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DESCRIPCIÓN 

Identificación de resistencia a antibióticos usando antibióticos marcados 

El objeto de la presente invención es un método para la detección de una resistencia a antibióticos en un 
microorganismo. 

La caracterización de microorganismos en procedimientos de diagnóstico rutinarios engloba la determinación de la 5 
identidad de una especie y su sensibilidad frente a antibióticos. Con el fin de conseguir esto, es necesario tomar los 
microorganismos de su entorno y enriquecerlos en un entorno selectivo para la identificación separada (ID) y ensayo 
de sensibilidad a antibióticos (AST). Actualmente, la AST/ID de microorganismos se consigue identificando la 
presencia o ausencia de una matriz de características bioquímicas y la capacidad (o incapacidad) de crecer en 
presencia de antibióticos. Alternativamente, puede extraerse el ADN de una muestra y entonces se ensaya el ADN 10 
combinado para la presencia/ausencia de secuencias específicas utilizando técnicas de amplificación génica. Esto 
puede señalar la presencia de un organismo en la muestra. Igualmente, puede detectarse en la muestra la presencia 
de un gen que codifica resistencia a antibióticos. Por definición, la extracción de ADN directamente de una muestra 
da lugar a ADN combinado a partir de una mezcla desconocida de células. Sólo se pueden conseguir resultados 
inequívocos si el ADN se extrae de una colonia pura. 15 

Staphylococcus aureus es una de las causas más comunes de infecciones nosocomiales o comunitarias, que dan 
lugar a enfermedades graves con altas proporciones de morbilidad y mortalidad. En los últimos años, el incremento 
en el número de cepas bacterianas que muestran resistencia a Staphylococcus aureus resistente a meticilina 
(MRSA) se ha convertido en un problema clínico y epidemiológico grave porque este antibiótico (o análogo) se 
considera la primera opción en el tratamiento de infecciones por staphylococci. La resistencia a este antibiótico 20 
implica resistencia a todos los antibióticos ß-lactama. Por estas razones, tiene una importancia clave la exactitud y 
prontitud en la detección de resistencia a meticilina para asegurar un tratamiento con antibiótico correcto en 
pacientes infectados así como para controlar aislados de MRSA en entornos hospitalarios, para evitar su 
diseminación. 

Las cepas de MRSA portan el gen mecA, que codifica una proteína PBP2 modificada (PBP2' o PBP2a) con baja 25 
afinidad para meticilina y todos los antibióticos ß-lactama. La expresión fenotípica de resistencia a meticilina puede 
alterarse dependiendo de las condiciones de crecimiento para S. aureus, tales como temperatura u osmolaridad del 
medio, y esto puede afectar la exactitud de los métodos usados para detectar resistencia a meticilina (1). Las cepas 
bacterianas hetero-resistentes pueden evolucionar a cepas totalmente resistentes y, por lo tanto, pueden 
seleccionarse en aquellos pacientes que reciben antibióticos ß-lactama, causando así un fracaso terapéutico. Desde 30 
un punto de vista clínico, deberían considerarse, por lo tanto, completamente resistentes. 

Existen varios métodos para detectar resistencia a meticilina (1,9) incluyendo métodos clásicos para determinar una 
concentración inhibidora mínima MIC (difusión en disco, Etest, o dilución de caldo), técnicas de cribado con medio 
de cultivo sólido que contiene oxacilina, y métodos que detectan el gen mecA o su producto proteico (proteína 
PBP2') (3,4). La detección del gen mecA se considera como el método de referencia para determinar resistencia a 35 
meticilina (1). Sin embargo, muchos laboratorios a lo largo del mundo no tienen los fondos requeridos, la capacidad 
o el personal experimentado requerido para proporcionar ensayos moleculares para detectar aislados de MRSA. Por 
lo tanto, es esencial, que se incorporen otros métodos de cribado, más útiles, en la práctica clínica rutinaria. 
Además, la presencia de resistencia a antibióticos tiene su relevancia a varios niveles, todos los cuales tienen 
significancia clínica 40 

