsida se pueden medir en el mismo espécimen.
Algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria también ofrecen la posibilidad
de recoger datos mas exactos de la resistencia al antivirus para el seguimiento, ya que muchas autoridades de
vanguardia en el tema creen que el fenotipo real de la neuraminidasa puede cambiar cuando el virus se amplifica
mediante el cultivo MDCK, una etapa requerida por el ensayo laborioso tradicional de sensibilidad farmacolégica
por Clso.

Las mediciones de actividad de la neuraminidasa con y sin el farmaco se realizan por norma en los laboratorios de
todo el mundo como pieza basica del seguimiento de la gripe. Aunque el ensayo de actividad de la neuraminidasa
basado en el cultivo de tejidos podria beneficiarse de la estandarizacion adicional, el ensayo es un método
aceptable y fiable para determinar la resistencia al farmaco que presenta un espécimen clinico después de que se
haya generado por cultivo celular una cantidad suficiente del virus. Los sustratos quimioluminiscentes, tales como
el NA-Star™ (Applied Biosystems), se utilizan por norma para medir la actividad de la neuraminidasa del virus de la
gripe. En cambio, algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen otra
enzima en el coctel de reactivos, que puede actuar sobre un sustrato creado por la reaccion de la neuraminidasa.
Al hacerlo asi, algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria amplifican la
sefal producida por la enzima nativa del virus de la gripe. A su vez, la segunda enzima sirve para remplazar la
etapa de amplificacion en cultivo utilizada en el procedimiento de seguimiento de laboratorio mas tradicional. En
algunas realizaciones, una sefal de inmunoensayo del sistema Veritor™ puede verificar si hay suficiente antigeno
virico presente para el ensayo de la neuraminidasa, y reemplazar a la laboriosa titulacion del virus, una etapa que
se realiza a veces cuando se montan los ensayos de Cls,. Cuando se alcanza una determinada intensidad de la
sefial en el inmunoensayo, el indice de la sefial luminiscente (actividad enzimatica sin farmaco frente a la actividad
enzimatica en presencia del farmaco) resulta valida.

Algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen una plataforma que
puede ser rapida, facil de utilizar y de bajo coste. Algunas realizaciones pueden resultar validas en diferentes
contextos de ensayo, lo que da a conocer una herramienta para los laboratorios de la consulta del médico en el
PDA y para los laboratorios que necesitan mayores rendimientos. Estas mismas cualidades son utiles para los
entornos con recursos limitados y el uso durante pandemias.

Algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen el sistema Veritor™,
un sistema portatil, que se lleva en la mano si se desea, y con mejor sensibilidad, debido en gran medida a una
nueva particula detectora registrada. Véase la figura 1. El lector instrumentado crea el potencial para que sea
cuantitativo, un atributo del sistema necesario para la prueba de vulnerabilidad al antivirus que se propone.

Algunos de los atributos del sistema Veritor™ que son utiles para una amplia distribucion incluyen: 1) la facilidad de
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uso para los cuidadores relativamente inexpertos y la suficiente portabilidad para transportarlo hasta los lugares
mas remotos para las pruebas (consultas de médicos, farmacias, centros de rehabilitacion y posible uso movil). 2)
El abanico de pacientes es el mayor posible, con una especial dedicacion para la primera de las pruebas de
vulnerabilidad al antivirus contra la gripe en el PDA. 3) Uso en entornos bioldgicos. 4) Implantaciéon barata. 5) El
sistema de combinacion se utiliza para determinar si esta presente el virus de la gripe Ay de la gripe B en torundas
nasales, lavados o aspirados nasofaringeos, y también tiene la capacidad de sefialar las cepas de la gripe
resistentes a los farmacos. Como resultado, mejoran el diagnéstico, el tratamiento y el seguimiento. 6) Alimentado
con pilas. 7) El lector pesa poco y tiene un tamafio reducido: 15 cm (anchura) x 15cm (altura) x 15 cm
(profundidad).

El disefio del flujo lateral y de las membranas que se muestra en la figura 1 es util para integrar dos o0 mas ensayos
en los que intervienen diferentes quimicas. Los sustratos para el flujo lateral permiten que las reacciones quimicas
en las que intervienen dos enzimas diferentes se ubiquen en una secuencia adecuada, en la cual se pueden
cambiar los tampones, se pueden colocar previamente otros reactivos, y se pueden leer diferentes tipos de sefnales
en diferentes regiones del sustrato de flujo lateral.

En algunas realizaciones, los soportes sélidos, tales como la nitrocelulosa, utilizados en la almohadilla de reaccion
y la particula detectora son componentes comunes con los dispositivos de ensayo de flujo lateral. Véase, p. €j., la
patente de los EE. UU. n.° 5998 221 y la patente de los EE. UU. n.° 6 194 220 que se refieren cada una al flujo
lateral cuantitativo. En algunas realizaciones, el flujo lateral cuantitativo es una etapa util para verificar que el
antigeno virico adecuado esta disponible para la prueba de resistencia al antivirus. En algunas realizaciones, las
tiras para el flujo lateral pueden utilizar membranas distintas para la almohadilla del espécimen y para la
almohadilla del conjugado. En alguna realizacion, una tira para el flujo lateral puede incluir numerosas membranas.
En algunas realizaciones, una tira para el flujo lateral puede incluir cuatro membranas. En algunas realizaciones,
una tira para el flujo lateral puede incluir cuatro membranas en un casete para flujo lateral. En otras realizaciones,
se utiliza una membrana tanto para recibir el espécimen como para mantener el conjugado seco.

Algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen un sistema enzimatico
dual. En algunas realizaciones, se pueden utilizar los componentes del sistema de reactivos de sustrato-enzima
Cellex. Se pueden encontrar mas detalles sobre las quimicas enzimaticas duales de esterasas en las siguientes
publicaciones: Mize et al., «Dual Enzyme Cascade», Analytical Chemistry, 179, (1989), pags. 229-235; la patente
de los EE. UU. n.° 4 904 583 y la patente de los EE. UU. n.° 4 835 099.

Algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen enzimas de tipo
luciferasa modificadas y sustratos para tales enzimas que incluyen conjugados acido neuraminico y luciferina. En
algunas realizaciones, la amplificacion se puede llevar a cabo ademas mediante la introduccién de una segunda
enzima diferente (esterasa) y un inhibidor bloqueado (enmascarado) con una fluorocetona. En la figura 4 se
muestra la sintesis para una realizacion de un inhibidor enmascarado de la esterasa. En la figura 4 se muestra una
realizacion de un sustrato que incluye un enlace de carbamato o bien de carbonato a modo de sustrato de la
neuraminidasa.

Algunos de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen un abanico de posibles
configuraciones de formatos. En algunas realizaciones, la ejecucion completa del inmunoensayo y el ensayo
enzimatico dual pueden incluir un formato de flujo lateral. En algunas de tales realizaciones, un espécimen
procesado por el mismo reactivo de extraccion se puede cargar en la almohadilla para la muestra en el flujo lateral
y momentos después el extremo terminal del casete para el flujo lateral se puede leer para determinar la presencia
del virus de la gripe y también se puede dar a conocer una recomendacion para el tratamiento. En algunas
realizaciones, se puede medir un cambio de color gracias a un lector de reflectancia. En algunas realizaciones, se
puede tomar directamente una medicion, tal como una medicién de la reflectancia, a partir de la membrana del flujo
lateral para detectar el virus de la gripe, y otro tipo de medicién, tal como una medicién de la quimioluminiscencia,
de la fluorescencia o de cromoforo, se puede tomar para determinar la vulnerabilidad al farmaco. En algunas
realizaciones, se puede tomar una medicion con lector que hace referencia a un instrumento para detectar y/o
cuantificar los datos, tales como en tiras para pruebas. Tales lectores se describen en las patentes de los EE. UU.
n.°® 6 267 722, 6 394 952 y 6 867 051. En algunas realizaciones, un lector de la reflectancia se refiere a un
instrumento adaptado para leer una tira para la prueba mediante el uso de la luz reflejada, que incluye
fluorescencia, o radiacion electromagnética de cualquier longitud de onda. La reflectancia se puede detectar con un
fotodetector u otro detector, tales como dispositivo de acoplamiento de cargas (DAC).

Tanto el inmunoensayo como la sefial de vulnerabilidad se pueden observar con el uso de un detector corriente, tal
como una camara con DAC. En algunas realizaciones, el inmunoensayo y los ensayos de vulnerabilidad se pueden
leer con diferentes detectores, tales como un DAC y un tubo fotomultiplicador. En algunas realizaciones, se pueden
utilizar las camaras portatiles con DAC enfriadas para las mediciones quimioluminiscentes cuantitativas «de
campo». En algunas realizaciones, un ensayo quimioluminiscente de vulnerabilidad al antivirus también puede
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leerse mediante un diodo PIN con un amplificador con poco ruido.

En algunas realizaciones, cuando una primera reaccion enzimatica del ensayo enzimatico dual no es compatible
con los reactivos del inmunoensayo, el ensayo enzimatico dual se inicia desconectado y un espécimen
parcialmente procesado con el sustrato escindido se carga sobre la almohadilla de la muestra para el flujo lateral,
que se puede desplazar por la tira de flujo lateral mediante la accién capilar hasta un soporte sélido que contiene la
luciferasa y los otros reactivos necesarios para generar una sefial luminiscente. En esta configuracion, la sefial del
inmunoensayo y de vulnerabilidad se pueden leer con un detector comun, tal como una camara con DAC. En
algunas realizaciones, el inmunoensayo y los ensayos de vulnerabilidad se podrian leer con diferentes detectores,
tales como un DAC y un tubo fotomultiplicador.

En algunas realizaciones, los ensayos enzimaticos duales sobre el flujo lateral se pueden conseguir al sumergir la
seccion para el casete de flujo lateral procesado que contiene la luciferina escindida en un pocillo con la luciferasa
y los otros reactivos necesarios para producir una sefial luminiscente. La luz producida por el ensayo enzimatico
dual se mide a continuacién mediante un luminédmetro Luminoskan TL Pus o con un tubo equivalente.

En algunas realizaciones, el inmunoensayo se realiza y se lee en un casete para flujo lateral, y se lleva a cabo un
ensayo enzimatico dual y se lee en una tira de pocillos. Los dos ensayos pueden compartir un espécimen extraido
comun, pero se ejecutan en formatos diferentes, luego se leen en un instrumento comun que puede acomodar para
la reflectancia de flujo lateral y la quimioluminiscencia de la tira de pocillos (o la fluorescencia u otra sefial 6ptica).
Tanto el inmunoensayo como la sefial de vulnerabilidad se pueden observar con un detector comun, tal como una
camara con DAC, o el inmunoensayo y los ensayos enzimaticos duales se pueden leer con diferentes detectores,
tal como un DAC y un tubo fotomultiplicador.

Estrategia general para determinar una realizacion:

Tal y como se muestra en la figura 2, los solicitantes exploraron varias opciones para ejecutar la tipificacion del
virus de la gripe y la prueba de sensibilidad al antivirus en una sola muestra. En una realizacion, se dividié el
espécimen y se traté con dos tampones de extraccion diferentes, de manera que cada porcion del espécimen se
utiliza en solo un ensayo. Una limitacion de este abordaje es que en algunas situaciones no hay disponible
suficiente espécimen para ejecutar tanto la ID del virus de la gripe como los ensayos de AST. En una realizacion,
se analizaron un reactivo de extraccion y un tampén comunes que se podian utilizar en ambos ensayos. Una
limitacion de este abordaje es que las condiciones para el inmunoensayo y para el ensayo cinético son diferentes,
con lo que el uso de un tampén comun esta por debajo de lo 6ptimo. En otra realizacion, se utilizé un Unico tampon
de extraccion apropiado para la ID del virus de la gripe o el ensayo de AST, con la conversion del tampon en el
ensayo opuesto en tiempo real. Esta realizacion proporcioné un volumen de muestra y una sensibilidad suficientes
para ambos ensayos. En la figura 2 también se muestran varias realizaciones de formatos de ensayo para la ID del
virus de la gripe, asi como para la prueba de vulnerabilidad que se desarrollaron. Se utilizan lectores adecuados y
desechables para la combinacién de los inmunoensayos de flujo lateral y los ensayos enzimaticos duales (p. €;., si
una tira de pocillos se utiliza para AST, se puede utilizar un lector de tiras de pocillos diferente, mientras que si se
utiliza una tira de flujo lateral, se puede utilizar un tnico lector de flujo lateral para ambas pruebas).

En algunas realizaciones se utiliza un reactivo de extraccion comun para el inmunoensayo y para las mediciones
de resistencia al antivirus.

