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DESCRIPCION
Procedimiento de diagndstico in vitro de cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL.

La presente invencion se refiere a las infecciones asociadas con la presencia de bacterias que pertenecen al género
Staphylococcus y a la especie Staphylococcus aureus productora de leucocidina de Panton-Valentine (conocida por
su abreviatura en inglés PVL, por la expresion Panton Valentine Leukocidin). Mas particularmente, la presente
invencién se refiere a un procedimiento para la determinacion de cepas de Staphylococcus aureus productoras de
PVL por un inmunoensayo de rutina en una muestra biolégica que pueda contener cepas de Staphylococcus aureus.

Las infecciones por cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL son las principales responsables de
infecciones extrahospitalarias. La bacteria Staphylococcus aureus expresa una gran variedad de factores de
virulencia, entre los cuales se encuentra la leucocidina de Panton-Valentine (PVL), que es una citotoxina que
favorece las lesiones tisulares'. La PVL es una toxina presente frecuentemente en cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina y transmisibles extrahospitalariamente (abreviadamente CA- MRSA por la expresion
inglesa « Community acquired methicillin-resistant S. aureus») propagandose en el mundo entero?.

La PVL, asi como ofras leucocidinas es una proteina perteneciente a la familia de las toxinas sinergo-
himenotrépicas. Todas las toxinas de esta familia estan constituidas por dos componentes polipeptidicos, de accion
sinérgica, denominados S y F. La PVL es codificada por dos genes contiguos cotranscritos, lukF-PV'y IukS-PV. La
PVL es una exotoxina porque es excretada en el medio extracelular después de la lisis o no de la bacteria, a
diferencia de las endotoxinas o lipopolisacaridos, que no son liberadas mas durante la destrucciéon de la bacteria
Gram-negativa que las secreta.

Las cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL, son bacterias Gram-positivas, asociadas a determinadas
infecciones humanas, tales como infecciones cutaneas, subcutaneas de tipo forunculos, abscesos, celulitis y
miositis, infecciones osteoarticulares, asi como neumonias necrosantes graves que afectan principalmente a nifios y
adultos jovenes con una tasa de mortalidad de aproximadamente el 70%.

La patogénesis no se conoce completamente, pero varias lineas de evidencia sugieren que la PVL desempefia
una funcién importante en la fisiopatologia de las infecciones por cepas de Staphylococcus aureus productoras
de PVL:

i) la fuerte relacion epidemioldgica con los aislados de S. aureus que sintetizan la PVL y la presentacion clinica
de la infeccién,

ii) la elevada frecuencia de leucopenia, un efecto conocido de la PVL,

ii) las lesiones necréticas del tracto respiratorio, que se asemejan a la necrosis inducida por inyeccion
intradérmica de la PVL en conejos,

iv) la presencia de PVL en el pulmén al que se dirigen las células polimorfonucleares,

v) solo las cepas Productoras de PVL o la PVL purificadas inducen una neumonia necrosante en los modelos
experimentales’.

La deteccion de cepas de S. aureus productoras de PVL se realiza actualmente por ensayos de deteccion de acidos
nucleicos, y principalmente por deteccién de los genes lukF-PV'y lukS-PV, por PCR®.

Dichos ensayos tienen como inconvenientes ser indirectos porque no permiten afirmar que el gen sea funcional y/o
expresado, son caros debido a la necesidad de equipo especifico, poco rapidos y dificiles de realizar. Ademas, en el
contexto de la utilizacion de una PCR, pueden ocurrir problemas de contaminacion.

La detecmon de la PVL ha sido igualmente realizada siempre por inmunodifusion con ayuda de anticuerpos
policlonales®, pero esta técnica se abandoné rapidamente en favor de la deteccion de genes, porque no es facil y
dificilmente estandarizable, de modo que no es una buena herramienta para ser utilizada rutinariamente.

Debido a la gravedad de ciertas infecciones por cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL, es urgente
disponer de un ensayo rapido y sencillo de realizar, que supere las desventajas de los ensayos actualmente
utilizados para la deteccién de cepas de S. aureus productoras de PVL.

La solicitud de patente europea EP 597110 A describe que la deteccion de MRSA puede ser realizada por
inmunoensayos de rutina usando anticuerpos monoclonales anti-PVL. Sin embargo, aunque estos ensayos permiten
superar los inconvenientes anteriores, la especificidad de la deteccion no es suficiente.

La publicacion cientifica de Kasai et al., (Kasai S. et al., 2000, Analytical Chemistry, 72 (23):5761-5765) se refiere al
diagnostico in vitro de cepas de Staphylococcus aureus productoras de leucocidina de Panton-Valentine (PVL) y
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describe un procedimiento para detectar la PVL por un inmunoensayo de rutina sin la etapa preliminar de
desnaturalizacion de la muestra.

Contra toda expectativa, los inventores han demostrado ahora que la especificidad de la deteccién de las cepas de
S. aureus productoras de PVL por un inmunoensayo de rutina podria mejorarse mediante un tratamiento previo de la
muestra biolégica para desnaturalizar la PVL, puesto que los expertos en la técnica saben que, como cualquier
exotoxina, la PVL es sensible a los agentes fisico-quimicos, como la temperaturas.

Por lo tanto, la presente invencién tiene por objeto un procedimiento para el diagnostico in vitro de cepas de
Staphylococcus aureus productoras de leucocidina de Panton-Valentine (PVL) a partir de una muestra biolégica
obtenida de un individuo propenso a ser colonizado o infectado por Staphylococcus aureus, realizandose el
diagnodstico mediante la deteccion de la PVL por un inmunoensayo de rutina, caracterizado porque dicha muestra
bioldgica se trata previamente con el fin de desnaturalizar la PVL.