1. Presencia de un gen que confiere resistencia, tal como mecA, mef(E), 

2. Presencia de un gen represor que inhibe la expresión fenotípica de dicho mecanismo de resistencia, por 
ejemplo, represor MecA 

3. Mecanismos de resistencia múltiples; por ejemplo, resistencia a Macrólidos mediante la modificación del sitio 
de unión ribosomal y presencia de mecanismo(s) de eflujo. 45 

4. Nivel de expresión de dicho mecanismo de resistencia regulado a través de la transcripción y traducción 
detectable como el fenotipo 

Las técnicas de cultivo actuales requieren el aislamiento de una colonia discreta y la identificación posterior y ensayo 
de resistencia, asumiendo que una única colonia deriva de una única célula y, por lo tanto, se considera pura. En la 
realidad, sin embargo, la generación de una colonia pura a partir de una muestra clínica, en la que los patógenos 50 
viven frecuentemente en comunidades de bio-película, no puede garantizarse. Igualmente, usando tecnologías de 
amplificación, se extraen y se amplifican secuencias de ácido nucleico de múltiples células y, por lo tanto, pueden 
dar lugar a resultados positivos falsos. Sólo si la identificación y resistencia pueden llevarse a cabo y leerse en 
células individuales, es posible una visión verdadera del patógeno invasor. 
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Un amplio rango de antibióticos porta un grupo amino primario. Es muy conocido en la técnica que reactivos tales 
como Isotiocianato de fluoresceína (FITC), Fluoresceína-éster de N-hidroxisuccinimida reaccionarán fácilmente con 
dichas aminas primarias. 

La diseminación creciente de resistencia a antibióticos tanto en sistemas comunitarios como sanitarios necesita la 
precisión y velocidad de la biología molecular. Sin embargo, la complejidad y coste de estos ensayos prohíbe la 5 
aplicación generalizada en un entorno de ensayo rutinario. 

Teniendo en cuenta las dificultades en la identificación de un microorganismo y su resistencia potencial frente a un 
antibiótico en una muestra biológica, es deseable poder identificar rápidamente un patógeno directamente a partir de 
una muestra sin cultivo ni amplificación y, además, poder detectar o excluir la presencia de resistencia frente a un 
antibiótico elegido. 10 

Es la intención de esta invención proporcionar una solución permitiendo de manera simultánea la identificación y 
ensayo de resistencia a nivel celular. Esto reduce la complejidad de los ensayos de manera que puede hacerse una 
asignación inequívoca de un fenotipo para células individuales. Los ensayos se diseñan para reducir el tiempo de 
manejo y de obtención de resultados para permitir programas de cribado tales como el cribado de todos los 
pacientes entrantes por ejemplo para MRSA. 15 

Un primer objeto de la presente invención es así un método para la detección de una resistencia a antibióticos en un 
microorganismo particular en una muestra biológica, que comprende las etapas: 

(a) proporcionar un antibiótico marcado, 

(b) poner en contacto el antibiótico marcado con una muestra biológica que comprende el microorganismo en 
condiciones que permitan la unión del antibiótico marcado a su sitio de unión en el microorganismo, 20 

(c) detectar el antibiótico marcado en el microorganismo e identificar este microorganismo en la misma muestra 
biológica, y 

(d) determinar si la cantidad de marcador detectable está alterada respecto a la cantidad de marcador detectable en 
el microorganismo particular en su forma no resistente, 

en el que los microorganismos en los que la cantidad de marcador detectable está alterada respecto a la cantidad de 25 
marcador detectable en el microorganismo particular en su forma no resistente son microorganismos resistentes 
frente al antibiótico. 