En algunas realizaciones se utiliza un formato de flujo lateral para el inmunoensayo y para el ensayo enzimatico
dual, en el cual se mide la resistencia al antivirus de la neuraminidasa que pasa a través de la almohadilla de
nitrocelulosa. En algunas realizaciones, el ensayo se puede realizar en el espécimen de aproximadamente 150 pl
que a menudo queda después de haber cargado el cartucho de flujo lateral del inmunoensayo. En algunas
realizaciones, uno o ambos volimenes se pueden medir en una tira de pocillos como un ensayo homogéneo.

En algunas realizaciones, un sistema incluye un luminémetro, tal como Tropix o Bethold, un luminémetro portatil, tal
como el HG-2 de la compafiia de instrumentos cientificos Shangai Huguo.

En algunas realizaciones, las fuentes de los virus pueden incluir especimenes clinicos congelados, que se sabe
que son positivos para la gripe, para verificar una cinética funcional y el inmunoensayo en presencia de
secreciones nasales humanas.

Ensayo enzimatico dual de vulnerabilidad al antivirus

Tal y como se muestra en la figura 3, algunas realizaciones de un ensayo cinético enzimatico dual para la actividad
de la neuraminidasa pueden incluir la luciferasa como la segunda enzima y el conjugado con la luciferina como
sustrato. Yolken describid sustratos fluorescentes para la neuraminidasa en 1980. Buxton describié sustratos
quimioluminiscentes para la neuraminidasa en 2000 y Hamilton realizé6 una comparacién directa de la prueba
ZestatFlu-ll autorizada por la FDA en 2004, que utiliza un sustrato quimioluminiscente de la neuraminidasa para
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identificar el virus de la gripe. Ningun sistema de enzima Unica y sustrato Unico se ha convertido en una prueba
robusta de vulnerabilidad farmacoldgica para el funcionamiento en el laboratorio de la consulta de un médico. Esto
puede ser un problema de sensibilidad, que se puede subsanar con un mejor sistema de amplificacion de sefiales.
Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen un sistema enzimatico dual, que implica
un conjugado de luciferina. Una vez que modificado por la neuraminidasa del virus de la gripe, el conjugado libera
la luciferina libre, que a su vez se ve modificada por la luciferasa. En las realizaciones descritas en la presente
memoria, tales sistemas quimioluminiscentes enzimaticos duales pueden proporcionar suficiente amplificacion para
un diagnoéstico de la vulnerabilidad al antivirus en el PDA. Un ejemplo de reactivos utiles con los métodos %
composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen los reactivos utilizados en la prueba QFIu"
Combo de Cellex.

Demostracion de la capacidad para realizar un inmunoensayo para la gripe A y B y la prueba de vulnerabilidad
farmacoldgica en un espécimen extraido comun

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen la demostracion de qué etapas o reactivos
de la reaccion del ensayo son compatibles cuando se realizan sobre el mismo marco de tiempo y en estrecha
proximidad, cuando no en el mismo espacio. En algunas realizaciones, el inmunoensayo para la nucleocapsida y el
ensayo enzimatico dual para la actividad de la neuraminidasa se pueden monitorizar muy de cerca en busca de
cualquier pérdida en la sensibilidad, especificidad, margen de ensayos, resoluciéon y tiempo para obtener el
resultado. No todas las etapas de los dos ensayos deben ser compatibles para resultar satisfactorias. En algunas
reahzamones Ios reactivos del inmunoensayo Veritor™ y los reactivos enzimaticos duales actuales utilizados en el
ensayo QFIlu™ de Cellex (actualmente desplegado para los propdsitos de seguimiento) se utilizan en los métodos,
composiciones, kits, dispositivos y sistemas descritos. Un reactivo evaluado era el reactivo de lisis utilizado en
ambos ensayos. En algunas realizaciones, el reactivo de lisis del inmunoensayo Veritor™ se utiliza para preparar
una muestra que se utiliza tanto en la prueba del virus de la gripe A'\X B como en la prueba de sensibilidad
farmacolodgica. En otra realizacion, el reactivo de lisis del ensayo QFIu™ de Cellex se utiliza para preparar una
muestra utilizada tanto en la prueba del virus de la gripe Ay B como en la prueba de sensibilidad farmacolégica.

Cribado de interferencia para el ensayo de vulnerabilidad/resistencia al antivirus

Los virus de la gripe de los tipos A y B poseen glucoproteinas de superficie, neuraminidasas capaces de hidrolizar
los sustratos que contienen acido N-acetilneuramico unido a-cetosidicamente, que a veces se denomina Neu5Ac.
Los sustratos evaluados para ser usados en la prueba de vulnerabilidad al antivirus basada en la neuraminidasa
incluian moléculas hibridas (conjugados) que comprendian acido N-acetilneuramico y luciferina. Cuando la
luciferina se libera en presencia de la luciferasa, se produce luz en una cantidad directamente proporcional a la
actividad de la neuraminidasa que queda en el espécimen. En una reallzaC|on se evaluaron los conjugados de
acido N-acetilneuramico y luciferina de luciérnaga utilizados en el kit OFIu™ Combo de Cellex, que actualmente se
distribuye para aplicaciones de seguimiento. En algunas realizaciones se realizan experimentos comparativos de
referencia con una solucidon concentrada de virus cultivado, gracias a lo cual se realizan dos reacciones
independientes para cada condicién de prueba, una reaccion, por ejemplo, que contiene el antivirico (p. €j.:
oseltamivir) y el otra medicién de actividad de la neuraminidasa se llevd a cabo sin el inhibidor antivirico. Los
especimenes de control se pueden ensayar mediante el método rapido en desarrollo y mediante uno de los
métodos recomendados por la OMS basados en la Clso. En algunas realizaciones, el cribado de los reactivos de
vulnerabilidad al antivirus se puede realizar en un micropocillo, tubo o cubeta o placa, y se les puede leer la
quimioluminiscencia o la fluorescencia. El cribado se puede realizar con cepas de la gripe sensibles y resistentes al
antivirus. Cuando se realiza con rapidez, la neuraminidasa pura se puede enriquecer en el espécimen y se puede
utilizar en el cribado de interferencia. Los especimenes congelados que se sabe que son clinicamente positivos
también se pueden analizar con regularidad principalmente para asegurarse de que otros componentes de la
secrecion nasal no interfieren con el ensayo enzimatico dual.

Cribado de interferencias para el inmunoensayo

En algunas realizaciones, el cribado para los reactivos de deteccién (inmunoensayo) del virus de la gripe se
pueden realizar en el formato de flujo lateral y se les puede leer la reflectancia, tal y como se realiza en la
actualidad con el producto Veritor™ de CLIA Waived autorizado por la FDA. El inmunoensayo Veritor™ de BD
utiliza dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra la nucleocapsida del virus de la gripe. Se inmoviliza un
anticuerpo en la superficie de una particula comercial de oro y el otro se inmoviliza en la nitrocelulosa del casete de
flujo lateral. La cantidad de sefial detectada en la tira de nitrocelulosa para la reaccion es proporcional a la cantidad
del virus de la gripe en el espécimen. La comprobacién de la posible interferencia de los reactivos enzimaticos
duales en el inmunoensayo Veritor™ se puede realizar en presencia de las muestras positivas del virus de la gripe
A (gripe A/PR/8/34) y de la gripe B (gripe B/Lee/40) preparadas para producir una concentracion final que
corresponde a un positivo moderado (unas 5 veces el nivel de deteccion). La interferencia de la prueba se puede
observar en forma de un resultado positivo falso con muestras negativas del virus de la gripe A o de la gripe B, o un
resultado negativo falso con una muestra positiva del virus de la gripe A o de la gripe B. Solo se seguira con los
reactivos enzimaticos duales que no muestren interferencia. Cuando se hace con rapidez, la nucleocapsida pura se
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puede enriquecer en un espécimen y se puede utilizar para cribar solo los que funcionen.

Otra quimica enzimatica dual

Otros sistemas de reactivos enzimaticos duales incluyen los sustratos similares al del sistema de Cellex que
incluye componentes de un conjugado de acido N-acetilneuramico y luciferina, pero que utilizan un conector
diferente. En algunas realizaciones se puede utilizar una enzima de tipo luciferasa diferente.

Determinacioén del formato/desechable para el ensayo de vulnerabilidad farmacoldgica

Algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen la
seleccion de un formato adecuado para los ensayos combinados. En algunas realizaciones, cuando se encuentra
que la quimica es compatible, la ejecucion completa del inmunoensayo y el ensayo enzimatico dual se pueden
entonces manipular mejor en el formato de flujo lateral. Cuando se utiliza el formato de flujo lateral para ambos
ensayos, se puede cargar un espécimen procesado por el mismo reactivo de extraccién en un almohadilla para la
muestra de flujo lateral y, momentos después, se puede leer el extremo terminal del casete para flujo lateral para
detectar la presencia del virus de la gripe, que incluye el tipo A/B, y se puede ofrecer también una recomendacion
para el tratamiento basada en la vulnerabilidad farmacolégica. Se puede tomar una medicién de reflectancia
directamente de la membrana de flujo lateral para la deteccion del virus de la gripe y puede tomarse una medicion
de quimioluminiscente para la vulnerabilidad farmacoldgica. En algunas realizaciones, se pueden utilizar camaras
con DAC enfriadas y portatiles para las mediciones quimioluminiscentes cuantitativas «de campo».

En algunas realizaciones, cuando una primera reaccion enzimatica en un ensayo enzimatico dual no es compatible
con otros reactivos del inmunoensayo, el ensayo enzimatico dual se inicia desconectado y un espécimen
parcialmente procesado con el sustrato escindido se carga en la almohadilla para la muestra de flujo lateral, que
puede desplazarse hacia la tira de flujo lateral mediante la accién capilar hacia un soporte sélido que contiene la
luciferasa y los otros reactivos necesarios para generar una sefial luminiscente.

En algunas realizaciones, los ensayos enzimaticos duales en el flujo lateral se pueden conseguir al sumergir la
seccion del casete para el flujo lateral procesado que contiene la luciferina escindida en un pocillo con la luciferasa
y los otros reactivos necesarios para producir una sefial luminiscente. La luz producida por el ensayo enzimatico
dual se mide a continuacién con un luminémetro Limunoskan TL Pus o equivalente.

En algunas realizaciones, se lleva a cabo el inmunoensayo y se lee en un casete para flujo lateral, y se realiza un
ensayo QFIu™ Combo de Cellex mas eficiente y se lee en una tira de pocillos. Los dos ensayos pueden compartir
un espécimen extraido comun, pero se ejecutan en diferentes formatos, luego se leen en un instrumento comun
que puede alojar la reflectancia del flujo lateral y la quimioluminiscencia de la tira de pocillos. En algunas
realizaciones se utilizan dos instrumentos distintos. En algunas realizaciones, los dispositivos Unicos o multiples
son dispositivos portatiles, alimentados con pilas, que ocupan poco, idéneos para colocarlos en la consulta del
médico, por ejemplo, dimensionado para que encaje en la parte superior de un mostrador o en un pabellén médico
portatil.

Validacién del sistema

Se pueden cultivar y enumerar un conjunto de pruebas para 20 cepas de virus de la gripe, lo que permite que a la
plataforma de combinacion final (lector y reactivos desechables integrados) se le analice la sensibilidad hasta
concentraciones de tan solo 10° particulas viricas (definidas en unidades de TCIDsy/ml o CEIDso/ml). El conjunto de
pruebas para las 20 cepas puede contener un equilibrio de las cepas de la gripe A y de la gripe B. Las cepas de la
gripe A pueden ser una mezcla del virus de la gripe H1N1 y H3N2. El conjunto de pruebas puede contener cepas
resistentes y vulnerables al Tamiflu™. El conjunto de pruebas también puede incluir cepas resistentes y
vulnerables a un segundo farmaco INA. Para evaluar por comparacion el progreso y el sistema integrado final, se
pueden utilizar cerca de 100 aislados clinicos congelados que se sabe que son positivos.

