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DESCRIPCIÓN 
 
Morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma como marcador para septicemia 
 
SECTOR DE LA INVENCIÓN  5 
 
La presente invención se refiere a un método para detectar septicemia en un paciente.  
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN  
 10 
Una infección es la colonización perjudicial de un organismo huésped por una especie extraña. El agente infeccioso, 
o patógeno, interfiere en el funcionamiento normal del huésped y puede conducir a disfunción del tejido, fluido, 
órgano u organismo infectado, e incluso a la muerte. La infección puede estar causada por diversos patógenos, 
incluyendo bacterias, parásitos, hongos, virus, priones y viroides.  
 15 
El diagnóstico de una enfermedad infecciosa puede implicar la identificación del agente infeccioso, directa o 
indirectamente.  
 
La identificación directa de un patógeno puede llevarse a cabo después de un cultivo microbiano. Una muestra 
tomada de tejido o fluido potencialmente afectado por la enfermedad se somete a un ensayo en busca de la 20 
presencia de un agente infeccioso capaz de desarrollarse en un medio de cultivo específico. Por ejemplo, la mayoría 
de las bacterias patógenas se cultivan fácilmente en placas de agar con nutrientes en las que formarán colonias. El 
tamaño, el color, la geometría y la forma de una colonia son características de la especie bacteriana, su composición 
genética específica (su cepa) y el entorno que soporta su crecimiento. Otros ingredientes se añaden a menudo a la 
placa para facilitar la identificación. Las placas pueden contener sustancias que permiten el crecimiento de algunas 25 
bacterias y no de otras, o que cambian de color en respuesta a ciertas bacterias y no a otras. También puede 
utilizarse un cultivo microbiano en la identificación de virus: siendo el medio, en este caso, células que se 
desarrollaron en cultivo que el virus puede infectar, y a continuación alterar o matar. En el caso de la identificación 
viral, una región de células muertas resulta del desarrollo viral, y se denomina una “placa”. Los parásitos eucariotas 
también pueden desarrollarse en cultivo como medio de identificación de un agente particular.  30 
 
La identificación directa de agentes infecciosos también puede depender de ensayos bioquímicos tales como la 
detección de productos metabólicos o enzimáticos característicos de un agente infeccioso particular. Por ejemplo, en 
el caso de infección del torrente sanguíneo por bacterias, pueden secretarse toxinas bacterianas al torrente 
sanguíneo y medirse fácilmente.  35 
 
Los métodos de inmunodiagnóstico son ensayos altamente sensibles, específicos y a menudo extremadamente 
rápidos utilizados para identificar microorganismos. Estos ensayos se basan en la capacidad de un anticuerpo para 
unirse específicamente a un antígeno. Al antígeno, habitualmente una proteína o carbohidrato sintetizado por un 
agente infeccioso, se le une el anticuerpo. Esta unión activa, a continuación, una cadena de sucesos que pueden ser 40 
visiblemente obvios de diversas maneras, dependiendo del ensayo.  
 
También pueden utilizarse métodos basados en PCR para detectar un patógeno si se conoce el genoma del 
patógeno. Pueden generarse cebadores específicos que reconocen una región genómica específica del patógeno y 
amplifican esta región a partir de una muestra obtenida de un paciente.  45 
 
La identificación indirecta de un patógeno puede llevarse a cabo detectando, en una muestra obtenida de un 
paciente, una molécula que es inducida específicamente por el patógeno. Por ejemplo, muchas enfermedades 
infecciosas se diagnostican por la presencia de anticuerpos específicos contra el patógeno en el torrente sanguíneo 
del paciente.  50 
 
Una manera alternativa de detectar una infección que no requiere la identificación del propio patógeno es detectar la 
respuesta del organismo a la infección. De hecho, la infección del torrente sanguíneo habitualmente da como 
resultado una respuesta inflamatoria, como es el caso en septicemia. La septicemia es un síndrome inducido por 
infección caracterizado por un estado inflamatorio generalizado y representa una complicación frecuente en el 55 
paciente quirúrgico (Tsiotou y otros, 2005).  
 