El principio subyacente del método es que si un organismo es sensible o resistente a un antibiótico, se diferenciará 
claramente de su equivalente resistente o sensible. Los antibióticos pueden unirse a sus sitios de unión respectivos 
bien en el lumen celular, citoplasma, la pared celular o a proteínas secretadas tales como beta-lactamasas. 30 
Dependiendo del mecanismo de resistencia, los organismos resistentes pueden mostrar en la mayor parte de los 
casos bien afinidad reducida o ausencia de afinidad para el antibiótico debido a una afinidad reducida, por ejemplo, 
para ribosomas o proteínas de unión a penicilina. A la inversa, si el mecanismo de resistencia se debe a la 
ab/adsorción a la membrana celular externa, el organismo resistente presentará una fluorescencia muy aumentada. 

La muestra biológica puede ser cualquier muestra de origen biológico, tal como una muestra clínica o alimentaria, 35 
que se sospecha que comprende un microorganismo resistente a antibiótico. El microorganismo puede 
seleccionarse del grupo que consiste en bacterias, levaduras y hongos, en particular de bacterias Gram positivas y 
Gram negativas. 

Preferiblemente, el microorganismo particular se selecciona del grupo que consiste en Staphylococcus, 
Enterococcus, y Streptococcus. 40 

Más preferiblemente, el microorganismo particular se selecciona del grupo que consiste en Staphylococcus 
resistente a meticilina, Staphylococcus resistente a vancomicina, Enterococcus resistente a vancomicina, y 
Enterococci resistente a aminoglicósido de alto nivel. 

El microorganismo se selecciona aún más preferiblemente del grupo que consiste en Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA), 45 
Staphylococcus resistente a vancomicina (VRS), Enterococci resistente a vancomicina (VRE), Streptococcus 
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae resistente a fármaco (DRSP), y Enterococci resistente a aminoglicósido 
(HLAR). 

El antibiótico que se va a proporcionar en la etapa (a) puede ser cualquier antibiótico. Preferiblemente, el antibiótico 
se selecciona del grupo que consiste en aminoglicósidos, carbacefemos. carbapenemos, cefalosporinas, 50 
glicopéptidos, macrólidos, monobactamas, antibióticos beta-lactama, quinolonas, bacitracina, sulfonamidas, 
tetraciclinas, estreptograminas, cloranfenicol, clindamicina, y lincosamida. 
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Más preferiblemente, los antibióticos se seleccionan de antibióticos beta-lactama, macrólidos, lincosamida, y 
estreptograminas. 

Incluso más preferiblemente, el antibiótico se selecciona del grupo que consiste en Amicacina, Gentamicina, 
Kanamicina, Neomicina, Netilmicina, Estreptomicina, Tobramicina, Loracarbef, Ertapenem, Imipenem, Cilastatina, 
Meropenem, Cefadroxil, Cefazolina, Cefalexina, Cefaclor, Cefamandol, Cefoxitina, Cefprozil, Cefuroxima, Cefixima, 5 
Cefdinir, Cefditoreno, Cefoperazona, Cefotaxima, Cefpodoxima, Ceftazidima, Ceftibuteno, Ceftizoxima, Ceftriaxona, 
Cefsulodina, Cefepima, Teicoplanina, Vancomicina, Azitromicina, Claritromicina, Diritromicina, Eritromicina, 
Roxitromicina, Troleandomicina, Aztreonam, Amoxicilina, Ampicilina, Azlocilina, Carbenicilina, Cloxacilina, 
Dicloxacilina, Flucloxacilina, Mezlocilina, Nafcilina, Penicilina, Piperacilina, Ticarcilina, Bacitracina, Colistina, 
Polimixina B, Ciprofloxacina, Enoxacina, Gatifloxacina, Levofloxacina, Lomefloxacina, Moxifloxacina, Norfloxacina, 10 
Ofloxacina, Trovafloxacina, Mafenida, Prontosil, Sulfacetamida, Sulfametizol, Sulfanilimida, Sulfasalazina, 
Sulfisoxazol, Trimetoprima, Trimetoprima sulfa, Sulfametoxazol, Co-trimoxazol, Demeclociclina, Doxiciclina, 
Minociclina, Oxitetraciclina, Tetraciclina, Cloranfenicol, Clindamicina, Etambutol, Fosfomicina, Furazolidona, 
Isoniazid, Linezolid, Metronidazol, Mupirocina, Nitrofurantoína, Platensimicina, Pirazinamida, 
Quinupristina/Dalfopristina, Rifampina, Espectinomicina, Amfotericina B, Flucanazol, Fluoropirimidinas, Gentamicina, 15 
y ácido clavulánico. 