Antiviricos para el desarrollo y la validacién

En la tabla 1 se dan a conocer los antiviricos INA (inhibidores de la neuraminidasa) de ejemplo que son utiles para
los métodos y las composiciones dadas a conocer en la presente memoria. Ya que una poblacion no puede
suponer que las nuevas cepas en circulacion del virus de la gripe sean siempre sensibles al oseltamivir y al
zanamivir, es deseable generar datos en el diagnostico de la vulnerabilidad al antivirus en el PDA con el farmaco
de Biota.
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Tabla 1

Antivirico INA y fabricante

Tamiflu™
Carboxilato de oseltamivir (activo) / fosfato de oseltamivir (profarmaco), administracion oral, derivado de DANA
con conocimiento de zanamivir Roche, farmacopea de EE. UU., Laboratorios Sequoia Res

Relenza™
Zanamivir, inhalado, hecho de DANA, mayor afinidad que DANA GSK

Inavir™
Octonoato de laninamivir, inhalado, 2.2 generacion = INA de larga duracién, basado en el zanamivir
Biota Pharmaceuticals, recientemente Biota y NABI Merger / Daiichi Sankyo Co, Limited

Rapiacta™/Peramiflu™
Peramivir, por via parenteral, derivado de DANA, tiene rasgos del zanamivir y del oseltamivir

DANA = acido 2,3,-deshidro-2-desoxi-N-acetilneuraminico, McKimm-Breschkin (2012),«Influenza neuraminidase
inhibitors: Antiviral action and mechanisms of resistance». Influenza and other Respiratory Viruses, 7 (supl. 1),
25-36.

Wathen M, Barro M, Bright R, (2012) «Antiviral in seasonal and pandemic influenza - future perspectives».
Influenza and Other Respiratory Viruses, 7, (supl.) 76-80.

Colecciones de cepas, aislados y controles del virus de la gripe

La tabla 2 contiene ejemplos de fenotipos y genotipos especificos para ser usados con algunas realizaciones de los
métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria. Las cepas del virus de la gripe Ay de la gripe
B (BSL-2), ambas resistentes y vulnerables a los farmacos contra la neuraminidasa, se pueden obtener para el
desarrollo. En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria
incluyen las neuraminidasas del subtipo principal de la gripe A, asi como las neuraminidasas de la gripe B.

Tabla 2
Cepas resistentes al farmaco Panel de 8 miembros de la ISIRV
muy caracterizadas Mezcla de gripe B WT (de tipo silvestre) resistente + genotipo D1973, gripe A
(H3N2) WT + genotipo E119V, gripe A (H1N1) WT + genotipo H275Y, gripe A
Unos 20 aislados (H1N1 pdm09) WT + genotipo H275Y

Resistencia a oseltamivir

A/Washington/29/2009 (H1N1pdm) H275Y Oselt (Clso = 1462)
A/Georgia/20/2006 (H1N1) H274Y Oselt (Clso = 383)
A/Massachusetts/5/2007 (H1N1) H274Y Oselt (Clso = 258)
AlTexas/12/2007 (H3N2) EI 19V Oselt (Clso = 9,18)

Resistencia a zanamivir
A/Montana/8/2007 (H3N2) D15V/D Zana (Clsp = 191,9)

Resistencia a oseltamivir + zanamivir
B/Hong Kong/36/2005 B) R371K Oselt (Clso = 1778) Zana (Clso = 154)

Resistente a oseltamivir (recuperada de pacientes sin antecedentes de
tratamiento con oseltamivir)

Positivos de la gripe conocidos |Una variedad de cultivos que se sabe que son positivos para la gripe que se
Hasta 100 aislados pueden haber recuperado de aspirados, lavado nasofaringeo, torundas, etc. En
muchos casos, BD solo puede reconocer la gripe A/B. En algunos casos, se
puede conocer la designacion de la neuraminidasa y de la hemaglutinina.

NPW negativos de la gripe Lavado nasofaringeo recogido para propésitos de control negativo y diluyente
Hasta 10 colecciones para el antigeno enriquecido de la gripe

Pruebas de referencia para comparacion

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen la determinacion de la Clsg para el OFlu™
Combo en un solo punto y los inmunoensayos. Los sistemas Veritor™ y OFlu™ se pueden utilizar de acuerdo con
los prospectos del envase. Hay muchas opciones para los kits preparados de Clsg, tales como el kit NA-Star™ de
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Applied Biosystems/Life Technologies. En la tabla 3 se dan a conocer ejemplos de suministradores y numeros de
catalogo para los fungibles que se pueden utilizar en la prueba del antivirus.

Tabla 3
Descripcion Vendedor N.° cat.
Kit de deteccion de resistencia a INA contra la gripe NA-Star™ (Principal) Applied Biosystems 4374348
Kit de deteccion de resistencia a INA contra la gripe NA-XTD™ (Alternativa) 4457534
Kit de deteccion de resistencia a INA contra la gripe NA-Fluor™ (Alternativa) 4457091
Microplacas de deteccién NA-Star™ + NA-XTD™ Applied Biosystems 4374349
Kits intactos QFIu™ Combo de Cellex utilizados segun el prospecto del Cellex
envase para las pruebas comparativas
Kits intactos Veritor™ de BD utilizados segun el prospecto del envase en las Beckton Dickinson
pruebas comparativas

Métodos de Clso

Algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria se pueden
comparar con un ensayo quimioluminiscente de INA llevado a cabo con el kit NA-Star® disponible en el mercado
(Applied Biosystems, Foster City, CA) que incluye el tampon NA-Star® (MES a 26 mM, CaCl, a 4 mM, pH 6,0), €l
sustrato NA-Star®, acelerador NA-Star® y placas blancas opacas de 96 pocillos. Nimeros de catalogo 4374348 y
4374349. Mas detalles del método de Clso, la preparacion y el analisis se pueden encontrar en Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, sept. de 2008, pags. 3284-3292, vol. 52, n.° 9.

Seleccion del espécimen (torunda o bien lavado o bien aspirado) e impacto en la sensibilidad del ensayo

Algunas realizaciones incluyen tres opciones de espécimen (prueba directa con torundas frente a prueba con
lavado nasofaringeo o aspirados). Algunas realizaciones incluyen la prueba con especimenes congelados y en
cultivo, y la capacidad para realizar el inmunoensayo de la nucleocapsida y el ensayo de actividad de la
neuraminidasa a partir de una uUnica recogida.

Prueba directa con torundas

Algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen el uso de
torundas para recoger los especimenes. El primer inmunoensayo Veritor™ se basa en una recogida con torundas
secas gracias a lo cual todo el espécimen se dedica intencionadamente a un «reactivo de procesamiento» (400 pl
de volumen) y el prospecto del envase indica que el espécimen se aplique en la tira de flujo lateral en menos de
una hora. Tipicamente, quedan varios cientos de microlitros después de cargar un volumen de 80 pl en el casete
para flujo lateral, lo que deja una gran cantidad de antigeno procesado sin usar que se puede dirigir a la prueba de
vulnerabilidad al antivirus. Aunque esta via de procesamiento del espécimen no divide en porciones una muestra
para el cultivo virico, en algunas realizaciones se pueden realizar tanto ensayos inmunitarios como cinéticos en o
cerca del nivel maximo de deteccién con algun espécimen restante que se puede suplementar con un estabilizante
de acido nucleico para la posterior deteccion por PCR.

Prueba con lavado/aspirados nasofaringeos

La plataforma Veritor™ incluye un método en el que se afiade un reactivo mucolitico concentrado al espécimen
recogido en 3 partes por 1 antes de la cargarlo en un casete de flujo lateral. Se le afiaden 300 yl de cada
suspension del organismo al tubo unificado que contiene el reactivo C RV o el reactivo D RV, tal y como se vende
en BD (por ejemplo, en el kit para el sistema Veritor™ para el diagndstico rapido del virus de la gripe Ay B
(producto n.° 256045). Se han probado con éxito mas de 10 medios de conservacion-transporte con estos
especimenes de lavado o aspirado. Los ejemplos de los medios de conservacion-transporte incluyen: M4RT, M4,
M5, UTM, medio Ames (liquido), medio Bartel Vira TransTM, solucion salina equilibrada de Hank, soluciéon salina
normal, solucién salina tamponada con fosfato. EI medio M4RT tiene pH 7,3 a 25°C y contiene las sales
equilibradas de Hank: CaCl;, MgCl»*6H,0, MgSO4¢7H.0, KCI, KH2PO4, NaCl, Na;HPO4+7H,0, glucosa. Por lo
tanto, en algunas realizaciones se puede recoger una muestra para la propagacion del virus con un lavado o
aspirado nasofaringeo antes de afiadirle el agente mucolitico. Se puede tener en cuenta un posible efecto de la
dilucion del antigeno cuando se utilizan especimenes de lavado o aspirados nasofaringeos. El ensayo Veritor™
tiene mayor sensibilidad que otros ensayos rapidos en el mercado.

Métodos de guimioluminiscencia y métricas para valorar |la sensibilidad

Los métodos de quimioluminiscencia utiles con los métodos y composiciones dados a conocer en la presente
memoria incluyen los que se describen en las patentes de los EE .UU. n.*® 8 221 976; 8 163 237; 7 947 820;
7 642 060; 7 291 488; 5736 365; 5 639 428; 5 561 044; 5518 884; 5 470 723; 5457 027; 5314 801; 5017 473; y
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4 810 631. En algunas realizaciones, la métrica de una prueba enzimatica dual es sustancialmente similar a la
meétrica, tal como el nivel de deteccién del virion de la gripe, obtenida con el inmunoensayo Veritor™. En algunas
realizaciones, la quimica para detectar la presencia de la neuraminidasa puede producir sefial suficiente a una
10° TCIDso para permitir también la observacion de un indice robusto de 5:1 entre las reacciones realizadas con el
farmaco y sin el farmaco. En algunas realizaciones, se puede valorar tanto la sensibilidad como la longitud del
intervalo lineal. En algunas realizaciones, se puede usar Cellex.

Determinadas quimicas

En la figura 2 se muestra una quimica basada en esterasas que se puede utilizar con las composiciones y los
métodos dados a conocer en la presente memoria para ensayar la actividad de la neuraminidasa. Los métodos
utiles con las realizaciones de los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen
los descritos a continuacion: Mize et al., «Dual Enzyme Cascade», Analytical Chemistry, 179, (1989), pag. 229-235;
patente de los EE. UU. n.° 4 904 583; patente de los EE. UU. n.° 4 835 099. Algunas realizaciones incluyen la
modificacion de enzimas de tipo luciferasa y de sustratos de las mismas, tales como conjugados modificados de
acido neuraminico-luciferina. Otros inhibidores que se pueden utilizar incluyen los siguientes:

O
CF3

RO

R=H Inhibidor de la esterasa
R = NANA Inhibidor enmascarado de la esterasa

Algunos posibles inhibidores variantes con B-tio/inhibidores enmascarados
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El compuesto de la figura 12 tiene la trifluorocetona en la posicién para. Mas inhibidores de la esterasa incluyen
1,1,1-trifluoro-4-(4-hidroxifenil)butan-2-ona (para); 1,1,1-trifluoro-4-(3-hidroxifenil)butan-2-ona (meta); y 1,1,1-
trifluoro-4-(2-hidroxifenil)butan-2-ona (orto).

Los sustratos de tipo inhibidores enmascarados alternativos para ser usados en las realizaciones descritas en la

presente memoria incluyen los que tiene la trifluorocetona en las posiciones -meta y -orfo, tal y como se da a
conocer a continuacion:
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En oftra realizacion, se podria utilizar un acido N-acetilneuraminico (NANA) 4,7-metilado-trifluorocetona en el
5 ensayo ED con el inhibidor enmascarado, con mas especificidad por la neuraminidasa del virus de la gripe.

Algunas realizaciones incluyen un compuesto inhibidor enmascarado para ser usado en un ensayo enzimatico dual
de sensibilidad de la neuraminidasa del virus de la gripe que tiene la estructura de férmula (1):

~ R4
COzNa n X
O

)

en donde: R1, R? y R® son cada uno independientemente hidrogeno o alquilo(Cis); n es 0, 1, 2 0 3; R* es -
(CH2)mC(=O)CF3; mes 0 0 1; X es -S(0),- 0 -CH(R®)-; R® es -S(0),CHs; y zes 0, 10 2.

R30

HO OR2
O
AcHN
OR!
10

15 En algunas realizaciones, un compuesto de férmula () se selecciona del grupo que consiste en:
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Secuenciacion de ADN

En algunas realizaciones, se obtienen datos del genotipo de un viridon de la gripe a partir de un espécimen. En
algunas realizaciones, un aislado del virus en concreto puede producir un perfil de sensibilidad farmacoldgica con
la prueba comparativa del método de Clsg en cultivo de tejidos a partir de un perfil obtenido de la prueba rapida en
el PDA. Los diferentes perfiles se pueden deber a una mutacién en los restos que estan en el centro activo de la
neuraminidasa y se sabe que le confieren resistencia en subtipos especificos de la gripe o a sustituciones en fase
en cualquier parte de la NA. Se conocen bien en la técnica los métodos para secuenciar los acidos nucleicos a
partir de especimenes.