La evaluación de la septicemia depende de diversos parámetros de laboratorio y parámetros hemodinámicos. Sin 
embargo, los cambios de la temperatura corporal, la frecuencia cardiaca y respiratoria y el número de leucocitos (los 
criterios “SIRS”) no son lo bastante específicos para identificar pacientes infectados. Entre muchos parámetros 60 
biológicos, la medición de lactato, saturación venosa central de oxígeno (ScvO2), proteína C reactiva (CRP) y 
procalcitonina (PCT) son de particular interés, (véase Spapen y otros 2006 para una revisión). El documento de 
patente de Estados Unidos No. 5.639.617 describe la cuantificación de PCT para evaluar el desarrollo de 
septicemia. Bensousan y otros (Bensousan y otros, 1996) identifican CRP, PCT e interleuquina 6 (IL6) como 
biomarcadores en el diagnóstico de septicemia. 65 
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El documento de solicitud de patente de Estados Unidos No. 2004/0180396 da a conocer la utilización de otras 
pro-hormonas peptídicas como biomarcadores en el diagnóstico de septicemia.  
 
Hasta la fecha, el diagnóstico de septicemia depende de un panel de parámetros, cuya determinación es costosa y 
requiere tiempo. Además, si la septicemia está acompañada por signos clínicos y de laboratorio de inflamación 5 
sistémica, los pacientes con inflamación causada por causas no infecciosas también pueden presentar signos y 
síntomas similares (Reinhart y otros 2006).  
 
Por lo tanto, sigue existiendo una necesidad de desarrollar un método preciso y específico para diagnosticar 
septicemia que sea independiente del agente infeccioso.  10 
 
CARACTERÍSTICAS DE LA INVENCIÓN  
 
Para satisfacer esta necesidad, se describe un método para detectar septicemia en un paciente, comprendiendo 
dicho método detectar morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma en una muestra biológica 15 
obtenida de dicho paciente.  
 
La presente invención también se refiere a un método para detectar septicemia en un paciente, comprendiendo 
dicho método medir la concentración de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma en una 
muestra biológica obtenida de dicho paciente.  20 
 
La presente invención también se refiere a la utilización de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la 
misma como marcador de septicemia en un paciente.  
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN  25 
 
Definiciones:  
 
Tal como se utiliza en el presente documento, el término “infección” se refiere al proceso patológico causado por la 
invasión de tejido o fluido o una cavidad corporal normalmente estéril por microorganismos patógenos o 30 
potencialmente patógenos.  
 
Tal como se utiliza en el presente documento, la expresión “infección del torrente sanguíneo” se refiere a una 
enfermedad en la que el agente infeccioso está presente en el torrente sanguíneo del paciente.  
 35 
Tal como se utilizan en el presente documento, las expresiones “septicemia”, “septicemia grave” y “choque séptico” 
se utilizan para identificar todo el proceso de la respuesta clínica a la infección. Los pacientes con septicemia 
presentan pruebas de infección y manifestaciones clínicas de inflamación. Los pacientes con septicemia grave 
desarrollan hipoperfusión con disfunción orgánica. El choque séptico se manifiesta mediante hipoperfusión e 
hipotensión persistente.  40 
 
La expresión “morfina endógena” tal como se utiliza en el presente documento tiene su significado general en la 
técnica (véase, por ejemplo, Stefano y otros, 2000). La morfina endógena y metabolitos de origen natural de la 
misma se identificaron en numerosos tejidos de mamífero (Goumon y otros, 2005; Goumon y otros, 2006). Los 
ejemplos de metabolitos de origen natural de morfina son morfina-6-glucurónido (M6G) y morfina-3-glucurónido 45 
(M3G).  
 
En una realización preferente de la presente invención, “un metabolito de origen natural de morfina” es M6G.  
 
La expresión “anticuerpo anti-morfina” se refiere a un anticuerpo o un fragmento del mismo que reconoce a la 50 
morfina o un metabolito de origen natural de la misma.  
 
La expresión anticuerpo “anti-CRP” se refiere a un anticuerpo o un fragmento del mismo que reconoce a la proteína 
C reactiva (CRP).  
 55 
La expresión anticuerpo “anti-procalcitonina” se refiere a un anticuerpo o un fragmento del mismo que reconoce a la 
procalcitonina. 
 