Lo más preferiblemente, el antibiótico se selecciona de Vancomicina, Meticilina, Clindamicina, Trimetoprima, 
Trimetoprima sulfa, Gentamicina, y ácido clavulánico. 

Ball et al. (Biochem.Biophys.Res. 93(1), 74-81, 1980) describe el uso de tetraciclina como un antibiótico 
naturalmente fluorescente marcador de eflujo. 20 

Sorprendentemente, una modificación de un antibiótico con un grupo marcador no dificulta la unión de un antibiótico 
a su sitio de unión en el microorganismo. 

Preferiblemente, el antibiótico se marca con un grupo marcador luminiscente. Están disponibles muchos fluoróforos 
adecuados como grupos marcadores en la presente invención. El grupo marcador puede seleccionarse para 
ajustarse a los filtros presentes en el mercado. El antibiótico puede marcarse con cualquier grupo marcador 25 
adecuado que puede detectarse en un microorganismo. Preferiblemente, el grupo marcador es un grupo marcador 
fluorescente. Más preferiblemente, el grupo marcador se selecciona de Fluoresceína y Atto-495-NSI. 

El grupo marcador puede acoplarse al antibiótico en un grupo funcional. Un amplio rango de antibióticos porta un 
grupo amino primario. Por ejemplo, un compuesto fluorescente tal como Isotiocianato de fluoresceína (FITC), 
Fluoresceína-éster de N-hidroxisuccinimida puede hacerse reaccionar con un grupo amino de un antibiótico, lo que 30 
resulta en un antibiótico marcado con Fluoresceína. Otros antibióticos tales como Clindamicina portan un grupo tio-
metilo que puede acoplarse a un grupo marcador. Se encontraron las condiciones para sustituir moderadamente el 
grupo metilo de Clindamicina con una molécula espaciadora formando un puente ditio. 

El grupo marcador puede acoplarse al antibiótico mediante un espaciador. En la técnica se conocen muchos 
espaciadores y pueden aplicarse. Usando técnicas de química de proteínas muy conocidas en la técnica son 35 
factibles muchas maneras de unir un espaciador y posteriormente unir un fluoróforo. En una realización preferida se 
elige la cisteína ya que su grupo amino primario puede marcarse fácilmente con un fluoróforo. También pueden 
elegirse moléculas con núcleos de carbono más largos y otros grupos reactivos muy conocidos en la técnica como 
conector/espaciador entre cualquier fluoróforo y una sustancia antibiótica. 

Una lista de antibióticos modificados con un fluoróforo con o sin un espaciador se recopilan en la Tabla 1. Se prefiere 40 
que los antibióticos (en particular de la Tabla 1) estén marcados con Fluoresceína o Atto-495-NSI. 

Con el fin de combinar la identificación con el estado de resistencia, las condiciones que permiten la unión del 
antibiótico marcado a su sitio de unión en el microorganismo en la etapa (b) pueden referirse a un ensayo de unión 
que no se inhibe por el procedimiento de hibridación in-situ, lo que permite una determinación bien concomitante o 
posterior tanto de la identificación como del estado de resistencia en células individuales y poblaciones de células. 45 

Un sitio de unión preferido es la proteína PBP2 (Proteína de Unión a Penicilina) en Staphylococcus codificada por el 
gen mecA. En Staphylococcus resistente frente a antibióticos beta-lactama, el gen mecA codifica una proteína PBP2 
modificada (PBP2' o PBP2a) con baja afinidad para meticilina y todos los antibióticos ß-lactama. Así, en una 
realización más preferida, el microorganismo es una cepa MRSA que porta el gen mecA, que codifica una proteína 
PBP2 modificada (PBP2' o PBP2a) con baja afinidad para meticilina y todos los antibióticos ß-lactama, y el 50 
antibiótico es un antibiótico beta-lactama. 