Interferencia debida a otros patégenos
En algunas realizaciones, se contempla que algunos especimenes de pacientes en los que se sospecha que tienen
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una infeccién con el virus de la gripe pueden contener otros patdgenos que producen una neuraminidasa. En la
tabla 4 se dan a conocer ejemplos de patdgenos que se encuentran con mas frecuencia en los especimenes
clinicos positivos para la gripe.

Tabla 4
Referencia Coinfecciones frecuentes
Peci et al., Community-acquired respiratory viruses and co-infection among Gripe con VRS
patients of Ontario sentinel practices (2012), 1750-2659. Gripe con enterovirus

Gripe con rinovirus

Gripe con paragripe 1, Il y llI
Gripe con coronavirus

Gripe con adenovirus

Wang et al., «Influenza and Bacterial Pathogen Coinfections in the 20th Century», |Gripe con S. pneumoniae
Interdisciplinary Perspectives on Infectious Diseases, volumen 2011 (2011), ID
del articulo 146376.

Shimasaki et al., «Rapid Diagnostics: the detection of neuraminidase activity as a | Paragripe de tipo 1
technology for high-specifity targets», The Royal Society, (2011) 356, 1925-1931. | Paragripe de tipo 2
Paragripe de tipo 3
Por ZymeTx Inc, fabricantes del ZstatFlu Dx. Virus de las paperas
Virus respiratorio
Adenovirus

En la tabla 5 se dan a conocer los ejemplos de los patdgenos que se pueden analizar en la prueba de interferencia
de especimenes. En tales patégenos se puede analizar si tienen algin efecto en los métodos y composiciones
dados a conocer en la presente memoria. Las pruebas de interferencia se hacen con el virus completo o la
neuraminidasa purificada. Estos patégenos se pueden analizar a las concentraciones a las que se espera que
estén presentes en las tomas de muestras clinicas.

Tabla 5

Virus respiratorio sincitial humano, cepa 9320 (ATCC-VR-955)
Virus 1 de la paragripe humana, cepa C35 (ATCC-VR-94)

Virus 2 de la paragripe humana, cepa Greer (ATCC VR-92)
Virus 3 de la paragripe humana, cepa C243 (ATCC-VR-93)

virue Coronavirus humano, cepa OC43 (ATCC-1558)
Rinovirus 17 humano, cepa 33342 (ATCC-VR-1633)
Enterovirus 71 humano, cepa H (ATCC, 1432)
Adenovirus 1 humano, cepa adenoide 71 (ATCC-VR-1)
Bacteria Streptococcus pneumoniae (ATCC-6301)

En algunas realizaciones, las muestras pueden incluir lavados, aspirados y torundas nasofaringeas.

Deteccion del virus de la gripe de tipo A o del virus de la gripe de tipo B

Algunas de las realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen la deteccion de la presencia de un
virus de la gripe de tipo A o un virus de la gripe de tipo B en un espécimen. Algunas realizaciones incluyen el uso
de un inmunoensayo para identificar los antigenos viricos que puedan distinguir entre los tipos de virus de la gripe,
tales como A/B. En algunas realizaciones, el antigeno es una nucleocapsida. En algunas realizaciones, el
inmunoensayo comprende un ensayo de tipo sandwich. En algunas de tales realizaciones, un primer anticuerpo se
fija especificamente a un antigeno diana, y al antigeno fijado y al primer anticuerpo se les fija a continuacion
especificamente un segundo anticuerpo que produce una sefal. En algunas realizaciones, la sefial es
colorimétrica, fluorescente, quimioluminiscente y radioactiva. En algunas realizaciones, un inmunoensayo puede
incluir un sistema de flujo lateral. En algunas realizaciones, una tira para la prueba comprende el inmunoensayo.
Los sistemas y composiciones utiles con los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria
incluyen el sistema Veritor™ para detectar rapidamente el virus de la gripe de tipo A y B (Beckon Dickinson). En
algunos casos, la salida de la tira para la prueba sera reflectancia. En algunas realizaciones, la salida de la tira
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para la prueba sera un cambio de color que se puede medir con un lector de reflectancia. Ademas de los formatos
del inmunoensayo de flujo lateral, las realizaciones para determinar los virus de la gripe de tipo A o de tipo B
pueden comprender la deteccién molecular e inmunitaria en la fase de tipo solucién, sobre sustratos tales como
membranas, superficies y particulas. En algunas realizaciones, los ELISA en micropocillos, los ensayos de
separacion magnética por nanoetiquetas y la aglutinacion de particulas. Un ejemplo de un ensayo de deteccion
molecular incluye el sistema Xpert® Flu (Cephied, Sunnyvale, CA). Las realizaciones que incluyen nanoetiquetas
incluyen nanoetiquetas de espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS, por su nombre en inglés). Véase,
p. €j., ACS Nano, 2009, 3 (10), pags. 2859-2869. Las realizaciones que incluyen la aglutinacion de particulas se
conocen bien e incluyen poner en contacto un antigeno en un fluido con elementos de fijacion a antigenos, tales
como los anticuerpos que revisten las particulas. Véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 4 590 169.

Algunas de las realizaciones dadas a conocer en la presente memoria que incluyen la deteccion de la presencia de
un virus de la gripe de tipo A o un virus de la gripe de tipo B en un espécimen incluyen métodos que no son
inmunoensayos. En algunas realizaciones, la presencia de un virus de la gripe de tipo A o de un virus de la gripe de
tipo B se puede detectar con el uso de los métodos basados en acidos nucleicos, tales como la PCR, hibridacion
de acidos nucleicos y secuenciacion de acidos nucleicos.

Medicion de la actividad de la neuraminidasa

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen la deteccion y/o medicién de la actividad
de la neuraminidasa en una muestra. En algunas realizaciones, la neuraminidasa es una neuraminidasa virica, tal
como la neuraminidasa del virus de la gripe de tipo A o de tipo B. En algunas realizaciones, la enzima que se
detecta es una sialidasa. En algunas realizaciones, la actividad de la neuraminidasa se pude medir con un ensayo
enzimatico dual. Los reactivos Utiles con algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer
en la presente memoria incluyen los del ensayo OFIu™ NI (Cellex, Inc., Maryland) y el ensayo QFlu™ Combo.

En algunas realizaciones, un sustrato para la neuraminidasa se convierte en un sustrato para una segunda enzima,
tal como una esterasa, tal como la luciferasa. En algunas realizaciones, un sustrato para la neuraminidasa incluye
conjugados de derivados del acido N-acetilneuraminico (acido sialico) y derivados de la luciferina. En algunas
realizaciones, los conjugados entre el acido N-acetilneuraminico o sus derivados vy la luciferina se unen entre si a
través de un enlace glucosidico mediante un grupo -OH del anillo del azicar del acido N-acetilneuraminico. En
algunas realizaciones, la posicion sobre el anillo del azucar es la posicion 2' ya que es el enlace glucosidico que
esta favorecido por la neuraminidasa de la gripe. Los ejemplos de derivados del acido sialico incluyen los acidos 4-
alquil- o 7-alquil- o 4,7-alquil-N-acetilneuraminico (p. €j., los descritos en la patente de los EE. UU. n.° 6 303 764 y
las patentes de los EE. UU. n.® 6420552 y 6680 054). Un ejemplo es el conjugado de los acidos N-
acetileneuraminicos 4,7-metilados y la luciferina de luciérnaga. Las realizaciones de tales conjugados se dan a
conocer en la patente de los EE. UU. n.° 7 893 272. En algunas realizaciones, los conjugados utilizados como
sustrato de la neuraminidasa se pueden representar mediante la formula siguiente que muestra la sal de Na:

HO CO;N:@N\ S I
OR, \
RO o o g N O

OR, ONa

En algunas realizaciones, Ri, Rz, R3 son cada uno, independientemente unos de otros, hidrégeno o alquilo que
tiene de 1 a 5 atomos de carbono.

En algunas realizaciones, un sustrato para la neuraminidasa se convierte en un inhibidor de una segunda enzima,
tal como una esterasa, tal como la luciferasa. En algunas realizaciones, un sustrato para la neuraminidasa incluye
conjugados de derivados del acido N-acetilneuraminico (acido sialico) y derivados de una trifluorometilcetona
(CF3). Los derivados del acido N-acetilneuraminico son tal y como esta descrito mas arriba. En algunas
realizaciones, un sustrato para la neuraminidasa es:
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HO
AcNH
En algunas realizaciones, el inhibidor de tipo trifluorometilcetona incluye:

@)
CF;
HO

En algunas realizaciones, en donde un sustrato para la neuraminidasa se convierte a un inhibidor de una segunda
enzima, tal como una esterasa, el sustrato también se sabe que es un inhibidor enmascarado. Los ejemplos de
inhibidores enmascarados utiles con algunos métodos dados a conocer en la presente memoria se describen en la
presente memoria.

En la figura 4 se muestra una sintesis de ejemplo. En algunas realizaciones, una muestra puede contener una
neuraminidasa de una fuente que no sea el virus de la gripe. En algunas realizaciones, una neuraminidasa
indeseada se inhibe con anticuerpos e inhibidores especificos. La actividad indeseada de la neuraminidasa se
inhibe con anticuerpos policlonales o monoclonales especificos. Por ejemplo, para detectar la neuraminidasa del
virus de la gripe, la actividad inespecifica de la neuraminidasa de organismos probablemente contaminantes en la
muestra, tales como las especies bacterianas Stretococcus pneumoniae y Actinomyces viscosus, se inhiben con
anticuerpos especificos contra las neuraminidasas de estas fuentes. Este abordaje es posible ya que las
neuraminidasas de diferentes organismos tienen diferentes secuencias de aminoacidos, lo que permite generar
anticuerpos contra la neuraminidasa especificos de especie o especificos de subespecie. Por ejemplo, los
anticuerpos especificos que se suelen utilizar con frecuencia para diferenciar los subtipos de neuraminidasas del
virus de la gripe en los ensayos de neutralizacion de la neuraminidasa.

Ensayos de combinacion

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen ensayos de combinacion en donde se
ensaya una muestra para (1) identificar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra; y (2) conocer la
sensibilidad de la neuraminidasa del virus de la gripe a determinados farmacos antiviricos. En algunas
realizaciones, el inmunoensayo para identificar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra se realiza en
un tampon que es diferente del usado en el ensayo para medir la sensibilidad de la neuraminidasa del virus de la
gripe a determinados farmacos antiviricos.

En algunas realizaciones se obtiene un espécimen. En algunas realizaciones, los especimenes pueden incluir
lavados, aspirados y torundas nasofaringeas. En algunas realizaciones, puede haber cantidades insuficientes de
un espécimen para preparar varias muestras iniciales en diferentes tampones. En algunas realizaciones se coloca
un espécimen en un primer tampdn para obtener una primera muestra problema para un primer ensayo. En
algunas realizaciones, la primera muestra problema comprende un tampoén que es incompatible con un segundo
ensayo. Por ejemplo, el primer tampdn puede inhibir un segundo ensayo. En algunas de tales realizaciones, la
primera muestra problema se convierte en una segunda muestra problema que comprende un segundo tampodn
que es compatible con un segundo ensayo. En algunas realizaciones, el primer o segundo ensayo incluyen un
inmunoensayo para identificar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra. En algunas realizaciones, el
primero o segundo ensayo es un ensayo para determinar la sensibilidad de la neuraminidasa del virus de la gripe a
determinados farmacos antiviricos.

En algunas realizaciones, se afiade un espécimen a un primer tampdn compatible con un inmunoensayo para la

identificacion del virus de la gripe de tipo A o de tipo B para preparar una muestra problema para el inmunoensayo.