El término “paciente” tal como se utiliza en el presente documento indica un mamífero tal como un roedor, un felino, 
un cánido y un primate. Preferentemente, un paciente según la presente invención es un ser humano.  60 
 
Métodos y kits de diagnóstico:  
 
La presente invención se refiere a un método para detectar septicemia en un paciente, comprendiendo dicho método 
detectar morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma en una muestra biológica obtenida de 65 
dicho paciente.  
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La presente invención se refiere a un método para detectar septicemia en un paciente, comprendiendo dicho método 
medir la concentración de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma en una muestra biológica 
obtenida de dicho paciente.  
 5 
Los ejemplos de muestras biológicas adecuadas para el método de la presente invención incluyen, aunque no se 
limitan a los mismos, sangre completa, suero, plasma, orina, saliva y líquido cefalorraquídeo. Habitualmente, la 
muestra biológica es sangre completa, suero, plasma u orina. Habitualmente, la muestra biológica es suero.  
 
Tal como apreciará el experto en la materia, cuando el método comprende la detección de morfina endógena o un 10 
metabolito de origen natural de la misma en una muestra biológica, la muestra biológica será aquella que está 
desprovista de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma en condiciones normales, es decir, 
en un paciente que no padece infección.  
 
Tal como apreciará el experto en la materia, si el paciente ha recibido un tratamiento que comprende morfina o una 15 
molécula que puede metabolizarse a morfina, tal como codeína, esto puede complicar la determinación de la 
concentración de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma. En una realización preferente de 
la presente invención, el paciente no ha sido tratado con ninguna morfina exógena ni molécula que pueda ser 
metabolizada por el paciente a morfina, tal como codeína.  
 20 
Una vez que la muestra biológica del paciente está preparada, la concentración de morfina endógena o un 
metabolito de origen natural de la misma puede medirse mediante cualquier método conocido en la técnica.  
 
En una realización particular, dichos métodos comprenden poner en contacto a la muestra biológica con un socio de 
unión capaz de interactuar de forma selectiva con morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma 25 
presente en la muestra biológica. El socio de unión puede ser un anticuerpo que puede ser policlonal o monoclonal, 
preferentemente monoclonal. En otra realización, el socio de unión puede ser un aptámero.  
 
Los anticuerpos policlonales de la presente invención o un fragmento de los mismos pueden generarse según 
métodos conocidos administrando el antígeno o epítopo apropiado a un animal huésped seleccionado, por ejemplo, 30 
de cerdos, vacas, caballos, conejos, cabras, ovejas y ratones, entre otros. Diversos adyuvantes conocidos en la 
técnica pueden utilizarse para potenciar la producción de anticuerpos. Aunque los anticuerpos útiles para poner en 
práctica la presente invención pueden ser policlonales, los anticuerpos monoclonales son preferentes.  
 
Los anticuerpos monoclonales de la presente invención o un fragmento de los mismos pueden prepararse y aislarse 35 
utilizando cualquier técnica que posibilite la producción de moléculas de anticuerpo mediante líneas celulares 
continuas en cultivo. Las técnicas para la producción y el aislamiento incluyen, aunque no se limitan a las mismas, la 
técnica de hibridoma descrita originalmente por Kohler y Milstein (1975); la técnica del hibridoma de células B 
humanas (Cote y otros, 1983); y la técnica de hibridoma de EBV (Cole y otros 1985). Por ejemplo, el documento TW 
526269 da a conocer anticuerpos monoclonales contra morfina. Como alternativa, las técnicas descritas para la 40 
producción de anticuerpos de cadena sencilla (véase por ejemplo la patente de Estados Unidos No. 4.946.778) 
pueden adaptarse para producir anticuerpos anti-morfina, de cadena sencilla. Los anticuerpos útiles para poner en 
práctica la presente invención también incluyen fragmentos anti-morfina incluyendo, aunque sin limitarse a, 
fragmentos F(ab')2, que pueden generarse mediante digestión con pepsina de una molécula de anticuerpo intacta, y 
fragmentos Fab, que pueden generarse reduciendo los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab')2. Como 45 
alternativa, pueden construirse bibliotecas de expresión de Fab y/o scFv para permitir la rápida identificación de 
fragmentos que tienen la especificidad para morfina deseada. Por ejemplo, puede utilizarse la presentación en fagos 
de anticuerpos. En dicho método, fragmentos Fv de cadena sencilla (scFv) o Fab se expresan en la superficie de un 
bacteriófago adecuado, por ejemplo M13. En resumen, células esplénicas de un huésped adecuado, por ejemplo de 
ratón, que ha sido inmunizado con una proteína se extirpan. Las regiones codificantes de las cadenas VL y VH se 50 
obtienen de esas células que producen el anticuerpo deseado contra la proteína. Estas regiones codificantes se 
fusionan a continuación a un extremo de una secuencia del fago. Una vez que el fago se ha insertado en un portador 
adecuado, por ejemplo bacterias, el fago presenta el fragmento de anticuerpo. La presentación en fagos de 
anticuerpos también puede proporcionarse mediante métodos combinatorios conocidos por los expertos en la 
materia. Los fragmentos de anticuerpo presentados por un fago pueden utilizarse a continuación como parte de un 55 
inmunoensayo.  
 