Una aplicación preferida adicional es para la determinación de resistencia debida a mutaciones puntuales en el ARN 
ribosomal 23s. Las mutaciones puntuales en diferentes posiciones inducen resistencia a una amplia matriz de 
antibióticos tales como Macrólidos, Ketólidos, Tetraciclina, Tiazolantibióticos, Lincosamina, Cloranfenicol, 
Estreptogramina, Amecitina, Animosicina, Esparsoicina y Puromicina. Los efectos detallados de mutaciones 55 
puntuales respectivas se listan en la Tabla 3. Las mutaciones puntuales en diferentes posiciones del ARNr 23S 
pueden generar un iso-fenotipo. Se requeriría una matriz de sondas de oligonucleótidos para abarcar todas las 
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posibilidades. Esta invención ofrece una manera rentable y eficiente de detectar resistencia a antibióticos 
independientemente de la posición de la mutación. 

Otra aplicación preferida es la detección de la unión de Vancomicina a proteínas de superficie de Staphylococcus 
aureus que están ancladas al péptidoglicano de la pared celular. Los Staphylococci resistentes a Vancomicina unen 
el antibiótico en un grado tal que hacen que la Vancomicina sea inefectiva. La Vancomicina marcada, por lo tanto, se 5 
unirá preferiblemente a organismos resistentes. 

En la presente invención, la cantidad de marcador detectable en el microorganismo corresponde a la señal del grupo 
marcador del antibiótico. La cantidad de marcador detectable puede ser directamente proporcional a la señal 
obtenida del grupo marcador. 

El método de la presente invención puede comprender etapas para eliminar grupos marcadores que se han 10 
eliminado por escisión del antibiótico o/y para eliminar antibiótico marcado que no se une a un microorganismo. 
Dichas etapas pueden mejorar la proporción señal a ruido. 

En la etapa (c) del método de la presente invención, el marcador puede detectarse por cualquier método adecuado 
conocido en la técnica. La lectura del ensayo puede requerir una resolución de hasta la célula individual. 
Preferiblemente, el marcador se detecta mediante microscopía de epifluorescencia, citometría de flujo, dispositivos 15 
de escaneo por láser, fluorometría de tiempo resuelto, detección por luminiscencia, detección por isótopos, escáner 
de visualización hiper espectral, Resonancia de Plasmón Superficial o/y otra tecnología de lectura basada en 
evanescencia. 

En la etapa (d) del método de la presente invención, la alteración de la cantidad de marcador detectable puede ser 
un incremento del marcador detectable o una disminución del marcador detectable. En el método de la presente 20 
invención, la resistencia a antibióticos que se va a detectar se predetermina por el suministro de un antibiótico 
marcado en la etapa (a). La Tabla 4 indica mecanismos de resistencia frente a antibióticos comúnmente conocidos 
en microorganismos clínicamente relevantes. A partir del mecanismo de resistencia de un microorganismo particular, 
tal como se indica en la Tabla 4, puede deducirse qué combinación de microorganismo/resistencia a antibióticos se 
espera que muestre una cantidad incrementada de marcador detectable en las células resistentes a antibiótico, y 25 
qué combinación muestra una cantidad disminuida de marcador detectable. Por ejemplo, una disminución de la 
cantidad de marcador detectable se espera en microorganismos resistentes frente a antibióticos ß-lactama o 
macrólidos, tales como MSRA, ORSA, etc. Una cantidad incrementada de marcador detectable se espera en VRSA. 
Una disminución de marcador detectable se espera en Enterococci resistentes a Vancomicina, debido al diferente 
mecanismo de resistencia como en VRSA. En la Tabla 4 pueden encontrarse más detalles. 30 