Una primera porcion de la muestra problema para el inmunoensayo se puede aplicar a un inmunoensayo para

identificar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B. Se puede convertir una segunda porcién en una muestra
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problema para el ensayo de la neuraminidasa al poner en contacto la muestra problema para el inmunoensayo con
una matriz de intercambio equilibrada con un segundo tampdén compatible con un ensayo de la actividad de la
neuraminidasa. Los ejemplos de matrices incluyen polisacaridos reticulados tal como Sephadex o Sepharose. En
algunas realizaciones, la neuraminidasa comprende un cartucho que comprende una camara que comprende la
matriz. La variedad de Sephadex puede ser un G25 medio, G25 grueso, G25 fino. La altura del lecho puede ser
cualquiera desde 1cm a 15cm. En algunas realizaciones, la resina se puede proporcionar prelavada y
preequilibrada en un tampdén que favorece la liberacion de la neuraminidasa del virus de la gripe y una posterior
medicion de actividad de la neuraminidasa. Tales reactivos son similares a los encontrados en los kits NA-STAR™
y NA-FLUOR™ vy el producto ZstatFlu™. Estos tampones contendran tipicamente poca cantidad de cloruro de
sodio, tal como menos de 100 mM y a menudo menos de 10 mM. En algunas realizaciones, la cantidad de cloruro
de sodio esta entre 100 mM y 0,1 mM, 100mM y 1 mM, 10 mM y 0,1 mM, y 10 mM y 1 mM. Estos tampones
contendran tipicamente iones de calcio y/o magnesio en el margen de 0,1 mM a 50 mM, de 1 mM a 20 mM y/o de
4 mM a 10 mM para producir la medicion mas o6ptima de actividad de la neuraminidasa. El pH de los tampones
utilizados para equilibrar la resina debe estar entre 5 y 8 para asegurarse de que el posterior ensayo de actividad
de la neuraminidasa puede funcionar en cepas raras que contienen una neuraminidasa sensible al pH, tal como el
virus de la gripe mortal H7N9. El espécimen de la gripe que pasa por el cartucho con resina puede contener una
pequefa cantidad de detergente similar al detergente utilizado para liberar la nucleocapsida para el inmunoensayo
de identidad de la gripe. Los detergentes pueden incluir NP-40, sales de biliares, Brij-35 y los Tritones. Un ejemplo
de un Triton es Triton-X-100. Un ejemplo de una sal biliar es el desoxicolato de sodio. Estos agentes de lisis de
tejidos y virus pueden venir en soluciones madre liquidas y en otros casos estar disponibles como sélidos. Los
Tritones y el NP-40 pueden estar presentes del 0,01% al 10% v/v, o del 0,5% al 3% v/v en la muestra que pasa por
el cartucho con resina. Los detergentes solidos pueden estar presentes en concentraciones que oscilan del 0,1% al
10% p/v, o del 0,5% al 2% p/v.

En algunas realizaciones, se afiade un espécimen a un primer tampén compatible con un ensayo de actividad de la
neuraminidasa para preparar una muestra problema para el ensayo de la neuraminidasa. Se puede aplicar una
primera porcion de la muestra problema para el ensayo de la neuraminidasa a un ensayo de actividad de la
neuraminidasa. Una segunda porcidn se puede convertir en una muestra problema para el inmunoensayo al poner
en contacto la muestra problema para el ensayo de la neuraminidasa con una matriz de intercambio equilibrada
con un segundo tampon compatible con un inmunoensayo para la identificacion del virus de la gripe de tipo A o de
tipo B. Los ejemplos de tales matrices incluyen polisacaridos reticulados, tales como Sephadex, Sepharose y
nitrocelulosa. En algunas realizaciones, el inmunoensayo comprende una tira para la prueba y la matriz comprende
nitrocelulosa. En algunas realizaciones, el segundo tampén esta liofilizado o si no, seco en la matriz. El tampén de
extraccion disefiado para hacer que la nucleocapsida esté disponible para la deteccion por inmunoensayo se
coloca previamente en la almohadilla del espécimen, en la almohadilla del conjugado, o en ambas. Los ejemplos
idoneos de estas almohadillas (membranas) incluyen la fibra de vidrio Millipore G041, Millipore GFDX y Millipore
C083 celulésica, Millipore C048, Millipore C068, Millipore C083, Millipore C248. Una familia especifica de
almohadillas de Millipore idoneas es la linea de productos SureWick. Otros ejemplos idéneos son la borra de
algodén CF1, CF3, CF4 de GE Healthcare, Whatman Fusion 5, Std 14 y Std 15, y otros ejemplos son las
almohadillas de poliéster para conjugar el espécimen. En la figura 14 se ilustra una realizacion de la colocacion
previa de los reactivos de extraccion de la nucleocapsida para el inmunoensayo en la tira para la prueba de flujo
lateral del inmunoensayo.

Medicioén de la sensibilidad de una neuraminidasa a un compuesto problema

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen la medicién de la sensibilidad de una
neuraminidasa a un compuesto problema. Un compuesto problema incluye un farmaco antivirico, tal como un
farmaco antivirico contra la gripe. En las realizaciones, la actividad de una neuraminidasa se mide en presencia y
ausencia de un compuesto problema. El indice de la actividad se puede utilizar para determinar un valor de
inhibicion y el valor de inhibicion puede compararse con un umbral de inhibicién seleccionado para determinar si la
neuraminidasa es sensible o resistente al compuesto problema.

En algunas realizaciones, un valor del umbral de inhibicién se puede determinar mediante la determinacion de los
valores de inhibicién para un panel de virus diferentes con una sensibilidad o resistencia conocidas a un compuesto
problema en concreto. Los valores de inhibicién para cada virus se pueden representar en un grafico y el umbral de
inhibicion se puede determinar que se sitla entre los valores de inhibicion de los virus que son sensibles al
compuesto problema y los valores de inhibicién de los virus que son resistentes al compuesto problema. Los
solicitantes han descubierto que, inesperadamente, los umbrales de inhibicion para el virus de la gripe de tipo Ay
de tipo B son diferentes. En algunas realizaciones, el virus de tipo A tiene un umbral de inhibicion mas bajo que el
virus de tipo B para determinados compuestos problema. En algunas realizaciones, si se conoce el tipo de virus de
la gripe en una muestra (p. €j., tipo A o tipo B), el nivel del umbral de inhibicion adecuado se puede aplicar al
compuesto probado, lo que puede incrementar significativamente la sensibilidad del ensayo, lo que permite aportar
la capacidad para resolver entre las cepas de la gripe con un nivel bajo de resistencia farmacologica y las esas
cepas que no muestran ninguna resistencia farmacoldgica de ninguna clase.
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Cartuchos de andlisis para la neuraminidasa

Algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen
cartuchos de analisis para un ensayo de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, el ensayo de la
neuraminidasa para determinar la sensibilidad a un compuesto problema, tal como un farmaco problema y/o un
farmaco antivirico, se puede realizar en un cartucho que comprende una camara para la matriz y una camara de
reactivos. En algunas realizaciones, el cartucho pude incluir una o mas camaras de analisis. Las camaras de
analisis pueden incluir una o varias camaras de analisis para: espécimen + reactivos de ensayo sin el compuesto
problema; reactivos de ensayo sin espécimen o compuesto problema; espécimen + reactivos de ensayo +
compuesto problema; y reactivo de ensayo + compuesto problema sin espécimen. En algunas realizaciones, se
analizan numerosos compuestos problema y se incluyen camaras de andlisis adicionales para el espécimen +
reactivos de ensayo + compuesto problema, y reactivo de ensayo + compuesto problema sin el espécimen para
cada compuesto problema adicional (p. ej., primer, segundo, tercero, cuarto, etc., compuesto problema). Las
camaras de analisis de control para el espécimen + reactivos de ensayo y/o reactivos de ensayo se pueden utilizar
para todos los compuestos problema analizados en el cartucho. En algunas realizaciones, la camara para la matriz
esta en comunicacion fluidica con una o varias camaras mas, tales como las camaras que se seleccionan para
contener el espécimen. En algunas realizaciones, las camaras de analisis incluyen: (1) prueba con farmaco, que
incluye el espécimen, la mezcla de reaccion y el farmaco problema; (2) prueba sin farmaco, que incluye el
espécimen y la mezcla de reaccion; (3) control para la mezcla de reaccion, que incluye la mezcla de reaccion; y (4)
el control para el farmaco problema, que incluye la mezcla de reaccion y el farmaco. En algunas realizaciones, se
pueden incluir otros controles.

En algunas realizaciones se afiade una muestra de fluido en la camara para la matriz. La muestra de fluido fluye a
través de la camara para la matriz hasta una camara seleccionada por contener la muestra mediante una o varias
fuerzas seleccionadas de difusion, flujo capilar y gravedad. La sefial de una reaccion que se produce en una
camara se puede medir con un tubo fotomultiplicador. En la figura 5 se muestra un cartucho de ejemplo.

Métodos para detectar el virus de la gripe

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen la deteccion de un virus de la gripe que
comprende poner en contacto una muestra con un tampén de inmunoensayo adaptado para un inmunoensayo
para detectar un virus de la gripe de tipo A o un virus de la gripe de tipo B, gracias a lo cual se obtiene una muestra
problema para el inmunoensayo; poner en contacto una primera porcion de la muestra problema para el
inmunoensayo con una tira para la prueba que comprende un inmunoensayo para detectar el virus de la gripe de
tipo A o de tipo B, gracias a lo cual se detecta la presencia o ausencia del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en
la muestra; por en contacto una segunda porcion de la muestra problema para el inmunoensayo con una matriz
que comprende un tampoén para el ensayo de la neuraminidasa, por lo que se obtiene una muestra problema de la
neuraminidasa; y poner en contacto la muestra problema de la neuraminidasa con un ensayo de la neuraminidasa,
gracias a lo cual se detecta la presencia de una neuraminidasa en la muestra. En algunas realizaciones, el tampon
del inmunoensayo es incompatible con un ensayo para la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones,
el tampon del inmunoensayo inhibe la actividad de la neuraminidasa.

Algunas realizaciones de los métodos y las composiciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen
métodos para la deteccion de un virus de la gripe que comprenden: poner en contacto una muestra con un tampoén
para el ensayo de la neuraminidasa adaptado para un ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se obtiene
una muestra problema de la neuraminidasa; poner en contacto una primera porcién de la muestra problema de la
neuraminidasa con una tira para la prueba que comprende un inmunoensayo para detectar el virus de la gripe de
tipo A o de tipo B, en donde la muestra problema de la neuraminidasa entra en contacto con una matriz que
comprende el tampdn de inmunoensayo, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema para el inmunoensayo
y se detecta la presencia o la ausencia del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra; y poner en contacto
una segunda porcion de la muestra problema de la neuraminidasa con un ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo
cual se detecta la presencia de la neuraminidasa en la muestra. En algunas realizaciones, el tampon para el
ensayo de la neuraminidasa es incompatible con un inmunoensayo para detectar un virus de la gripe de tipo A o de
tipo B. En algunas realizaciones, el tampdn para el ensayo de la neuraminidasa inhibe la fijacion especifica de un
anticuerpo a un antigeno seleccionado del grupo que consiste en el virus de la gripe de tipo A y de tipo B. En
algunas realizaciones, la matriz comprende el tampdn del inmunoensayo liofilizado.

En algunas realizaciones, la matriz comprende un tampén para el ensayo de la neuraminidasa y los reactivos para
el ensayo de la neuraminidasa se encuentran en el mismo recipiente, tal como un cartucho. En algunas
realizaciones, el recipiente comprende numerosas camaras, tal como una camara que comprende la matriz y una
camara que comprende reactivos para el ensayo de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, la matriz
comprende un polisacarido reticulado, tal como Sephadex o Sepharose. En algunas realizaciones, el recipiente
comprende un cartucho con numerosos pocillos adaptado para ser leido con un tubo fotomultiplicador, tal como un
tubo fotomultiplicador portatil. A continuacion, la tira con los muchos pocillos o el cartucho con resina y la tira
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multipocillo se desplaza por un rail que coloca cada pocillo directamente debajo del detector. EI movimiento por el
rail se realiza mediante un motor de pasos que esta programado para detenerse y permitir el recuento de cada
pocillo.

En algunas realizaciones, la muestra problema para el inmunoensayo y la muestra problema de la neuraminidasa
se desplazan hasta el recipiente mediante una o mas fuerzas seleccionadas de gravedad, accién capilar y difusion.

Algunas realizaciones de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria incluyen la
determinacion de la sensibilidad de una neuraminidasa a un compuesto problema que comprende: (a) obtener un
indice para el valor de la inhibicién, en donde el indice comprende el nivel de actividad de la neuraminidasa en
presencia de un compuesto problema con respecto al nivel de actividad de la neuraminidasa en ausencia del
compuesto problema; y (b) comparar el indice para el valor de la inhibicion con un umbral de inhibicion, gracias a lo
cual se determina la sensibilidad de la actividad de la neuraminidasa al compuesto problema. Un indice para el
valor de la inhibicién por encima del umbral de inhibicién indica que la actividad de la neuraminidasa es sensible al
compuesto problema y, gracias a ello, la cepa del virus de la gripe es sensible al compuesto problema, y un indice
por debajo del umbral indica que la actividad de la neuraminidasa no es sensible al compuesto problema vy, por lo
tanto, la cepa de la gripe es resistente al compuesto problema. En algunas realizaciones, el umbral de inhibicion se
determina mediante la deteccion de un virus de tipo A o de tipo B. En algunas realizaciones, el umbral de inhibicion
se determina mediante el compuesto problema. En algunas realizaciones, un compuesto problema se puede
seleccionar de acuerdo con la sensibilidad de la neuraminidasa al compuesto problema para tratar el virus de la
gripe. En algunas realizaciones, a un paciente que padece la cepa de la gripe ensayada se le puede aconsejar que
tome el compuesto problema, o que el compuesto problema se puede administrar a un paciente, cuando la
neuraminidasa es sensible al compuesto problema.