En otra realización, el socio de unión puede ser un aptámero. Los aptámeros son una clase de molécula que 
representa una alternativa a los anticuerpos en términos de reconocimiento molecular. Los aptámeros son 
secuencias de oligonucleótidos u oligopéptidos con la capacidad de reconocer virtualmente a cualquier clase de 60 
moléculas diana con alta afinidad y especificidad. Dichos ligandos pueden aislarse a través de Evolución Sistemática 
de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX) de una biblioteca de secuencias aleatorias, como se 
describe en el documento Tuerk C. 1997. La biblioteca de secuencias aleatorias puede obtenerse mediante síntesis 
química combinatoria de ADN. En esta biblioteca, cada miembro es un oligómero lineal, finalmente modificado 
químicamente, de una secuencia única. Las posibles modificaciones, utilizaciones y ventajas de esta clase de 65 
moléculas se han revisado en el documento Jayasena S. D., 1999. Los aptámetos peptídicos comprenden regiones 
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variables de anticuerpos restringidas conformacionalmente presentadas por una proteína plataforma, tal como 
Tiorredoxina A de E. coli, que se seleccionan entre bibliotecas combinatorias mediante dos métodos híbridos (Colas 
y otros, 1996). La solicitud de patente de Estados Unidos No. 2003/0224435 da a conocer la utilización de 
aptámeros para la detección y cuantificación de diversos fármacos, incluyendo morfina, en una muestra biológica.  
 5 
Los socios de unión de la presente invención tales como anticuerpos o aptámeros, pueden marcarse con una 
molécula o sustancia detectable, tal como una molécula fluorescente, una enzima capaz de producir un producto 
coloreado, una molécula radiactiva o cualesquiera otras marcas conocidas en la técnica. En la técnica se conocen 
marcas que generalmente proporcionan (directa o indirectamente) una señal.  
 10 
Tal como se utiliza en el presente documento, el término “marcado”, con respecto al anticuerpo, pretende abarcar el 
marcado directo del anticuerpo o aptámero acoplando (es decir, uniendo físicamente) una sustancia detectable, tal 
como un agente radiactivo o un fluoróforo (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceína (FITC) o ficoeritrina (PE) o 
lndocianina (Cy5), al anticuerpo o aptámero, así como el marcado indirecto de la sonda o anticuerpo (por ejemplo, 
peroxidasa de rábano picante, HRP) mediante reactividad con una sustancia detectable. Un anticuerpo o aptámero 15 
de la presente invención puede marcarse con una molécula radiactiva mediante cualquier método conocido en la 
técnica. Por ejemplo las moléculas radiactivas incluyen, aunque no se limitan a las mismas, un átomo radiactivo para 
estudios escintigráficos tal como I123, I124, In111, Re186, Re188.  
 