En la presente invención, el microorganismo particular en su forma no resistente puede emplearse como una 
referencia para determinar si la cantidad de marcador detectable está alterada (disminuida o incrementada). El 
microorganismo particular en su forma no resistente puede añadirse a la muestra, o puede presentarse en una 
preparación separada. El microorganismo particular en su forma no resistente puede portar al menos un marcador 
adicional. Puede emplearse cualquier marcador como se describe en la presente memoria, siempre que sea 35 
adecuado para discriminación del marcador del antibiótico o/y otros microorganismos presentes en el ensayo de la 
presente invención. La cantidad de marcador detectable en un microorganismo particular en su forma no resistente 
también puede proporcionarse en la forma de valores o intervalos específicos de la cantidad de marcador detectable 
para una o más combinaciones del microorganismo, un antibiótico y un grupo marcador, por ejemplo en la forma de 
una hoja de cálculo. En particular, un kit de la presente invención puede comprender dicho microorganismo particular 40 
en su forma no resistente o/y dicha hoja de cálculo. 

El método de la presente invención también puede emplear el microorganismo particular en su forma resistente 
como un control adicional, o valores o intervalos específicos de la cantidad de marcador detectable en un 
microorganismo particular en su forma resistente para una o más combinaciones del microorganismo, un antibiótico 
y un grupo marcador, por ejemplo en la forma de una hoja de cálculo. El microorganismo particular en su forma 45 
resistente puede portar al menos un marcador adicional. Puede emplearse cualquier marcador como se describe en 
la presente memoria, siempre que sea adecuado para la discriminación del marcador del antibiótico o/y otros 
microorganismos presentes en el ensayo de la presente invención. En particular, un kit de la presente invención 
puede comprender dicho microorganismo particular en su forma resistente o/y dicha hoja de cálculo. 

La disminución de la cantidad de marcador detectable puede ser al menos 5%, al menos 10%, al menos 20%, al 50 
menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, o al menos 90% respecto 
a la cantidad de marcador detectable en el microorganismo particular en su forma no resistente. En particular, un 
microorganismo que se va a identificar puede ser un microorganismo que esencialmente no porta el marcador. 

El incremento de la cantidad de marcador detectable puede ser al menos 5%, al menos 10%, al menos 20%, al 
menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 55 
100%, al menos 150%, o al menos 200% respecto a la cantidad de marcador detectable en el microorganismo 
particular en su forma no resistente. 
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En la etapa (c) del método de la presente invención, el método comprende la identificación del microorganismo en la 
muestra biológica. "Identificación" en el contexto de la presente invención se refiere a la identificación de células 
microbianas individuales como pertenecientes a una categoría taxonómica particular, tal como especie, género, 
familia, clase o/y orden, etc. La identificación puede llevarse a cabo tomando como base las clasificaciones 
morfológicas o/y bioquímicas. 5 

Puede emplearse una sonda para identificar el microorganismo. Se prefiere identificar el microorganismo particular 
con un ácido nucleico marcado, en particular un oligonucleótido marcado, capaz de hibridar específicamente con un 
ácido nucleico en el microorganismo en condiciones in-situ. El oligonucleótido marcado puede tener una longitud de 
hasta 50 nucleótidos. Lo más preferido es la identificación del microorganismo por hibridación fluorescente in-situ 
(FISH). Estas realizaciones preferidas y más realizaciones preferidas permiten la detección del fenotipo de 10 
antibiótico a nivel molecular mientras se mantienen las condiciones de hibridación in-situ para permitir la 
identificación simultánea e inequívoca mediante hibridación in-situ y la detección de un fenotipo de resistencia a 
antibiótico en la misma célula - incluso si está en una población mixta. 