Por la expresion cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL, se entiende todas las cepas de
Staphylococcus aureus capaces de producir la PVL, a saber, tanto las cepas sensibles a la meticilina
(abreviadamente MSSA por la expresion inglesa methicillin sensible-Staphylococcus aureus) como las resistentes a
la meticilina (MRSA por la expresion inglesa methicillin resistant-Staphylococcus aureus).

Por individuos propensos a ser colonizados por Staphylococcus aureus, se entiende los individuos con riesgo de
poder ser portadores sanos de esta bacteria, tales como el personal de hospitales. Por individuo propenso a ser
infectado por Staphylococcus aureus, se entiende los pacientes que muestran sintomas de infeccién por
Staphylococcus aureus.

Por infeccion por Staphylococcus aureus, se entiende cualquier infeccidon provocada por la presencia de esta
bacteria en un organismo, aunque estas infecciones sean por las cepas de Staphylococcus aureus productoras de
PVL o por cepas de Staphylococcus aureus que no tengan dicha capacidad. Como ejemplo de tales infecciones, se
pueden citar infecciones supurativas de la piel y de los tejidos blandos, infecciones de las vias respiratorias,
infecciones del sistema nervioso central, infecciones de las vias urinarias, infecciones endovasculares y de las
valvulas del corazén e infecciones musculares y Oseas. Tales infecciones y sus sintomas asociados son
ampliamSente conocidos por los expertos en la técnica y se describen por ejemplo en el texto Précis de Bacteriologie
Clinique”.

Por muestra biolégica obtenida de un individuo propenso a ser colonizado o infectado por Staphylococcus aureus, se
entiende cualquier muestra susceptible de contener estas bacterias o bien la PVL excretada, tal como pus, exudado
respiratorio, exudado nasal, orina o hemocultivo.

La muestra bioldgica utilizada en el procedimiento de la invencién puede ser la muestra sin modificar o puede ser un
cultivo bacteriano procedente de esta muestra. El cultivo puede ser realizado en un medio sdélido, tal como una placa
de Petri 0 en un caldo, entendiéndose que el caldo de cultivo puede ser inoculado por dicha muestra o por colonias
de Staphylococcus aureus aisladas previamente de dicha muestra biolégica mediante procedimientos bien
conocidos por los expertos en la técnica, tales como por siembra en placas de Petri. El inmunoensayo se utilizara
entonces o bien directamente sobre el medio sélido o bien en el caldo de cultivo. En general, el cultivo de las
bacterias de interés o de dicha muestra dura alrededor de 24 horas. Cabe sefialar que, cualquiera que sea el cultivo,
el medio de cultivo comprende un agente que favorezca la produccién de PVL, como el medio CCY (medio de
hidrolizado de caseina y extracto de levadura), con o sin el uso de moléculas que permitan una mayor produccién de
PVL, tales como oxacilina y bacitracina en dosis sub-inhibidoras.

Por inmunoensayo, se entiende cualquier inmunoensayo que utilice una pareja de unién capaz de unirse
especificamente a la PVL, ya sea la fraccion LukF de la PVL, la fraccion LukS de la PVL, o bien ambas fracciones
simultaneamente.

Por inmunoensayo de rutina se entiende cualquier inmunoensayo ampliamente utilizado en el laboratorio
rutinariamente. Como ejemplo de los inmunoensayos de rutina se pueden citar ensayos sandwich de tipo ELISA o
inmunocromatograficos (también llamados de flujo lateral) y los ensayos de aglutinacion de particulas, por ejemplo,
particulas de poliestireno. Todos estos ensayos son ampliamente conocidos por los expertos en la técnica. El
ensayo de tipo sandwich se puede realizar en una o varias etapas, es decir, sin una etapa de lavado, o con una o
varias etapas de lavado.

Como ejemplos de parejas de union especifica de PVL se pueden citar anticuerpos, fracciones de anticuerpos,
receptores, mimotopos y cualquier otra molécula capaz de unirse a la PVL.

Los anticuerpos parejas de unién, son por ejemplo, anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos policlonales pueden obtenerse mediante inmunizacién de un animal con la PVL, una fraccion de la
PVL o un péptido de la PVL, seguido por la recuperacion del suero de dicho animal. Los anticuerpos pueden
utilizarse purificados o no en el procedimiento de la invenciéon. La purificacién de los anticuerpos policlonales se
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puede realizar, por ejemplo, por recogida del suero de dicho animal y separacion de los anticuerpos de los otros
constituyentes del suero, principalmente por cromatografia de afinidad en una columna a la que se fija un antigeno
especificamente reconocido por los anticuerpos, principalmente la PVL.

Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener por la técnica de hibridomas, cuyo principio general se describe a
continuacién.

En una primera etapa se inmuniza un animal, generalmente un ratéon (o células cultivadas en el marco de
inmunizaciones in vitro) con la PVL, una fraccion de la PVL o un péptido de la PVL, cuyos linfocitos B son entonces
capaces de producir anticuerpos contra dicho antigeno. Estos linfocitos productores de anticuerpos se fusionan a
continuacion con células mielomatosas "inmortales" (de muridos en el ejemplo) para dar lugar a hibridomas. A partir
de la mezcla heterogénea de las células asi obtenidas, se efectla entonces una seleccion de células capaces de
producir un anticuerpo especifico y de multiplicarse indefinidamente. Cada hibridoma se multiplica en forma de un
clon, conduciendo cada uno a la produccion de un anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente la PVL. Los
anticuerpos pueden purificarse o no en el procedimiento de la invencién. Los anticuerpos monoclonales se pueden
purificar principalmente por la técnica de cromatografia de afinidad descrita anteriormente.

Los anticuerpos monoclonales también pueden ser anticuerpos recombinantes obtenidos por ingenieria genética,
utilizando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Por fragmentos de anticuerpo Utiles para los fines de la invencion, se entienden fragmentos de tipo F(ab'),, Fab,
Fab', scFv de un anticuerpo natural, que han conservado la capacidad de unirse especificamente a la PVL.