Los ensayos mencionados anteriormente generalmente implican la unión del socio de unión (es decir, anticuerpo o 20 
aptámero) en un soporte sólido. Los soportes sólidos que pueden utilizarse en la puesta en práctica de la presente 
invención incluyen sustratos tales como nitrocelulosa (por ejemplo, en forma de membrana o pocillo de 
microvaloración); cloruro de polivinilo (por ejemplo, láminas o pocillos de microvaloración); látex de poliestireno (por 
ejemplo, perlas o placas de microvaloración); fluoruro de polivinilidina; papel diazotizado; membranas de nylon; 
perlas activadas, perlas magnéticamente sensibles y similares.  25 
 
Más particularmente, puede utilizarse un método ELISA, en el que los pocillos de una placa de microvaloración 
están recubiertos con una serie de anticuerpos anti-morfina. Una muestra biológica que contiene o de la que se 
sospecha que contiene morfina o un metabolito de origen natural de la misma se añade a continuación a los pocillos 
recubiertos. Después de un periodo de incubación suficiente para permitir la formación de complejos 30 
anticuerpo-antígeno, la placa o placas pueden lavarse para eliminar restos no unidos y puede añadirse una molécula 
de unión secundaria marcada de forma que pueda detectarse. Se deja que la molécula de unión secundaria 
reaccione con cualquier proteína marcadora de la muestra capturada, la placa se lava y la presencia de la molécula 
de unión secundaria se detecta utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Un método alternativo a ELISA 
implica la adición de una muestra biológica que contiene o de la que se sospecha que contiene morfina o un 35 
metabolito de origen natural de la misma a los pocillos recubiertos además de una cantidad conocida de morfina o 
metabolito de la misma marcado. Después de un periodo de incubación suficiente para permitir la formación de 
complejos anticuerpo-antígeno y la competencia entre moléculas de origen natural marcadas y no marcadas, la 
placa o placas pueden lavarse para eliminar los restos no unidos. La intensidad de la marca obtenida mediante la 
unión de, por ejemplo morfina o metabolito de la misma conjugado a HRP, se detecta utilizando métodos bien 40 
conocidos en la técnica. En esta configuración, que es más sensible que el ELISA común, la disminución de la 
marca está en relación con la cantidad de moléculas naturales presentes en la muestra. En el caso de morfina 
conjugada a HRP, la adición de un sustrato de HRP permitirá la detección. La detección de color se utiliza 
habitualmente pero necesita un tiempo de incubación, mientras que sustancias alternativas obtenidas de luminol 
permiten una detección directa (sin tiempo de incubación) y altamente sensible.  45 
 
La concentración de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma puede medirse utilizando 
técnicas de inmunodiágnóstico convencionales, incluyendo inmunoensayos, tales como ensayos de tipo competitivo, 
de reacción directa o “sándwich”. Dichos ensayos incluyen, aunque no se limitan a los mismos, ensayos de 
aglutinación; inmunoensayos marcados con enzimas y mediados por las mismas, tales como ELISA; ensayos de tipo 50 
biotina/avidina; radioinmunoensayos; inmunoelectroforesis; inmunoprecipitación. Un radioinmunoensayo para 
detectar morfina o un metabolito de origen natural de la misma ha sido comercializado con el nombre 
"COAT-A-COUNT Morphine" por DPC Diagnostic. Kits de ELISA para detectar morfina o un metabolito de origen 
natural de la misma están disponibles en el mercado de lmmunalysis Corporation (Pomona, 91767. California, 
Estados Unidos) con la referencia 213-0192.  55 
 
La medición de la concentración de morfina o un metabolito de origen natural de la misma (con o sin métodos 
basados en inmunoensayos) también pueden incluir separación de los compuestos: HPLC basada en la hidrofobia; 
cromatografía de exclusión por tamaño basada en el tamaño; y afinidad por fase sólida basada en la afinidad del 
compuesto por la fase sólida particular que se está utilizando. Una vez separada, la morfina o un metabolito de 60 
origen natural de la misma puede identificarse en base al “perfil de separación” conocido, por ejemplo, tiempo de 
retención, para ese compuesto y medirse utilizando técnicas convencionales. Por ejemplo, el documento de patente 
de Estados Unidos No. 4.473.640 da a conocer un método para detectar morfina que comprende hidrólisis con una 
beta-glucuronidasa seguida por cromatografía. Goumon y otros (2005) describen la detección de morfina o un 
metabolito de origen natural de la misma mediante HPLC de fase inversa.  65 
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Los compuestos separados pueden detectarse y medirse mediante, por ejemplo, un espectrómetro de masas.  
 