Puede aplicarse un protocolo de hibridación in-situ como se describe en la solicitud de patente EP 06 021 267.7. La 
incubación con un antibiótico marcado puede llevarse a cabo a temperaturas por debajo de la Tm de la sonda 15 
hibridada. En una realización preferida la temperatura es entre aproximadamente 25 y aproximadamente 65°C, en 
una realización más preferida la temperatura es entre aproximadamente 35°C y aproximadamente 59°C. En una 
realización incluso más preferida, la temperatura es a aproximadamente 52°C. El tiempo de incubación es 
preferiblemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 30 minutos. En una realización más preferida la 
incubación se hace durante aproximadamente 15 minutos. Después de la incubación el portaobjetos puede 20 
sumergirse en 50% etanol seguido de un baño en etanol puro. Ambas etapas pueden realizarse durante entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 10 minutos. La duración preferida de la incubación es entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 6 minutos. Es más preferido incubar aproximadamente 4 minutos. Los 
portaobjetos pueden secarse al aire (por ejemplo, en una placa caliente) y las células pueden incluirse en un medio 
de montaje salino equilibrado. 25 

El microorganismo puede detectarse por cualquier método adecuado conocido en la técnica. La lectura del ensayo 
puede requerir una resolución de hasta la célula individual. En particular, el microorganismo se detecta mediante 
microscopía de epifluorescencia, citometría de flujo, dispositivos de escaneo con láser, fluorometría de tiempo 
resuelto, detección por luminiscencia, detección por isótopos, escáner de visualización hiper espectral, Resonancia 
de Plasmón Superficial o/y otra tecnología de lectura basada en evanescencia. 30 

Preferiblemente, la hibridación in-situ se combina con la detección de resistencia a antibiótico. Más preferiblemente, 
FISH se combina con detección de resistencia a antibióticos. 

Se prefiere que la identificación del microorganismo y la detección del antibiótico marcado en el microorganismo se 
realicen subsecuentemente. 

En una realización preferida alternativa, la identificación del microorganismo y la detección del antibiótico marcado 35 
en el microorganismo se realizan concurrentemente. En esta realización, el antibiótico marcado puede añadirse al 
tampón de hibridación. Después de la incubación, se lleva a cabo el tratamiento adicional como se describe en la 
presente memoria para la detección del microorganismo. Lo más preferiblemente, la hibridación in-situ y FISH, 
respectivamente, y la detección de la resistencia a antibióticos se llevan a cabo simultáneamente. 

Preferiblemente, puede emplearse el mismo método de detección, tal como microscopía de epifluorescencia, 40 
citometría de flujo, dispositivos de escaneo con láser u otro método descrito en la presente memoria, tanto para la 
identificación del microorganismo como la detección del antibiótico marcado en el microorganismo. 

Los ensayos de hibridación in-situ y de enzima o receptor exigen convencionalmente entornos específicos para sus 
ensayos respectivos del estado de la técnica. Por lo tanto, fue sorprendente que fuera posible 

1. preparar las células para hibridación in-situ con poros con un tamaño suficiente para permitir el paso de 45 
oligonucleótidos de hasta 50-mer 

2. hacer que las proteínas de membrana sean accesibles para los antibióticos marcados 

3. mantener la integridad tanto de dichas proteínas como de ribosomas para permitir la unión específica de 
antibióticos marcados con fluoróforos 

4. Encontrar sitios de unión suficientes para generar una señal visible bajo un microscopio de epifluorescencia, en 50 
particular bajo condiciones uniformes. 

Se prefiere usar en el método de la presente invención un oligonucleótido con un fluoróforo que emite en un intervalo 
de longitud de onda predeterminado junto con un antibiótico marcado con otro fluoróforo que emite en un intervalo 
de longitud de onda, de manera que los dos fluoróforos pueden discriminarse por detección de luminiscencia. Por 
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ejemplo, uno de los fluoróforos, tal como Fluoresceína, puede emitir una señal verde, y el otro fluoróforo puede emitir 
una señal roja. Una lista de antibióticos modificados con un fluoróforo se recopila en la Tabla I. 