El procedimiento de la invencion se realiza preferentemente con las siguientes caracteristicas, tomadas por
separado o en combinacion:

- el inmunoensayo de rutina es un método de tipo sandwich,
- emplea parejas(s) de union especifica(s) de LukS-PV o LukF-PV,
- emplea fragmentos de anticuerpos y, principalmente, el fragmento F(ab')..

En el marco de un ensayo de tipo sandwich que utiliza dos parejas de unién especifica a la PVL se pueden usar, por
ejemplo, dos anticuerpos monoclonales, dos anticuerpos policlonales o sus fragmentos, o un anticuerpo monoclonal
y un anticuerpo policlonal o sus fragmentos. En el marco de un ensayo de aglutinacién de particulas, se utiliza sélo
una pareja de unién especifica a la PVL, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal, en forma
de fragmento o no.

Segun un modo de realizacion particular, el inmunoensayo utiliza al menos un anticuerpo monoclonal anti-PVL.

En el marco de un ensayo de aglutinacién de particulas, la pareja de unién especifica a la PVL se utiliza para la
captura. En el marco de un ensayo de tipo sandwich, se utiliza para la captura y para la deteccion.

Cuando la pareja de union se utiliza como reactivo de deteccion, estd marcada para poner de manifiesto la unién
PVL/pareja de union.

Por marcaje de las parejas de union, se entiende la fijacion de un marcador capaz de generar directa o
indirectamente una sefial detectable. Una lista no exhaustiva de estos marcadores consiste en:

e enzimas que producen una sefal detectable, por ejemplo, por colorimetria, fluorescencia, luminiscencia, como
peroxidasa de rabano silvestre, fosfatasa alcalina, a-galactosidasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,

e cromoforos, tales como compuestos fluorescentes, luminiscentes y colorantes
e moléculas radiactivas como *2P, S o 125I, y
e moléculas fluorescentes, tales como alexa o ficocianinas.

También se pueden usar sistemas de deteccion indirectos, como por ejemplo, ligandos capaces de reaccionar con
un anti-ligando. Las parejas ligando/anti-ligando son bien conocidas por los expertos en la técnica, que es el caso
por ejemplo, de las siguientes parejas: biotina/estreptavidina, hapteno/anticuerpo, antigeno/anticuerpo,
péptido/anticuerpo, azucar/lectina, polinucleétido/polinucledtido complementario. En este caso, es el ligando el que
lleva la pareja de unién. El anti-ligando puede ser detectado directamente por los marcadores descritos en el parrafo
anterior o ser detectado el mismo por un ligando/anti-ligando.

Estos sistemas de deteccion indirectos pueden conducir, bajo ciertas condiciones, a una amplificaciéon de la sefal.

Esta técnica de amplificacion de la sefal es bien conocida por los expertos en la técnica, y se puede hacer
referencia al articulo de J. Histochem. Cytochem®. 45:481-491, 1997.
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Dependiendo del tipo de marcaje utilizado, el experto en la técnica afiadira los reactivos que permitan la
visualizacion del marcaje.

En el caso de los métodos denominados de competicion, la PVL se marca como se ha descrito anteriormente para la
pareja de unién.

La pareja de unién especifica de la PVL, si se utiliza para la captura, es entonces inmovilizada directa o
indirectamente en una fase sélida mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

El tratamiento previo de la muestra utilizada en el procedimiento de la invencién puede ser cualquier tratamiento de
desnaturalizacion de proteinas ampliamente conocido por los expertos en la técnica. Este tratamiento se puede
realizar por ejemplo, por modificacion del pH, por utilizacion de agentes desnaturalizantes quimicos, tales como
urea, dodecilsulfato de sodio (SDS), iones de guanidinio o por calentamiento de la muestra en la que se encuentra la
proteina que se ha de desnaturalizar.

Segun un modo de realizacién, el tratamiento previo de dicha muestra consiste en calentar a una temperatura
comprendida entre 60 y 100°C, durante un periodo de al menos 10 minutos. Preferiblemente, el calentamiento se
realiza a una temperatura comprendida entre 80 y 100°C, incluso preferiblemente entre 90 y 100°C.

Por supuesto el tratamiento previo de la muestra se aplicara a la muestra propiamente dicha cuando el
inmunoensayo de rutina se lleve a cabo en dicha muestra, o se aplicara al cultivo cuando el inmunoensayo se realice
en dicho cultivo.

El procedimiento de la invencién también puede comprender una etapa suplementaria de verificacion de la presencia
de Staphylococcus aureus en dicha muestra biolégica, pudiendo realizarse esta etapa de forma previa o simultanea.
Los procedimientos de deteccidon de estas bacterias son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, el uso de medios que contienen una agente cromdgeno especifico de esta bacteria, tal como se describe
por ejemplo en la solicitud de patente WO 02079486 presentada por una de las firmas solicitante.

De manera similar, el procedimiento de la invenciéon puede comprender una etapa suplementaria que consiste en
determinar si las cepas de Staphylococcus aureus presentes en dicha muestra bioldgica son bacterias resistentes a
la meticilina (MRSA) o sensibles a la meticilina (MSSA), lo que constituye un modo de realizacion particular de la
invencion.

Esta etapa de determinacion de la sensibilidad a la meticilina (MRSA o MSSA) puede ser realizada por
procedimientos ampliamente conocidos por los expertos en la técnica, tales como inmunoensayos que utilizan, por
ejemplo, una pareja de unién especifica para la proteina PBP2', que es una proteina expresada solamente por las
MRSA, ensayos de deteccion del acido nucleico o ensayos microbiolégicos, por ejemplo, que utilizan un medio que
contiene un antibidtico, tal como oxacilina o una cefalosporina, por ejemplo cefoxitina .