En algunas realizaciones, un ensayo de la neuraminidasa comprende un ensayo enzimatico dual que comprende
una enzima delatora. En algunas realizaciones, la actividad de la neuraminidasa produce un sustrato para la
enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende un conjugado de acido N-
acetilneuraminico y luciferina o un derivado de los mismos. En algunas realizaciones, la actividad de la
neuraminidasa produce un inhibidor de la enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la
neuraminidasa comprende un conjugado de acido N-acetilneuraminico y trifluorometilcetona o un derivado del
mismo. En algunas realizaciones, la enzima delatora comprende la luciferasa. En algunas realizaciones, el tampdn
del inmunoensayo inhibe la actividad de la luciferasa. En algunas realizaciones, el nivel de actividad de la
neuraminidasa se mide con un tubo fotomultiplicador.

En algunas realizaciones, el compuesto problema es un farmaco antivirico. En algunas realizaciones, el compuesto
problema es un farmaco antivirico seleccionado del grupo que consiste en oseltamivir, zanamivir, peramivir y
lanamivir.

En algunas realizaciones, el inmunoensayo comprende un ensayo de tipo sandwich.

En algunas realizaciones, la muestra se obtiene de un sujeto, tal como un humano, tal como el sujeto del que se
sospecha que tiene la gripe.

En algunas realizaciones, el ensayo de combinacion descrito en la presente memoria tiene un limite de deteccion
del virus de la gripe en términos de dosis infecciosa de al menos 2 000 TCIDso/ml, 1 000 TCIDso/ml, 500 TCIDso/ml,
200 TCIDso/ml, 100 TCIDsg/ml, o un margen definido por dos valores cualquiera de ellos. Sobre una base molar, la
prueba de combinacién descrita tiene la capacidad de detectar la neuraminidasa en al menos 1 000 fM, 500 fM,
100 fM, 10 fM o un margen definido por dos valores cualquiera de ellos.

Métodos para seleccionar un tratamiento

La descripcion adicional de los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria se refiere a los
métodos para seleccionar un tratamiento contra un virus de la gripe que comprende (a) poner en contacto una
muestra con un tampoén del inmunoensayo adaptado para un inmunoensayo para detectar un virus de la gripe de
tipo A o un virus de la gripe de tipo B, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema para el inmunoensayo; (b)
poner en contacto una primera porciéon de la muestra problema para el inmunoensayo con una tira para la prueba
de flujo lateral que comprende un inmunoensayo para detectar un virus de la gripe de tipo A o de tipo B, gracias a
lo cual se detecta la presencia o la ausencia del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra; (c) poner en
contacto una segunda porcién de la muestra problema para el inmunoensayo con una matriz que comprende un
tampon para el ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se obtiene una muestra problema de la
neuraminidasa; (d) poner en contacto la muestra problema de la neuraminidasa con un ensayo de la
neuraminidasa, gracias a lo cual se determina la sensibilidad de una neuraminidasa de la muestra problema de la
neuraminidasa a un compuesto problema (p. ej., farmaco antivirico contra el virus de la gripe), en donde la
determinacién comprende: (i) obtener un indice para el valor de la inhibicion, en donde el indice comprende el nivel
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de actividad de la neuraminidasa en presencia de un compuesto problema con respecto al nivel de actividad de la
neuraminidasa en ausencia del compuesto problema y (ii) comparar el indice para el valor de la inhibicion con un
umbral de inhibicion, gracias a lo cual se determina la sensibilidad de la actividad de la neuraminidasa al
compuesto problema; y (e) seleccionar o identificar el compuesto problema que se ha determinado que inhibe la
actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, el umbral de inhibicién se determina mediante la
deteccion del virus de tipo A o de tipo B. En algunas realizaciones, el tampon del inmunoensayo es incompatible
con un ensayo para la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, el tampon del inmunoensayo inhibe
la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, las etapas (c) y (d) se realizan en el mismo recipiente.
En algunas realizaciones se sospecha que el sujeto tiene el virus de la gripe. En algunas realizaciones, el sujeto es
un humano.

La descripcion adicional de los métodos y de las composiciones dados a conocer en la presente memoria se refiere
a los métodos para seleccionar un tratamiento contra un virus de la gripe que comprende: (a) poner en contacto
una muestra con un tampon para el ensayo de la neuraminidasa adaptado para un ensayo de la neuraminidasa,
gracias a lo cual se obtiene una muestra problema de la neuraminidasa; (b) poner en contacto una primera porcion
de la muestra problema de la neuraminidasa con una tira para la prueba que comprende un inmunoensayo para
detectar un virus de la gripe de tipo A o de tipo B, en donde la muestra problema de la neuraminidasa entra en
contacto con una matriz que comprende el tampoén del inmunoensayo, gracias a lo cual se obtiene una muestra
problema para el inmunoensayo y se detecta la presencia o la ausencia del virus de la gripe de tipo A o de tipo B
en la muestra; y (c) poner en contacto una segunda porcion de la muestra problema de la neuraminidasa con un
ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se determina la sensibilidad de una neuraminidasa de la muestra
problema de la neuraminidasa a un compuesto problema, en donde la determinacién comprende: (i) obtener un
indice para el valor de la inhibicién, en donde el indice comprende el nivel de actividad de la neuraminidasa en
presencia de un compuesto problema con respecto al nivel de actividad de la neuraminidasa en ausencia del
compuesto problema y (ii) comparar el indice para el valor de la inhibicién con un umbral de inhibicién, gracias a lo
cual se determina la sensibilidad de la actividad de la neuraminidasa al compuesto problema; y (e) seleccionar el
compuesto problema que se ha determinado que inhibe la actividad de la neuraminidasa. En algunas realizaciones,
el umbral de inhibicion se determina mediante la deteccién del virus de tipo A o de tipo B. En algunas realizaciones,
la matriz comprende el tampdn del inmunoensayo liofilizado. En algunas realizaciones, la etapa (c) se realiza en el
mismo recipiente.

En algunas realizaciones, el umbral de inhibicion se determina mediante la deteccion del virus de tipo A o de tipo B,
en donde se utiliza un primer umbral de inhibicién si se detecta el virus de la gripe de tipo A, y se utiliza un segundo
umbral de inhibicién si se detecta el virus de la gripe de tipo B. En algunas realizaciones, el umbral de inhibicion es
mas bajo si se detecta el virus de la gripe de tipo A que si se detecta el virus de la gripe de tipo B.

En algunas realizaciones, el recipiente comprende numerosas camaras, tal como una camara que comprende la
matriz y una camara que comprende los reactivos para el ensayo de la neuraminidasa. En algunas realizaciones, la
matriz comprende un polisacarido reticulado, tal como Sephadex y Sepharose.

En algunas realizaciones, el recipiente comprende un cartucho, tal como un cartucho con numerosos pocillos
adaptado para ser leido con un tubo fotomultiplicador. En algunas realizaciones, el tubo fotomultiplicador es portatil.

En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende un ensayo enzimatico dual que comprende
una enzima delatora. En algunas realizaciones, la actividad de la neuraminidasa produce un sustrato para la
enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la neuraminidasa comprende un conjugado de acido N-
acetilneuraminico y luciferina o un derivado de los mismos. En algunas realizaciones, la actividad de la
neuraminidasa produce un inhibidor de la enzima delatora. En algunas realizaciones, el ensayo de la
neuraminidasa comprende un conjugado de acido N-acetilneuraminico y trifluorometilcetona o un derivado de los
mismos. En algunas realizaciones, la enzima delatora comprende la luciferasa. En algunas realizaciones, el nivel
de actividad de la neuraminidasa se mide con un tubo fotomultiplicador.

En algunas realizaciones, el compuesto problema es un farmaco antivirico. En algunas realizaciones, el compuesto
problema es un farmaco antivirico seleccionado del grupo que consiste en oseltamivir, zanamivir, peramivir y
lanamivir.

En algunas realizaciones, el inmunoensayo comprende un ensayo de tipo sandwich.

En algunas realizaciones, la muestra se obtiene de un sujeto.

Sistemas vy kits
Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen sistemas diagnosticos para detectar el

virus de la gripe. Tales sistemas incluyen un cartucho para la determinacion de la actividad de la neuraminidasa en
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una muestra, en donde el cartucho esta configurado para que convierta una muestra que comprende un tampon
incompatible para la determinaciéon en una muestra que comprende un tampén compatible para la determinacion; y
una tira para la prueba para la deteccion del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra, en donde la tira
para la prueba, tal como una tira para flujo lateral, esta configurada para que convierta una muestra que
comprende un tampdn incompatible para la detecciéon en una muestra que comprende un tampén compatible para
la deteccion. Tales sistemas también incluyen un primer detector configurado para medir una sefal desde el
cartucho; y un segundo detector esta configurado para medir una sefial desde la tira para la prueba.

El cartucho comprende una camara para la matriz que comprende una matriz de cartucho que comprende el
tampon compatible para la determinacién, y una camara de reactivos que comprende los reactivos para la
determinacion de la actividad de la neuraminidasa. La matriz del cartucho comprende un polisacarido reticulado. En
algunas realizaciones, la matriz para el cartucho se selecciona del grupo que consiste en Sephadex y Sepharose.
La camara para la matriz y la camara para el cartucho estan en comunicacion fluidica, de tal forma que una
muestra aplicada a la camara para la matriz fluye desde la camara para la matriz hasta la camara de reactivos. En
algunas realizaciones, la muestra fluye en el cartucho mediante una o varias fuerzas seleccionadas de gravedad,
accion capilar y difusiéon. En algunas realizaciones, el cartucho comprende un cartucho con numerosos pocillos
adaptado para ser leido con un tubo fotomultiplicador.

En algunas realizaciones, la tira para la prueba comprende un inmunoensayo. En algunas realizaciones, el
inmunoensayo es un ensayo de tipo sandwich. En algunas realizaciones, la tira para la prueba comprende una
matriz que comprende el tampén compatible para la deteccién. En algunas realizaciones, la matriz comprende
nitrocelulosa. En algunas realizaciones, el tampdn compatible para la deteccion esta liofilizado.

En algunas realizaciones, el primer detector comprende un lumindmetro. En algunas realizaciones, el primer
detector comprende un lector de reflectancia. En algunas realizaciones, el segundo detector comprende un tubo
fotomultiplicador. En algunas realizaciones, un dispositivo comprende el primer y el segundo detectores. En
algunas realizaciones, el primer y el segundo detectores son el mismo. En algunas realizaciones, el dispositivo es
portatil. En algunas realizaciones, el dispositivo cabe en la mano. En algunas realizaciones, la tira para el flujo
lateral y la tira multipocillos/cartucho para la resina se leen en una plataforma comun con dos modalidades de
deteccion independientes, pero que comparten una fuente de energia y una pantalla comunes para revisar los
resultados de ID y AST.

Algunas realizaciones dadas a conocer en la presente memoria incluyen kits de diagndstico para detectar el virus
de la gripe. En algunas realizaciones, tales kits incluyen un cartucho para determinar la actividad de la
neuraminidasa en una muestra, en donde el cartucho esta configurado para que convierta una muestra que
comprende un tampoén incompatible para la determinacién en una muestra que comprende un tampoén compatible
para la determinacion; y una tira para la prueba para detectar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la
muestra, en donde la tira para la prueba esta configurada para que convierta una muestra que comprende un
tampdn incompatible para la deteccion en una muestra que comprende un tampdn compatible para la deteccion.

Algunas realizaciones también incluyen un primer detector configurado para medir una sefal desde el cartucho; y
un segundo detector configurado para medir una sefal desde la tira para la prueba.

Algunas realizaciones también incluyen los reactivos para un ensayo de actividad de la neuraminidasa. En algunas
realizaciones, los reactivos del ensayo de actividad de la neuraminidasa se seleccionan del grupo que consiste en
luciferasa, un conjugado de acido N-acetilneuraminico y luciferina o un derivado de los mismos, un acido N-
acetilneuraminico y una trifluorometilcetona o un derivado de los mismos, y un farmaco antivirico. En algunas
realizaciones, el farmaco antivirico se selecciona del grupo que consiste en oseltamivir, zanamivir, peramivir y
lanamivir.