Otros métodos pueden incluir la detección enzimática de morfina o un metabolito de origen natural de la misma. Por 
ejemplo, el documento US 5.298.414 da a conocer un método basado en la oxidación enzimática de morfina a 
morfinona mediante morfina deshidrogenasa, en el que la reacción enzimática está acoplada a un sensor.  5 
 
En una realización, el método de la presente invención puede comprender además una etapa de comparación de la 
concentración de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma con un valor umbral 
predeterminado. Dicha comparación es indicativa de infección. La morfina endógena aumenta durante el desarrollo 
de infección.  10 
 
Un objetivo adicional de la presente invención se refiere a un método para detectar septicemia en un paciente, 
comprendiendo dicho método las etapas de:  
 

(i) medir la concentración de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma en una muestra 15 
biológica obtenida de dicho paciente,  
 
(ii) comparar la concentración de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma medida en la 
etapa (i) con un valor de referencia obtenido de la concentración de morfina endógena o un metabolito de origen 
natural de la misma en una muestra biológica de un sujeto que no padece infección,  20 

 
en el que un nivel elevado de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma en la muestra 
biológica obtenida de dicho paciente en comparación con dicho valor de referencia indica que el paciente padece 
septicemia.  
 25 
Por ejemplo, si la muestra biológica es suero, puede considerarse que el nivel de morfina endógena o un metabolito 
de origen natural de la misma en una muestra de suero es elevado cuando es superior a 0,5 ng/ml, preferentemente 
superior a 1 ng/ml, aún más preferentemente superior a 1,5 ng/ml.  
 
Un objetivo adicional de la presente invención se refiere a la utilización de morfina endógena o un metabolito de 30 
origen natural de la misma como marcador de septicemia en un paciente.  
 
Un objetivo adicional de la presente invención se refiere a la utilización de un kit que detecta morfina endógena o un 
metabolito de origen natural de la misma para diagnosticar septicemia en un paciente.  
 35 
Otro objetivo más de la presente invención se refiere a un kit para detectar septicemia en un paciente, que 
comprende un socio de unión que interactúa de forma selectiva con morfina o un metabolito de origen natural de la 
misma, tal como un anticuerpo anti-morfina como se ha descrito anteriormente y, como mínimo, un anticuerpo 
seleccionado entre el grupo que comprende un anticuerpo anti-CRP y un anticuerpo anti-PCT. El anticuerpo puede 
estar marcado como se ha descrito anteriormente. El kit también puede contener otros reactivos y materiales 40 
necesarios para el protocolo de detección particular envasados adecuadamente, incluyendo matrices de fase sólida, 
su fueran aplicables, y patrones.  
 
El método o el kit de la presente invención también pueden utilizarse en combinación con otros métodos utilizados 
habitualmente para el diagnóstico de septicemia en un paciente.  45 
 
Habitualmente, el método de la presente invención comprende además la etapa de detectar CRP y/o procalcitonina 
en una muestra biológica obtenida de dicho paciente.  
 
Habitualmente, el método de la presente invención comprende además la etapa de determinar la sedimentación de 50 
eritrocitos.  
 
Habitualmente, el método de la presente invención comprende además la etapa de determinar el número de 
leucocitos.  
 55 
El kit contiene un anticuerpo anti-CRP y/o un anticuerpo anti-procalcitonina. Habitualmente, el kit puede permitir la 
detección de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma y la detección de CRP o 
procalcitonina en una única muestra biológica. En una realización, dicha muestra se divide en dos muestras para la 
detección en ensayos paralelos de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma por un lado y la 
detección de CRP o procalcitonina por el otro. En una realización, la muestra se utilizará para la medición múltiple de 60 
ambos marcadores en un único ensayo. En dicha realización, el kit contiene un socio de unión que interactúa de 
forma selectiva con morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma y un anticuerpo anti-CRP o 
anti-procalcitonina que están marcados de una manera que permita su detección simultánea.  
 
Los presentes inventores han demostrado que la morfina endógena es un marcador para septicemia, en contraste 65 
con los marcadores utilizados habitualmente que son elevados en el caso de inflamación. Los niveles de morfina 
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endógena aumentan después de cualquier infección, independientemente del agente infeccioso. La morfina 
endógena o un metabolito de origen natural de la misma, representa una herramienta adecuada para detectar 
septicemia en un paciente.  
 