La invencién se comprendera mejor con ayuda de los siguientes ejemplos que se dan a modo de ilustracién y no de
limitacion, asi como con ayuda de las Figuras 1 a 3 adjuntas, en las que:

- La Figura 1 es un grafico que muestra los resultados de un ensayo ELISA (Densidad 6ptica (DO) de cada cepa)
para la deteccion de la PVL en muestras bioldgicas que contienen cepas de Staphylococcus aureus productoras
de PVL (PVL+) o no productoras de PVL (PVL-),

- La Figura 2 es un grafico que muestra los resultados de un ensayo ELISA (Densidad éptica (DO) de cada cepa)
para la deteccion de la PVL en muestras bioldgicas que contienen cepas de Staphylococcus aureus productoras
de PVL (PVL+) o no productoras de PVL (PVL-), habiendo sido tratada previamente dicha muestra por
calentamiento para desnaturalizar la PVL, y

- La Figura 3 es un grafico que muestra los resultados de un ensayo ELISA (Densidad 6ptica (DO) de cada cepa)
para la deteccidon de PVL en muestras bioldgicas que contienen cepas de Staphylococcus aureus productoras de
PVL (LY990084, A92007, LUG855) o no productoras de PVL (LY990333, LY991321, RN6911), habiendo sido
tratada previamente dicha muestra por calentamiento (tratamiento 1), por un agente quimico desnaturalizante
(tratamiento 2), por un agente desnaturalizante y por calentamiento (tratamiento 3), correspondiendo el estado 0
a ningun tratamiento previo de la muestra.

Ejemplo 1: Preparacién de anticuerpos anti-PVL

1. Produccién de PVL recombinante

Se produjeron las proteinas LukS His-Tag y LukF His-Tag de secuencias respectivas SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2
usando el vector plVEX de 2,4d (Roche) transformado en una cepa de Escherichia coli BL21 star(DE3) plLys
(Invitrogen) durante un cultivo de 2 litros a 37°C con agitacion, induccion durante 3 horas a 37°C por IPTG (isopropil-
beta-D-tiogalactopiranésido, Eurobio) 1 mM y después un cultivo durante 5 horas mas. El cultivo se repartié en 6
tubos diferentes.
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Cada sedimento celular se recuperd por centrifugacion a 4000 g durante 20 minutos y eliminacion del liquido
sobrenadante. La purificacion de las proteinas recombinantes se realizé usando el kit "The QIAexpressionist" segun
las recomendaciones del proveedor (Qiagen). El sedimento se lis6 con 20 ml de una soluciéon de lisis no
desnaturalizante (Qiagen) a 4°C, y después se conservo durante una noche a -80°C. Después de descongelacion, la
lisis fue seguida por tratamiento con 1 mg/ml de lisozima (Eurobio) durante 1 hora a 4°C antes de un tratamiento
con ultrasonidos en un aparato Vibracell (Bioblock) a 100 vatios, 2 minutos en ciclos de 6 segundos.

La solucion se centrifugd a 10.000 g durante 30 minutos a 4°C. El liquido sobrenadante se puso en contacto con 5
ml de agarosa-NiNTA (Qiagen) durante 3 horas a 4°C con agitacion circular suave. La agarosa se introdujo luego en
una columna de 20 ml (Biorad). La columna se lavd con 200 ml de tampon de lavado "Wash buffer" (Qiagen) y
después se eluyd con imidazol 250 mM como tampén de elucion. Esta purificacion se completdé con una purificacion
en columna de intercambio i6Gnico monoSP (Amersham).

Las proteinas recombinantes se concentraron en un aparato Centricon (Vivaspin), se dializaron contra un tampdn
MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico) 50 mM y se eluyé con un gradiente de NaCl (0 a 1 M). Las proteinas se
dializaron luego contra agua estéril libre de pir6genos.

2. Produccién de anticuerpos monoclonales

Se obtuvieron los anticuerpos monoclonales siguientes:

- anti-LukF: 10D1A10, 16A10A3, 6H10E5 y

- anti-LukS: 2H2H12, 3D9D12, 7C1F9, 7F8D7, 18A4E10
como sigue:
Anticuerpos monoclonales anti-LucF: 10D1A10, 16A10A3, 6H10ES.

Se inmunizaron ratones segun el protocolo siguiente: en el dia 0 inyeccion intraperitoneal de 10 ug de proteina
recombinante LukF en presencia de adyuvante completo de Freund. Los dias 14 y 28, nueva inyeccion
intraperitoneal de la misma cantidad de proteina recombinante LukF en presencia de adyuvante incompleto de
Freund. Cuatro dias antes de la fusion se les puso una inyeccién intravenosa de 50 ug de antigeno LukF diluido en
solucidn salina fisioldgica.

Se cribaron 1600 liquidos sobrenadantes por la técnica ELISA indirecto. Las placas fueron "revestidas" con 100 ul de
antigeno (proteina recombinante LukF) a 1 ug/ml en tampdn PBS, pH 7,2. Las placas "revestidas" se incubaron
durante una noche a la temperatura de 18-22°C. Las placas se saturaron con 200 yl de PBS-1% de leche y se
incubaron durante 1 hora a 37°+/-2°C. Se afiadieron 100 pl de liquidos sobrenadantes o liquido ascitico diluidos en
tampon PBS-Tween 20 al 0,05% vy las placas se incubaron durante 1 hora a 37°+/-2°C. Se afiadieron 100 pl de
anticuerpo policlonal de cabra anti-Ig (H+L) de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immunoresearch ref.:
115-055-062), diluido 1/2000 en tampdn PBS-BSA al 1% y las placas se incubaron a continuacion durante 1 hora a
37°+/-2°C. 100 pl de PNPP (Biomérieux, ref.: 60002990) con una concentracion de 2 mg/ml en DEA-HCI (Biomérieux
ref.: 60002989), pH = 9,8. Las placas se incubaron durante 30 minutos a 37°+/-2°C. La reaccion se bloqued
mediante la adicion de 100 yl de NaOH 1N. Se realizaron tres lavados entre cada etapa con 300 pul de tampén PBS-
Tween 20 al 0,05%. Se realizé un lavado adicional en agua destilada antes de afiadir el PNPP.