Algunas realizaciones también incluyen los reactivos para un inmunoensayo. En algunas realizaciones, los
reactivos del inmunoensayo se seleccionan del grupo que consiste en un anticuerpo especifico contra un antigeno
del virus de la gripe de tipo A, y un anticuerpo especifico contra un antigeno del virus de la gripe de tipo B.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Ensayo de combinacién

Este ejemplo ilustra un flujo de trabajo de ejemplo con una prueba para el virus de la gripe de tipo A o de tipo B, y
una prueba de resistencia de la neuraminidasa al farmaco. Un kit que comprende: un tubo con aplicador que
contiene un tampoén de extraccion del inmunoensayo y una tapa con una abertura; un primer dispositivo de la
prueba que comprende un inmunoensayo de flujo lateral para identificar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B; y
un segundo dispositivo de la prueba que comprende un ensayo de flujo cinético para determinar la resistencia
farmacologica de la neuraminidasa, se desenvuelve del envase y cada componente se marca con una
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identificacion del paciente. Se recoge un espécimen de la nariz del paciente con una torunda. La torunda se
introduce en el tampoén de extraccion y se arremolina contra la pared interior tres veces. Se retira la torunda del
tampon de extraccion mientras se aprietan los laterales del tubo y a continuacion se descarta. La tapa del tubo con
aplicador esta fijada al tubo.

Se invierte el tubo con aplicador, se hacen salir tres gotas (aproximadamente 85 pl) del tampdn de extraccion por la
tapa y se aplican al primer dispositivo de la prueba. El primer dispositivo de la prueba incluye una almohadilla para
el espécimen que no se solapa con los reactivos del detector que contiene un primer tampén de la prueba para la
primera prueba. El espécimen se deja difundir por el primer tampdn de la prueba hacia el sitio de la prueba del
primer dispositivo de la prueba. El primer dispositivo de la prueba se incuba durante 10 min y los resultados de la
primera prueba se miden con un lector. El lector proporciona una indicacién de si en la muestra esta presente el
virus de la gripe de tipo A o de tipo B.

Se invierte el tubo con aplicador y se aprieta para que el tampdn de extraccion que queda salga por la tapa y se
aplica al segundo dispositivo de la prueba. En esta prueba, un incremento de la neuraminidasa da lugar a un
incremento en la sefal de la luciferasa. El segundo dispositivo incluye una camara para el cambio del tampdn
(también conocido como camara para la matriz) y las camaras de reaccion. El espécimen se difunde por la camara
para el cambio del tampdn hacia las camaras de la reaccion para los ensayos de resistencia farmacologica de la
neuraminidasa. Un valor de inhibicién es el indice de la sefial con el farmaco problema con respecto a la sefial sin
el farmaco problema, teniendo en cuenta el ruido de fondo de la sefial producido por la mezcla de reaccion y el
farmaco problema. Las camaras de reaccion se muestran en la tabla 5A.

Tabla 5A
Camara de reaccion | Descripcion Contenido de la camara
1 Prueba sin farmaco Mezcla de reaccién + espécimen
2 Prueba con farmaco Mezcla de reaccién + espécimen + farmaco antivirico
problema
3 Control para la mezcla de Mezcla de reaccién
reaccion
4 Control para la mezcla de Mezcla de reaccién + farmaco antivirico problema
reaccion y el farmaco problema

Se incuba el segundo dispositivo de la prueba y se mide la sefial emitida por cada camara con un tubo
fotomultiplicador. Se determina un valor de inhibicidn con la siguiente férmula a partir de la sefiales de cada camara
de reaccion:

(prueba con farmaco) — (control para el farmaco)
(prueba sin farmaco) — (control para la mezcla de reaccion)

Valor de inhibicién = x amplificador

Los niveles del umbral de sensibilidad farmacolégica para cada farmaco antivirico problema se seleccionan de
acuerdo con el tipo de virus de la gripe determinado en la primera prueba, y se utiliza el farmaco antivirico
problema. Si el valor de inhibicion esta por debajo del valor del umbral de inhibicion, se determina que la
neuraminidasa es sensible al farmaco antivirico problema.

Ejemplo 2: Sensibilidad del instrumental con el tubo fotomultiplicador

Este ejemplo muestra la sensibilidad de un dispositivo con el tubo fotomultiplicador TO-Can de Hamamatsu y la
capacidad para realizar la lectura del ruido con poca oscuridad en un sistema portatil que se lleva en la mano. Se
midieron las unidades luminosas relativas (ULR) para diferentes concentraciones de una sefial quimioluminiscente
positiva que produce el reactivo de control (Cell Titer Glo) al utilizarse un dispositivo con el tubo fotomultiplicador
TO-Can de Hamamatsu. Los controles incluian un control de ruido y un control de recuento en oscuridad. Los
resultados se muestran en la figura 6.

Ejemplo 3: Ensayo enzimatico dual

Este ejemplo muestra un ensayo enzimatico dual para la cepa problema A/Mississippi/03/2001 A (H1N1) H275Y
que comprende una neuraminidasa que es sensible al zanamivir y resistente al oseltamivir. El espécimen que
comprende la cepa problema se diluyé 1/3 000 o 1/9 000, y se aplicé en un dispositivo de analisis por flujo cinético.
Las camaras de la prueba en el ensayo de analisis por flujo cinético incluian las de la tabla 5A, es decir: (1) mezcla
de reaccion + espécimen; (2) mezcla de reaccion + espécimen + farmaco antivirico problema; (3) control: mezcla
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de reaccion; y (4) control: mezcla de reaccion + farmaco antivirico problema. Se midio la sefial emitida por cada
camara de la prueba con un dispositivo con tubo fotomultiplicador. Los resultados se muestran en la figura 7. El
ensayo demostré que la cepa problema era mas sensible al zanamivir que al oseltamivir.

Ejemplo 4: Sensibilidad de diferentes cepas de la gripe A

Este ejemplo muestra la determinacion de un nivel del umbral de inhibicién para un panel de virus de la gripe de
tipo A que se sabe que son sensibles o resistentes al oseltamivir. Se prepararon los especimenes de diferentes
diluciones de diferentes cepas de la gripe A y se aplicaron a un dispositivo de la prueba de flujo cinético con
oseltamivir. Las camaras de la prueba en el ensayo de flujo cinético incluian lo de la tabla 5A, es decir: (1) mezcla
de reaccion + espécimen; (2) mezcla de reaccion + espécimen + farmaco antivirico problema; (3) control: mezcla
de reaccion; y (4) control: mezcla de reaccion + farmaco antivirico problema. Se midio la sefial de cada camara de
la prueba con un tubo fotomultiplicador. Se determiné un valor de inhibicién de cada cepa como en el ejemplo 1.
Los valores de inhibicion se representaron en un grafico para diferentes diluciones de cada cepa y se determind un
valor de umbral de inhibicion a partir del grafico. El valor de inhibicion de umbral, o valor de corte, para discernir la
sensibilidad al farmaco de la resistencia al farmaco fue de aproximadamente 0,6. El corte se determiné que era un
valor donde las barras de error de las cepas sensibles al farmaco no se solapaban con las cepas resistentes a la
gripe. Véase la figura 8.

Ejemplo 5: Sensibilidad de diferentes cepas de la gripe B

Este ejemplo muestra la determinacion de un nivel de umbral de inhibiciéon para un panel de virus de la gripe de
tipo A que se sabe que son sensibles o resistentes al oseltamivir. Se prepararon los especimenes y se analizaron
como en el ejemplo 4. Se determind un valor de inhibicion para cada cepa. Los valores de inhibicion se
representaron en un grafico para diferentes diluciones de cada cepa, y se determiné un valor de inhibicion de
umbral a partir del grafico. El valor de inhibiciéon de umbral, o valor de corte, para discernir lo sensible al farmaco de
lo resistente al farmaco es de aproximadamente 1,55. Véase la figura 9.

Ejemplo 6: Efecto del cambio de tampo6n sobre el ensayo de flujo lateral

Este ejemplo demuestra la sensibilidad del inmunoensayo de flujo lateral para determinar el virus de la gripe de tipo
A o de tipo B en un espécimen, después del cambio de tampdn desde el tampdn para el ensayo de la
neuraminidasa por flujo cinético. Se analizaron los especimenes de diferentes diluciones de los virus de la gripe
(A/PR/8/34, B/Florida/4/2006 y A/Texas/12/2007) utilizando (1) el ensayo Veritor™ de flujo lateral de acuerdo con el
prospecto del envase, o (2) el ensayo Veritor™ de flujo lateral con cambio de tampén en el que el tampén de
extraccion del ensayo de flujo cinético se cambia al tampén de extraccion del inmunoensayo presente en la
almohadilla del flujo lateral. Se midieron las sefiales y el lector proporcion6 una determinacion de la presencia o la
ausencia del virus de la gripe de tipo A y/o de tipo B en cada muestra. En la tabla 6 se resumen los resultados. En
especial, se identifico el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en los especimenes mas diluidos en los ensayos con
un protocolo con Veritor™ con cambio de tampdn, que con el ensayo Veritor™ de acuerdo con el prospecto del
envase.

Tabla 6
, Veritor™ Veritor™ con cambio de tampén
Virus
Salida del lector | Datos brutos Salida del lector Datos brutos
Dilucién . ) dela Dilucién . . dela
Gripe Gripe reflectancia Gripe A | Gripe reflectancia
A B B
2 500:1 + - 5,92 2 500:1 + - 6,9
A/PR/8/34
5 000:1 + - 3,04 5 000:1 + - 4,3
10 000:1 |- - 1,54 10 000:1 |+ - 2,23
20 000:1 |- - 0,95 20 000:1 |- - 0,86
100:1 - + 8,57 100:1 - + 11,31
. _ + . _ +
B/Florida/4/2006 200-1 3,31 2001 5,52
400:1 - - 1,4 400:1 - + 2,77
800:1 - - 0,67 800:1 - - 0,94
A/Texas/12/2007 |10 000:1 |+ - 5,6 10 000:1 |+ - 14,97
20 000:1 |+ - 3,06 20 000:1 |+ - 8,1
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40 000:1 40 000:1 |+ - 4,19

1,38

80 000:1 80 000:1

0,48 1,67

Ejemplo 7: Sensibilidad del inmunoensayo y del ensayo enzimatico dual (ED)

El inmunoensayo Veritor™ y el ensayo enzimatico dual por flujo cinético de la neuraminidasa con oseltamivir se
realizaron en diferentes diluciones del virus de la gripe: A/Perth/211/2011 WT (tipo silvestre). En la tabla 7 se
resumen los resultados de dos experimentos. Estos resultados demuestran que aplicar un espécimen en el tampdn
de extraccion del inmunoensayo a una resina de Sephadex G25M equilibrada previamente con el tampdn de
actividad de la neuraminidasa no tuvo un efecto negativo sobre la sensibilidad del ensayo ED estandar (est.). El
ensayo ED est. fue capaz de proporcionar un resultado de sensibilidad farmacolégica a las concentraciones
clinicamente relevantes de los especimenes.

Tabla 7
Dilucion del Resultado | Resultado del ensayo enzimatico dual con el espécimen procesado en Valor de
espécimen |de Veritor™ el cartucho inhibicién
1:250 +/+ ND ND
1:500 +/+ ND ND
11K +/- ND ND
1:3K -/- +/+ 1,48/1.34

ND: no se ha determinado

Ejemplo 8: Deteccion de la resistencia farmacoldgica en los especimenes con mezclas de virus de la gripe

Se analizaron diferentes diluciones de especimenes mediante el uso de un ensayo de flujo cinético con el farmaco
antivirico oseltamivir. Los especimenes incluian A/Bethesda (H3N2 R); A/Fukui (H3N2 S); y la mezcla de
A/Bethesda (V) + A/Fukui (WT). Se midieron las sefiales con un tubo fotomultiplicador y se determinaron los
valores de inhibicién. Los resultados se resumen en la figura 10. Estos resultados demuestran que la quimica de
deteccion de AST enzimatica dual estandar, cuando se hace tras un ensayo que distingue el virus de la gripe Ay
de la gripe B (lo que permite aplicar el valor de inhibicién mas adecuado), con el uso de un TFM con la deteccion
de un unico fotén y la aplicacion de la sustraccion del fondo puede identificar una cepa resistente al farmaco
cuando esta presente en un espécimen con una cepa sensible al farmaco.

Ejemplo 9: Comparacion de los ensayos enzimaticos duales

En este ejemplo se compara la sensibilidad de dos tipos de ensayos enzimaticos duales. Se ensayaron diferentes
diluciones de una neuraminidasa purificada del virus de la gripe H3N2 con un ensayo enzimatico dual que incluia
(1) un sustrato de la neuraminidasa que es precursor de un inhibidor de la luciferasa (NANA-CF3; véase la figura
11); o bien (2) un sustrato de la neuraminidasa que es precursor de un sustrato de la luciferasa (un conjugado de
acido N-acetilneuraminico y luciferina). La actividad de la neuraminidasa escinde el NANA-CF3 para dar el inhibidor
de la esterasa, el CFC. En un ensayo en el que la esterasa comprende la luciferasa, la actividad de la
neuraminidasa da lugar a la presencia del inhibidor CFC, que inhibe la actividad de la luciferasa, lo que da lugar a
una disminucion de la conversion de un sustrato de la luciferasa en un producto luminiscente. Véase la figura 12. El
resultado de los ensayos se muestra en la figura 13. El nivel de deteccion (LOD, por su nombre en inglés) para el
ensayo (1, ensayo enzimatico dual con inhibidor enmascarado) era de aproximadamente 10 pM. En cambio, el
nivel de deteccioén para el ensayo (2, ensayo enzimatico dual estandar) era de menos de 0,1 pM.