La presente invención se ilustrará adicionalmente en vista de las figuras y el ejemplo siguientes.  5 
 
LEYENDAS DE LAS FIGURAS  
 

La figura 1 representa la concentración de morfina endógena media ± EEM (Error Estándar de la Media) medida 
en el suero de pacientes infectados y no infectados durante 3 días de monitorización. *: p<0,05 en comparación 10 
con pacientes no infectados. 
 
La figura 2 representa la concentración de morfina endógena media ± EEM medida en el suero de pacientes 
con septicemia (S), septicemia grave/choque séptico (SS/SSH) en comparación con pacientes sanos (sin SIRS 
sin infección, NSNI) durante 3 días de monitorización. *: p<0,05 en comparación con pacientes sanos.  15 
 
La figura 3 representa las concentraciones de morfina endógena individual y media, medidas en el suero de 
pacientes con S, SS y SSH en comparación con donantes sanos (NSNI) y pacientes con SIRS. *: p<0,05 en 
comparación con los grupos de NSNI y SIRS.  

 20 
EJEMPLO  
 
Material y métodos:  
 
ELISA específico de morfina 25 
 
El kit de ELISA específico de morfina de lmmunalysis Corporation se utilizó para la cuantificación de morfina 
endógena presente en extractos de secreción y tejido, así como para la determinación de los niveles de morfina 
endógena en plasma en pacientes con septicemia. La especificidad del ensayo para morfina endógena se confirmó 
ensayando una cantidad diferente de M6G, M3G y codeína (0-50 ng/ml, no se muestran los datos). Para todos los 30 
ensayos, patrones de morfina se diluyeron en el tampón apropiado. 40 µl de sangre, medios de cultivo o suero se 
ensayaron por duplicado.  
 
Preparación y población del estudio  
 35 
Este protocolo de estudio fue aprobado por nuestra junta de revisión institucional para experimentación humana; se 
obtuvo el consentimiento informado por escrito, antes de la inclusión, de cada participante o el representante 
autorizado. 100 pacientes consecutivos ingresados entre julio y septiembre de 2006 en la unidad de cuidados 
intensivos (UCI) del Hospital Hautepierre (Estrasburgo, Francia) fueron considerados posibles candidatos para la 
inclusión. Los criterios de exclusión comprenden insuficiencia renal crónica, hepática o cardiaca anterior (Taupenot, 40 
2003), tratamiento con esteroides en curso (Rozansky, 1994) inhibidores de la bomba de protones y un historial 
médico con tumores neuroendocrinos (Berruti, 2005). Los pacientes con recientes (en 1 mes) múltiples factores de 
estrés, tales como intervenciones quirúrgicas repetidas, fueron excluidos. Los pacientes que recibieron morfina 
exógena antes de la admisión o durante su estancia en la UCI también fueron excluidos.  
 45 
Recogida de datos  
 
Los participantes (n=43) se dividieron en cinco grupo según criterios de ACCP/SCCM: pacientes sin septicemia, sin 
estrés (NSNI, pacientes comatosos después de auto-envenenamiento, que requieren por lo tanto ventilación 
mecánica transitoria; n=5), pacientes con SIRS (Síndrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica) (paro cardiaco fuera 50 
del hospital sin ningún criterio de exclusión ni infección; n=9), pacientes infectados con criterios de septicemia (S; 
n=8), septicemia grave (SS; n=6) o choque séptico (SSH; n=15). Para el diagnóstico de infección, se prestó una 
especial atención a fiebre o hipotermia, cultivos positivos relevantes de laboratorio y examen clínico según la 
definición de infección específica (Levy, 2003). En pacientes con septicemia (S, SS y SSH), las fuentes de infección 
eran los tractos respiratorio, urinario o digestivo. Bacterias Gram negativas estaban implicadas en el 55% de los 55 
casos y bacterias Gram positivas en el 45%. Los pacientes críticamente enfermos (SIRS, SSH) eran más viejos 
(p<0,05) que los controles sanos HC. Entre grupos de pacientes, no existían diferencias con respecto al tiempo 
medio inicial de primera disfunción orgánica desde la admisión o estancia media en la UCI. Los pacientes con SIRS 
y SSH se sometieron significativamente más a menudo a ventilación mecánica en comparación con otros pacientes 
críticamente enfermos (p<0,01). Los pacientes con SSH tenían concentraciones significativamente mayores de 60 
biomarcadores de infección que los controles sanos (p<0,01).  
 