72 liquidos sobrenadantes dieron positivos en ELISA indirecto con una DO > 0,6. Después de los ensayos de
especificidad se produjeron los tres anticuerpos antes citados.

Anticuerpos monoclonales anti-LucS: 2H2H12, 3D9D12, 7C1F9, 7F8D7, 18A4E10.

Se inmunizaron ratones segun el protocolo siguiente: en el dia 0 inyeccion intraperitoneal de 10 pg de proteina
recombinante LukS en presencia de adyuvante completo de Freund. Los dias 14 y 28 nueva inyeccion
intraperitoneal la misma cantidad de proteina recombinante LukS en presencia de adyuvante incompleto de Freund.
Cuatro dias antes de la fusion, se les puso una inyeccién intravenosa de 50 ug de proteina recombinante LukS
diluida en solucién salina fisiolégica.

Se cribaron 1800 liquidos sobrenadantes por la técnica ELISA indirecto. Las placas fueron "revestidas" con 100 ml
de proteina recombinante LukS a 1 pg/ml en tampoén PBS, pH 7,2. Las placas "revestidas" se incubaron durante una
noche a la temperatura de 18-22°C. Las placas se saturaron con 200 pl de PBS-1% de leche y se incubaron durante
1 hora a 37°+/-2°C. Se afiadieron 100 ml de liquidos sobrenadantes o liquido ascitico diluidos en tampon PBS-
Tween 20 al 0,05% y las placas se incubaron durante 1 hora a 37°+/-2°C. Se afiadieron 100 pl de anticuerpo
policlonal de cabra anti-lg (H+L) de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immunoresearch ref.: 115-055-
062), diluido 1/2000 en tampon PBS-BSA al 1% y las placas se incubaron a continuacién durante 1 hora a 37°+/-2°C.
Se afiadieron 100 pl de PNPP (Biomérieux, ref.: 60002990) a la concentracién de 2 mg/ml en DEA-HCI (Biomérieux,
ref.. 60002989), pH = 9,8. Las placas se incubaron durante 30 minutos a 37°+/-2°C. La reaccidén se bloqued
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mediante la adicion de 100 yl de NaOH 1N. Se realizaron tres lavados entre cada etapa con 300 pl de tampon PBS-
Tween 20 al 0,05%. Se realizé un lavado adicional con agua destilada antes de afadir el PNPP.

51 liquidos sobrenadantes dieron positivos en ELISA indirecto con una DO > 0,6. Después de los ensayos de
especificidad se produjeron los cinco anticuerpos antes citados.

3. Produccién de anticuerpos policlonales

3.1. Produccién de anticuerpos policlonales anti-LukS

Se obtuvieron los anticuerpos policlonales anti-LukS n°® 173/89 y 176/89 del modo siguiente:

En el dia 0, conejos (New Zealand White) recibieron una inyeccion intradérmica de 200 pg de péptido sintético de
LukS-PV de la secuencia CSGHDPNLFVGYKPYSQN (SEQ ID NO: 3) acoplado por su N terminal con KLH
(hemocianina de lapa bocallave) (Agro-Bio). Los dias 14, 28, 42 y 81, los conejos recibieron una nueva inyeccion
subcutanea de la misma cantidad de péptido sintético acoplado a KLH. Se tomé suero de los animales los dias 0, 49
y 89. Los sueros de los conejos tomados en el dia 89 se purificaron por cromatografia de afinidad respecto a dicho
péptido sintético. Para esto, dicho péptido se introdujo en una columna de 1 ml de Hi-Trap-Sepharose segun las
recomendaciones del fabricante (Amersham-Pharmacia). El suero se diluyé a la mitad en tampén PBS, pH 7,4, y
luego se inyectd a razén de 1 ml/minuto en la columna. Después de lavado con PBS, pH 7,4, seguido por elucion
con mezcla de glicina 50 mM/HCI, pH 3, las fracciones eluidas se neutralizaron inmediatamente y se dializaron
contra PBS 0,15 M, pH 7,4.

3.2. Produccién de anticuerpos policlonales anti-LukF.

Se obtuvieron los anticuerpos policlonales anti-LukF como sigue:

En el dia 0, conejos (New Zealand White) recibieron una inyeccion intradérmica de 200 ug de péptido sintético de
LukF-PV de la secuencia CNFNWIGNNYKDENRATHTS (SEQ ID NO: 4) acoplado por su N-terminal con KLH
(hemocianina de lapa bocallave) (Agro-Bio). Los dias 14, 28, 42 y 81, los conejos recibieron una nueva inyeccion
subcutanea de la misma cantidad del péptido sintético acoplado a KLH. Se tomd suero de los animales los dias 0, 49
y 89. Los sueros de conejos tomados el dia 89 se purificaron por cromatografia de afinidad respecto a dicho péptido
sintético. Para esto, dicho péptido se acoplé a una columna de 1 ml de Hi-Trap-Sepharose segun las
recomendaciones del fabricante (Amersham-Pharmacia). El suero se diluy6 a la mitad en tampon PBS, pH 7,4, y
luego se inyectd a razén de 1 mi/minuto en la columna. Después de lavado con PBS, pH 7,4, seguido por elucion
con mezcla de glicina 50 mM/HCI, pH 3, las fracciones eluidas se neutralizaron inmediatamente y se dializaron
contra PBS 0,15 M, pH 7,4.