Ejemplo 10: Efecto del control sobre las sefiales de fondo

Este ejemplo muestra el efecto de sustraer el ruido de fondo tal y como se describe en la formula del ejemplo 1 a la
hora de calcular los valores de inhibicion de la actividad de la neuraminidasa en presencia del farmaco antivirico.
Los valores de inhibicién se determinaron para diferentes concentraciones de una cepa concreta de virus con un
farmaco antivirico concreto, como en el ejemplo 1. El valor de inhibiciéon sin las sustracciones del fondo se
determind con la férmula que viene a continuacion para la sefial de una camara que contiene la mezcla de reaccion
+ espécimen + farmaco antivirico problema (prueba con farmaco), y mezcla de reaccion + espécimen (prueba sin
farmaco):

(prueba con farmaco)

(prueba sin farmaco) x amplificador

Valor de inhibiciéon =
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Los resultados se muestran en la tabla 8. En la tabla 8, las columnas de izquierda a derecha son los resultados de
concentraciones decrecientes del virus. La sustraccion del ruido de fondo, tal y como se muestra en el ejemplo 1 en
el calculo de los valores de inhibicidn, incrementa la sensibilidad del ensayo.

Tabla 8

Valores de inhibicion

Sin sustraer el ruido de fondo 0,92 (0,95 (0,98 (0,99 (1,09 (1,13 [1,36 [1,70 2,31 (3,41 |5,04

Con sustraccion del ruido de fondo 0,91 (0,94 (0,96 [0,94 (0,99 |0,95 (1,00 [0,98 |0,93 [0,92 |0,92

El término «que comprendey, tal y como se utiliza en la presente memoria, es sindonimo de «que incluye», «que
contiene» o «caracterizado por», y es inclusivo o ilimitado y no descarta otros elementos o etapas de métodos mas
gue no se mencionan.

La descripcion de mas arriba describe varios métodos y materiales de la presente invencion. Esta invencién esta
sujeta a modificaciones en los métodos y materiales, asi como alteraciones en los métodos de fabricacion y en el
equipamiento. Tales modificaciones pueden ser evidentes para los expertos en la técnica a partir de una
consideracién de esta descripcion o de la practica de la invencion descrita en la presente memoria.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar un virus de la gripe de tipo A o B y para detectar la actividad de la neuraminidasa en
una muestra, en donde el método comprende:

(a) poner en contacto una muestra con un tampén de inmunoensayo adaptado para un inmunoensayo para
la deteccion de un virus de la gripe de tipo A o de un virus de la gripe de tipo B, gracias a lo cual se obtiene
una muestra problema para el inmunoensayo;

(b) poner en contacto una primera porcion de la muestra problema para el inmunoensayo con una prueba
que comprende un inmunoensayo para la deteccién de un virus de la gripe de tipo A o de tipo B, gracias a lo
cual se detecta la presencia o la ausencia del virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra;

(c) poner en contacto una segunda porcion de la muestra problema para el inmunoensayo con una matriz
cambiadora que comprende un tampon para el ensayo de la neuraminidasa, gracias a lo cual se obtiene una
muestra problema de la neuraminidasa; y

(d) poner en contacto la muestra problema de la neuraminidasa con un ensayo de actividad de la
neuraminidasa, gracias a lo cual se detecta la actividad de la neuraminidasa en la muestra.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el tampdn de inmunoensayo es incompatible con un
ensayo para la actividad de la neuraminidasa.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el tampo6n del inmunoensayo
inhibe la actividad de la neuraminidasa.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde las etapas (c) y (d) se realizan en
el mismo recipiente, en donde el recipiente comprende numerosas camaras, y en donde el recipiente comprende
una camara que comprende la matriz y una camara que comprende los reactivos para el ensayo de la
neuraminidasa.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la matriz comprende un
polisacarido reticulado.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5, en donde el recipiente comprende un
cartucho con numerosos pocillos adaptado para ser leido con un fotomultiplicador, en donde el nivel de actividad
de la neuraminidasa se mide con un tubo fotomultiplicador.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el ensayo de la neuraminidasa
comprende la determinacion de la sensibilidad que tiene una neuraminidasa a un compuesto problema, y en donde
el ensayo de la neuraminidasa comprende:

(a) obtener un indice para el valor de la inhibicion, en donde el indice comprende el nivel de actividad de la
neuraminidasa en presencia de un compuesto problema con respecto al nivel de actividad de la
neuraminidasa en ausencia del compuesto problema; y

(b) comparar el indice para el valor de la inhibicion con un umbral de inhibicién, gracias a lo cual se
determina la sensibilidad que tiene la actividad de la neuraminidasa al compuesto problema.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el umbral de inhibicion se determina mediante la
deteccion de un virus de tipo A o de tipo B, en donde se utiliza un primer umbral de inhibicién si se detecta el virus
de tipo Ay se utiliza un segundo umbral de inhibicion si se detecta el virus de tipo B.

9. ElI método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el primer umbral es menor que el segundo umbral.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el umbral de inhibicion se determina mediante el
compuesto problema, en donde el compuesto problema es un farmaco antivirico.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el ensayo de la neuraminidasa
comprende un ensayo enzimatico dual que comprende una enzima delatora, en donde la actividad de la
neuraminidasa produce un sustrato para la enzima delatora, o la actividad de la neuraminidasa produce un
inhibidor de la enzima delatora.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la enzima delatora comprende la luciferasa, y en
donde el tampdn de inmunoensayo inhibe la actividad de la luciferasa.

13. Un sistema diagndstico para la deteccion del virus de la gripe de tipo A o B y para la determinacién de la
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actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el sistema diagndstico comprende:

un cartucho para determinar la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el cartucho esta
configurado para que convierta una muestra que comprende un tampén incompatible para la determinacion
en una muestra que comprende un tampén compatible para la determinacion;

una prueba para detectar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra, en donde la prueba esta
configurada para que convierta una muestra que comprende un tampoén incompatible para la deteccion en
una muestra que comprende un tampdn compatible para la deteccioén,

un primer detector configurado para medir una sefal procedente de la prueba; y

un segundo detector configurado para medir una sefial procedente del cartucho, en donde el cartucho
comprende una camara para la matriz que comprende una matriz de cartucho que comprende el tampdn
compatible para la determinacion, y una camara de reactivos que comprende los reactivos para la
determinacién de la actividad de la neuraminidasa, en donde la matriz del cartucho comprende un
polisacarido reticulado, y en donde la camara para la matriz y la camara para el cartucho estan en
comunicacion fluidica, de tal manera que una muestra aplicada a la camara para la matriz fluye desde la
camara para la matriz hasta la camara de reactivos.

14. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el cartucho comprende un cartucho con numerosos
pocillos adaptado para ser leido con un tubo fotomultiplicador o con un tubo microfotomultiplicador.

15. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, en donde la prueba comprende un
inmunoensayo.

16. Un kit para detectar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B y determinar la actividad de la neuraminidasa en
una muestra, en donde el kit comprende:

un cartucho para determinar la actividad de la neuraminidasa en una muestra, en donde el cartucho esta
configurado para que convierta una muestra que comprende un tampén incompatible para la determinacion
en una muestra que comprende un tampdén compatible para la determinacién, en donde el cartucho
comprende una camara para la matriz que comprende una matriz de cartucho que comprende el tampodn
compatible para la determinacion, y una camara de reactivos que comprende los reactivos para la
determinacién de la actividad de la neuraminidasa, en donde la matriz del cartucho comprende un
polisacarido reticulado, y en donde la camara para la matriz y la camara para el cartucho estan en
comunicacion fluidica de tal manera que una muestra aplicada a la camara para la matriz fluye desde la
camara para la matriz hasta la camara de reactivos; y

una prueba para detectar el virus de la gripe de tipo A o de tipo B en la muestra, en donde la prueba esta
configurada para que convierta una muestra que comprende un tampoén incompatible para la deteccion en
una muestra que comprende un tampdn compatible para la deteccion.

17. El kit de acuerdo con la reivindicacion 16, que ademas comprende los reactivos para un ensayo de actividad de
la neuraminidasa, en donde los reactivos del ensayo de actividad de la neuraminidasa se seleccionan del grupo
que consiste en luciferasa, un conjugado de acido N-acetilneuraminico y luciferina o un derivado de los mismos, un
acido N-acetilneuraminico y una trifluorometilcetona o un derivado de los mismos, y un farmaco antivirico.

18. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 17, que ademas comprende los reactivos para un
inmunoensayo, en donde los reactivos del inmunoensayo se seleccionan del grupo que consiste en un anticuerpo
especifico contra un antigeno del virus de la gripe de tipo A y un anticuerpo especifico contra un antigeno del virus
de la gripe de tipo B.

19. Un compuesto inhibidor enmascarado para ser usado en el ensayo enzimatico dual de sensibilidad de la
neuraminidasa del virus de la gripe que tiene la estructura de la férmula (1):

~ R*
COzNa n X

HO ORZ
R30
o o)
AcHN
OR!
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en donde:

R', R?y R® son cada uno independientemente hidrégeno o alquilo(C1.s);
nes0,1,203;

R* es -(CH2)mC(=0O)CFy3;

mes0o01;

X es -S(0), 0 -CH(R®)-;

R® es -S(0),CHs; y

zes0,102.

20.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el compuesto de la formula (I) se selecciona

del grupo que consiste en:
@)
S \/“\
COzNa CF3

HO OR2
R30
o o)
AcHN
OR! ,
ﬁ o)
S\/U\
HO  oR2 CONa CFs3
R30
o o)
AcHN
OR! ,
ﬁ (o)
=
HO OR2 002Na !)l CF3
R30
O o)
AcHN
OR' ,
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HO ORZ
R30
(o]
AcHN
OR'
21. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en donde el ensayo de la

neuraminidasa comprende un compuesto inhibidor enmascarado que tiene la estructura de férmula (1):

7~ R
HO OR2 COyNa n X

R30
O 0
AcHN

OR' ,

en donde:

R', R?y R® son cada uno independientemente hidrégeno o alquilo(C1.s);
nes0,1,2,03;

R* es -(CH2)mC(=0O)CFy3;

mes0o01;

X es -S(0),- 0 -CH(Rs)-;

R® es -S(0),CHs; y

zes0,102.

22.  El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el compuesto de formula (l) se selecciona del
grupo que consiste en:
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23. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en donde los reactivos para la
determinacioén de la actividad de la neuraminidasa comprenden un compuesto inhibidor enmascarado que tiene la
estructura de formula (1):

COzNa/@/é\)\

R', R?y R® son cada uno independientemente hidrégeno o alquilo(C1.s);
nes0,1,203;

R* es -(CH2)nC(=O)CF3;

mes0o1;

X £s -S(0),- 0 -CH(R®)~;

R’ es -S(O,CH3; y

zes0,102.

en donde:

24.  El sistema de acuerdo con la reivindicacién 23, en donde el compuesto de féormula (I) se selecciona del
grupo que consiste en:

O

Syk
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3
—=—wn===0
O
M
w

CO,Na
HO OR2 2
R30 o) 0
o o}
AcHN
OR! ,
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R30 S
o} 0 N
AcHN
OR ,
o
HO  QR2 COzNa CF4
R30 S
o O O¢ N
AcHN
OR! ,
y
HO OR2
R30
o
AcHN
OR'

25. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en donde los reactivos para la
determinaciéon de actividad de la neuraminidasa comprenden un compuesto inhibidor enmascarado que tiene la
estructura de formula (1):
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COzNa/©/&

R', R?y R® son cada uno independientemente hidrégeno o alquilo(C1.s);
nes0,1,203;

R* es -(CH2)mC(=0O)CFy3;

mes0o01;

X £s -S(0),- 0 -CH(R®)-;

R® es -S(0),CHs; y

zes0,102.

en donde:

26.  El kit de acuerdo con la reivindicacion 25, en donde el compuesto de formula (1) se selecciona del grupo que

consiste en:
@)
s
HO OR2 C02Na CF3
R0
O o)
AcHN
OR' ,
lOI o]
s
R30
O o)
AcHN
OR! ,
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