Análisis estadístico de los resultados de pacientes   
 
Los datos se expresan como la media ± EEM. Se utilizó SPSS para el análisis estadístico de datos no paramétricos, 65 
incluyendo tests de Mann-Whitney, análisis de Anova de una vía, test de correlación de Spearman, test exacto de 
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Fisher, análisis de medición repetida y comparaciones de curvas de Característica Operativa del Receptor (ROC) (se 
consideró que p<0,05 era significativo).  
 
Resultados:  
 5 
La cantidad circulante de morfina endógena se midió en el suero de una cohorte de pacientes de cinco grupos: 
pacientes sin septicemia y sin estresar (NSNI, pacientes comatosos después de auto-envenenamiento, que 
requieren por lo tanto ventilación mecánica transitoria), pacientes de SIRS (paro cardiaco fuera del hospital sin 
infección), pacientes infectados con criterios de septicemia (S), septicemia grave o choque séptico (SS y SSH 
respectivamente). Se utilizó ELISA específica de morfina para medir la concentración de morfina endógena presente 10 
en cada suero. Los datos se analizaron en primer lugar para determinar si existe una diferencia entre el suero de 
pacientes infectados y no infectados. Este análisis muestra que la concentración de morfina endógena descubierta 
en el suero de pacientes infectados era significativamente mayor que la concentración descubierta en pacientes no 
infectados (figura 1). Esta concentración era significativamente mayor durante los tres días de monitorización.  
 15 
En una segunda etapa, se analizaron los datos para determinar si existe una diferencia entre donantes sanos (sin 
SIRS y sin infección; NSNI), y pacientes con septicemia (S) y septicemia grave/choque séptico (SS/SSH; figura 2). 
Este análisis reveló que las concentraciones endógenas eran significativamente mayores en pacientes con 
septicemia y septicemia grave/choque séptico que en donantes sanos, durante los tres días de monitorización. No 
se observó ninguna diferencia significativa entre los grupos de septicemia y septicemia grave/choque séptico.  20 
 
Para finalizar, todos los grupos se compararon conjuntamente (día 1) mostrando que las concentraciones 
endógenas aumentan de forma significativa solamente en pacientes con S, SS y SSH en comparación con donantes 
sanos (NSNI) y SIRS (figura 3).  
 25 
Juntos, estos datos indican que la morfina endógena representa un marcador de septicemia.  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método para detectar septicemia en un paciente, comprendiendo dicho método detectar morfina endógena o un 
metabolito de origen natural de la misma en una muestra biológica obtenida de dicho paciente 
 5 
2. Método para detectar septicemia en un paciente, comprendiendo dicho método medir la concentración de morfina 
endógena o un metabolito de origen natural de la misma en una muestra biológica obtenida de dicho paciente. 
 
3. Método, según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho metabolito de origen natural de la misma 
es morfina-6-glucurónido (M6G). 10 
 
4. Método, según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha muestra biológica es una muestra de 
sangre, una muestra de suero, un plasma o una muestra de orina. 
 
5. Utilización de morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma como marcador in vitro de 15 
septicemia en un paciente. 
 
6. Utilización de un kit que detecta morfina endógena o un metabolito de origen natural de la misma para el 
diagnóstico in vitro de septicemia en un paciente. 
 20 
7. Kit que comprende un socio de unión que interactúa de forma selectiva con morfina endógena o un metabolito de 
origen natural de la misma y, como mínimo, un anticuerpo seleccionado entre el grupo que comprende un anticuerpo 
anti-proteína C reactiva (CRP) y un anticuerpo anti-procalcitonina. 
 
8. Kit, según la reivindicación 7, en el que dicho socio de unión que interactúa de forma selectiva con morfina 25 
endógena o un metabolito de origen natural de la misma es un anticuerpo anti-morfina. 
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