4. Produccion y acoplamiento de fragmentos de anticuerpos

Se llevd a cabo la digestion de los anticuerpos policlonales anti-LukS 173/89 y 176/89 con pepsina fijada sobre
agarosa durante 1 hora 30 minutos, a pH 3,5 a 37°C para eliminar su fragmento Fc y obtener asi los fragmentos
F(ab')z.

Se marcaron estos fragmentos con peroxidasa como sigue: los fragmentos F(ab'), se dializaron contra tampén de
carbonato, pH 9,6, y se acoplaron a peroxidasa (Roche) previamente oxidada por NalOg4, 2 horas a 18-25°C con una
relacion de 1 mol de F(ab'), por 2 moles de peroxidasa. El acoplamiento se bloqued luego por NaBH4 durante 1 hora
a 2-8°C y luego el producto se dializé contra el tampon PBS con conservantes.

A continuacién se marcaron con biotina como sigue: los fragmentos F(ab'), se dializaron contra el tampon de
carbonato, pH 8,3, y se acoplaron a biotina-NHS (Roche) durante 1 hora a 18-25°C con una relacion de 1 mol de F
(ab')2 por 10 moles de biotina. El acoplamiento se bloqued por lisina, 20 minutos a 18-25°C, y el producto se dializd
contra PBS + azida.

Ejemplo 2: Diagnéstico de cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL

1. Preparacion de la muestra bioldgica.

Las cepas clinicas de Staphylococcus aureus se precultivaron en agar-agar GP (Difco: peptona 10 g/l, extracto de
levadura 5 g/l, agar-agar 17 g/I; Sigma: NaCl 5 g/l, glucosa 1 g/l). Después de 18 horas a 37°C, se comprobd la
pureza antes de la siembra de algunas colonias (aproximadamente 107 UFC/ml) en 5 ml de medio CCY (Difco:
extracto de levadura 30 g/l, casaminoacidos 20 g/l; Sigma: Na;HPO.. 2H,0 3,11 g/l, KH2PO4 0,41 g/l, acido pirtivico
23 g/l) en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 25 ml. Después de cultivo durante 18 horas a 37°C con agitacion, los
liquidos sobrenadantes del cultivo se recogieron después de centrifugacion (8000 g, 4°C, 10 minutos), y luego se
conservaron durante un corto tiempo a 4°C o a -20°C antes de su utilizacion.

Cada cepa recibié un codigo de identificacion (A o LY seguido por 6 niumeros) y se denominé "+" si se producia PVL
0 "-" si no se producia.
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2. Ensayo ELISA

Los pocillos de placas ELISA (Greiner, 100 ul/pocillo) fueron revestidos con anti-LukS 18A4E10 por incubacién con
una solucién de este anticuerpo diluido en PBS (PBS Sigma, pH 7,4; azida de sodio al 0,1%) a 10 pug/ml durante 18
horas a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C). Después de 5 lavados con tampon PBS-Tween 20 (aparato
ImmunoWash 1575 Biorad), la placa se saturé con una solucién de PBS-Tween (0,05%) - 10% de leche - 0,5% de
BSA (Sigma) durante 2 horas a temperatura ambiente (150 pl/pocillo).

Después de 5 lavados con PBS-Tween (0,05%), los liquidos sobrenadantes de cultivo se incubaron durante 75
minutos a 37°C.

Después de 5 lavados con PBS-Tween (0,05%), la solucién de anticuerpos de conejo 176-89, fragmento F(ab').
marcado con peroxidasa, diluido 1/100 en PBS-Tween - 5% de leche, se incub6 durante 75 minutos a 37°C.
Después de 5 lavados con PBS-Tween se afadieron 75 pl solucion de TMB (sustrato de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina,
Sigma) y la placa se incubd durante 30 minutos en la oscuridad. La reacciéon se detuvo mediante la adicién de 75 pl
de H2SO4 1N. La lectura de las placas (DO) se realizé a 450 nm con un lector MicroPlaque Reader 680 (Biorad).

3. Resultados
Los resultados se presentan en la Figura 1 que es un grafico que muestra la DO de cada cepa.

Los resultados muestran que, entre las 15 cepas PVL+, 12 cepas se detectan bien y que, entre las 14 cepas PVL-,
se observaron 3 resultados positivos falsos.

Estos resultados muestran claramente que se pueden diferenciar las cepas PVL+ de las cepas PVL-, con ayuda de
un de inmunoensayo de rutina, pero que dicho ensayo carece de especificidad.

Ejemplo 3: Diagnéstico de cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL después del tratamiento
previo de la muestra biolégica por calentamiento

1. Tratamiento de la muestra

Se procedid al tratamiento por calentamiento a 95°C de muestras bioldgicas, tales como las preparadas en el
Ejemplo 2, durante tiempos que varian de 10 a 30 minutos y se determiné su DO segun el protocolo descrito en el
Ejemplo 2.

Los resultados de DO se dan en la Tabla 1 a continuacion que muestra que se obtiene una desnaturalizacion de la
PVL después de 10 minutos de tratamiento.

Tabla 1
N° de las cepas PVL |Sin calentamiento| Calentamiento de | Calentamiento de | Calentamiento de
10 minutos 20 minutos 30 minutos
LY990179 + 0,839 2,126 2,76 >3
A960420 + 1,73 2,844 >3 >3
A990438 - 1,545 0,852 0,25 0
A980642 + 0,458 1,364 2,325 >3
LY990301 - 2,123 0,105 0 0
HT20020275 + 0,729 2,269 >3 >3
LY990333 - 0,615 0,202 0 0
HT20040540 + 1,178 >3 >3 >3

2. Ensayo ELISA

Se repitié el modo operativo descrito en el Ejemplo 2, punto 2 anterior, excepto que se utilizaron los liquidos
sobrenadantes de cultivo de 29 cepas (15 PVL+ y 14 PVL-) previamente tratados a 95°C durante 1 hora.

3. Resultados
Los resultados se muestran en la Figura 2 que es un grafico que da la DO de cada cepa.

Los resultados muestran que todas las cepas PVL+ se identifican por el procedimiento de la invenciéon con un nivel
de DO suficientemente alto como para hacer una distincion con las cepas PVL-.

El tratamiento previo permite, por lo tanto, mejorar la especificidad del procedimiento de la invencion.
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Ejemplo 4: Diagnéstico de cepas de Staphylococcus aureus productoras de PVL después del tratamiento
previo de la muestra bioldgica por varios tipos de tratamiento de desnaturalizacién

1. Tratamiento de la muestra

Se utilizaron tres cepas clinicas PVL+ (LY990084, A92007, LUG855) y tres cepas clinicas PVL- (LY990333,
LY991321, RN6911), las cuales se sometieron a los tratamientos siguientes:

- ausencia de tratamiento (0),
- desnaturalizacion por calentamiento a 95°C durante 1 hora (1),

- desnaturalizacion por acido KH2PO4 0,1 M final durante 30 minutos con vortice, y luego neutralizacion
mediante la adicion de NaOH (2),

- desnaturalizaciéon mixta por acido KHxPO4 o1 M final durante 10 minutos con vértice y, luego ebullicion
durante 10 minutos a 95°C, seguido por neutralizacion con NaOH (3).

2. Ensayo ELISA

Se repiti6 el modo operativo descrito en el Ejemplo 2, excepto que se utilizaron las cepas tratadas previamente
segun el punto 1 anterior y una solucién de anticuerpos de conejo 176-89, fragmento F(ab'); marcado con
peroxidasa, diluido 1/1000 en tamp6n PBS-Tween - 5% de leche.

3. Resultados
Los resultados se presentan en la Figura 3 que es un grafico que muestra la DO de cada cepa.

Los resultados muestran que todas las cepas PVL- tenian valores de la DO comprendidos entre 0,09 y 0,181,
independientemente del tratamiento de la muestra.

Para las cepas PVL+, los valores de la DO son mas altos que los de las cepas PVL- después del tratamiento. El
aumento de la DO obtenido por tratamiento quimico, tratamiento térmico y por combinacién de los dos es
estadisticamente significativo (p = 0,024, p <0,001, p = 0,018, respectivamente), aunque el tratamiento térmico
aparece en estas condiciones el mas eficiente.

El tratamiento previo permite, por lo tanto, mejorar la especificidad de un inmunoensayo de rutina.

Ejemplo 5: Demostracidon de la deteccién temprana de bacterias Staphylococcus aureus productoras de PVL
por utilizacién del procedimiento de la invencién

1. Preparacion de la muestra biolégica

Se cultivaron previamente cuatro cepas clinicas de S. aureus (2 cepas PVL+ y 2 cepas PVL-) segun el modo
operativo descrito en el Ejemplo 2. Las colonias se utilizaron para realizar una siembra rica de 5 ml de medio CCY
en un matraz Erlenmeyer de vidrio de 25 ml. El medio de cultivo se recogié inmediatamente después de la
inoculacion, y luego, sucesivamente, 1h, 2h, 3h y 18h después de incubacién a 37°C con agitaciéon. Después de
centrifugacién (8000 g, 4°C, 10 minutos) se recuperaron los liquidos sobrenadantes de cultivo y luego se
conservaron durante un corto periodo de tiempo a 4°C o0 a -20°C antes de su uso. Las muestras se trataron por
calentamiento como se ha descrito en el Ejemplo 3.

2. Ensayo ELISA

Se repitio el modo operativo descrito en el Ejemplo 2, punto 2 anterior, excepto que se utilizaron los liquidos
sobrenadantes de cultivo de cepas previamente tratadas como se ha descrito en el punto 1 anterior.

3. Resultados

Los resultados de DO se presentan en la Tabla 2 que muestra que la PVL puede ser detectada muy rapidamente
con el procedimiento de la invencion (deteccion clara a las 2 horas del cultivo).

Tabla 2
Tiempo de cultivo
N° de las cepas TO |T1hora|T 2horas|T 3 horas|T 18 horas
A890097 PVL+ | 0,161 | 1,116 >3 >3 >3
A920007 PVL+ | 0,083 | 0,975 2,57 >3 >3
LY990301 PVL- 0 0 0 0 0
LY990333 PVL- 0 0 0 0 0
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Ejemplo 6: Demostracion de la deteccion temprana de la PVL en muestras biolégicas por utilizacion del
procedimiento de la invencion

1. Preparaciéon de la muestra bioldgica

Las muestras clinicas son aspirados broncopulmonares, liquidos bronco-alveolares y pus de abscesos cutéaneos o
de supuracion profunda de pacientes que presentan infecciones por S. aureus, ya sea por cepas PVL+ o por cepas
PVL-. Estas muestras se conservaron a -20°C antes del andlisis por utilizacién del procedimiento de la invencion.
Después de descongelacion a temperatura ambiente, las muestras se homogeneizaron por agitacion con vortice
durante 15 minutos. Después de centrifugacién (10 minutos a 4000 rpm a 15°C), el liquido sobrenadante se transfirid
a un tubo Eppendorf, y luego se desnaturalizé durante 1 hora a 95°C.

Para muestras muy viscosas estas se diluyeron primeramente al doble con tampén PBS, pH 7,4, y luego se agitaron
con vortice durante 15 minutos. Después de centrifugacion (10 minutos a 4000 rpm a 15°C), el liquido sobrenadante
se transfirié a un tubo Eppendorf, y luego se desnaturalizé durante 1 hora a 95°C.

En caso de liquido sobrenadante viscoso, se diluyé al doble con n-heptano (Merck) y se agité de nuevo con vortice
durante 10 minutos. Después de centrifugacién (10 minutos a 4000 rpm a 15°C), se eliminé completamente la fase
superior que correspondia al n-heptano y la fase inferior se transfirié a otro tubo Eppendorf para ser desnaturalizada
durante 1 hora a 95°C.

2. Ensayo ELISA

Se repitié el modo operativo descrito en el Ejemplo 2, punto 2 anterior, excepto que se utilizaron las muestras
bioldgicas tratadas como se ha descrito en el punto 1 anterior.

3. Resultados

Los resultados de la valoracion de la PVL se dan en las Tablas 3 y 4 que muestran que la PVL puede ser detectada
directamente en muestras bioldgicas, independientemente de la sensibilidad de la cepa a la meticilina, y que no
existen positivos falsos (en ninguna muestra con cepas PVL- se detecta la PVL). Ademas, el tratamiento previo de la
muestra por n-heptano no altera la deteccién de la PVL.

Tabla 3
Muestra Tipo de muestra Tratamiento previo Cepa* Cantidad de PVL

L , (pg/ml)
17 Lavado bronco alveolar no PVL+ <0,05
13 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
18 Minilavado bronco alveolar no PVL- <0,05
22 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
11 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
8 Aspiracion bronquial PBS + n-Heptano PVL- <0,05
16 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
10 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
19 Escupitajo no PVL- <0,05
14 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
15 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
12 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
7 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
5 Aspiracion bronquial no PVL- <0,05
23 Liquido articular no PVL- <0,05
20 Liquido peritoneal no PVL- <0,05
4 Liquido de drenaje no PVL+ <0,05
2 Absceso no PVL+ 1
3 Absceso no PVL- <0,05
1 Liquido de drenaje no PVL- <0,05
5 Aspiracion bronquial PBS PVL+ 1,2
5 Aspiracion bronquial PBS+ n-Heptano PVL+ 1,2
6 Aspiracion bronquial PBS+ n-Heptano PVL+ 1,2
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*La pertenencia a PVL- o PVL+ se puso de manifiesto por la deteccion de la presencia por PCR de los
genes LukS-PV y LukF-PV que codifican la PVL en el seno de aislados de S. aureus por los métodos
descritos por Vadenesch et al®

Tabla 4
Muestra Cepa* Concentracion de Deteccion del gen

Lavado broncoalveolar PVL+ 0,99 0
Lavado broncoalveolar PVL+ 1,07 0
Lavado broncoalveolar PVL+ 20,18 0
Escupitajo PVL- 0,00 1
Escupitajo PVL- 0,00 1
Lavado broncoalveolar PVL- 0,00 1
Escupitajo PVL- 0,00 1

Lavado broncoalveolar PVL- 0,00 ND
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Lavado broncoalveolar PVL- 0,00 0
Aspirado bronquial PVL- 0,00 1
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Aspirado bronquial PVL- 0,00 1
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Pneumonia Escupitajo PVL- 0,00 0
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0

Aspirado bronquial PVL- 0,00 ND
Aspirado bronquial PVL- 0,00 1
Aspirado bronquial PVL- 0,00 0
Absceso PVL+ >1 0
Absceso PVL+ 0,42 0
Absceso PVL+ >1 1
Absceso PVL+ >1 0
Absceso PVL+ 1,20 0
Absceso PVL+ 1,00 0
Absceso PVL+ 1,30 0
Absceso PVL+ 1,50 1
Absceso PVL+ 1,82 0
Absceso PVL+ >2 0
Absceso PVL+ 0,92 0
Infeccid la piel Absceso PVL+ >2 0
nfeccion de la pie Absceso PVL+ 0,27 0
Absceso PVL+ >2 0
Absceso PVL+ 1,72 0

11
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Tabla 4 (continuacion)

Muestra Cepa * Concentracion de Deteccion del gen
Absceso PVL+ 1,41 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 1
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 1
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0
Infeccion de la piel Absceso PVL- 0,00 0
Absceso PVL- 0,00 0

*La pertenencia a PVL- o PVL+ se puso de manifiesto por la deteccién de la presencia por PCR de los genes LukS-
PV y LukF-PV que codifican la PVL en el seno de aislados de S. aureus segun los métodos descritos por Vadenesch

et al’.

** La deteccion del gen mecA que codifica la resistencia a la meticilina en el seno de aislados de S. aureus se realizd
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de diagndstico in vitro de cepas de Staphylococcus aureus productoras de la leucocidina de
Panton-Valentine (PVL) a partir de una muestra bioldgica obtenida de un individuo propenso a ser colonizado o
infectado por Staphylococcus aureus, realizandose el diagnéstico por deteccion de la PVL por un inmunoensayo
de rutina, caracterizado porque dicha muestra bioldgica se trata previamente para desnaturalizar la PVL.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el inmunoensayo de rutina es un método de tipo
sandwich.

Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el inmunoensayo utiliza al menos un
anticuerpo monoclonal anti-PVL.

Procedimiento segun la reivindicacion 2 o 3, caracterizado porque el método de tipo sandwich es un ensayo
ELISA.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el tratamiento previo
consiste en un calentamiento a una temperatura comprendida entre 60 y 100°C, durante un periodo de al menos
10 minutos.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el tratamiento
previo consiste en un calentamiento a una temperatura comprendida entre 60 y 100°C y una duracién
comprendida entre 10 y 30 minutos.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el tratamiento previo
consiste en la desnaturalizacion de la PVL por un acido.

Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el acido es KHoPO,.

Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque comprende una etapa
adicional que consiste en determinar si las Staphylococcus aureus presentes en dicha muestra bioldgica son
bacterias resistentes a la meticilina (MRSA) o sensibles a meticilina (MSSA).
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