La muestra biológica que comprende los microorganismos particulares puede pretratarse con el fin de facilitar la 
unión del antibiótico marcado y opcionalmente la identificación del microorganismo. 

La muestra biológica puede fijarse con calor en un portaobjetos según sus sondas designadas (antibiótico marcado y 5 
opcionalmente una sonda para detectar el microorganismo), por ejemplo a aproximadamente 45 a aproximadamente 
65°C, preferiblemente a aproximadamente 50 a aproximadamente 55°C, más preferiblemente a aproximadamente 
52°C. 

Si el microorganismo es una bacteria Gram positiva, puede perforarse con un tampón adecuado. Las células Gram 
positivas pueden perforarse con una bacteriocina o/y un detergente. En una realización preferida se combina un 10 
antibiótico con un detergente biológico, y una realización especialmente preferida NISINA se combina con Saponina. 
Además, pueden aplicarse enzimas líticas tales como Lisozima y Lisostafina. Las enzimas líticas pueden estar 
equilibradas en la ecuación. Si la muestra se trata con etanol, la concentración de los ingredientes activos puede 
equilibrarse respecto a su tratamiento posterior en etanol. En una realización más preferida, la concentración de 
Lisozima, Lisostafina, Nisina y Saponina se equilibra para abarcar todos los organismos Gram positivos con la 15 
excepción de Mycobacteria. 

Un ejemplo de un Tampón de Perforación de Gram Positivas más preferido se proporciona en la Tabla 2. Se 
contempla que variaciones de las cantidades y concentraciones, y temperaturas de aplicación y tiempos de 
incubación están en la experiencia de la técnica. 

Si el microorganismo es una levadura o un hongo, puede perforarse con un tampón adecuado. Sorprendentemente, 20 
se encontró que las paredes celulares de levaduras y hongos no formaban poros reproducibles cuando se tratan 
según procedimientos muy conocidos en la técnica. Estos procedimientos dan lugar frecuentemente a resultados 
tanto positivos falsos como negativos falsos. Una solución fiable es un tampón preferido que comprende una 
combinación de un antibiótico peptídico, detergente, agente acomplejante, y agente reductor. Un tampón más 
preferido comprende la combinación de una sal monovalente que genera una presión osmótica específica, una 25 
bacteriocina, una combinación de detergentes biológicos y sintéticos, un agente acomplejante para cationes 
divalentes, y un agente capaz de reducir puentes disulfuro. Una mejora sorprendente adicional se consiguió 
añadiendo enzimas proteolíticas específicas para procariotas. En un tampón incluso más preferido, se combinaron 
Saponina, SDS, Nisina, EDTA, DTT con Lisozima y una sal, por ejemplo en una concentración de aproximadamente 
150 a aproximadamente 250 mM, más preferiblemente aproximadamente 200 a aproximadamente 230 mM, lo más 30 
preferiblemente aproximadamente 215 mM. 

Un ejemplo de un Tampón de Perforación de Levaduras más preferido se proporciona en la Tabla 2. Se contempla 
que variaciones de las cantidades y concentraciones, y temperaturas de aplicación e incubación están en la 
experiencia de la técnica. 

En otra realización preferida más, el método de la presente invención es un método de diagnóstico. 35 

La presente invención se ilustra adicionalmente con los ejemplos siguientes y las tablas siguientes. 

La Tabla 1 describe los antibióticos y ejemplos de marcaje adecuados en el método de la presente invención. 

La Tabla 2 describe la composición de tampones de perforación empleados en la presente invención. 

Tabla 3: Resistencia a antibióticos debida a mutaciones en el ARNr 23S. 

Tabla 4: Mecanismo de resistencia a antibióticos en microorganismos y alteración en la cantidad de antibióticos 40 
marcados en microorganismos resistentes. 

Ejemplo 1 

Los antibióticos de la Tabla I se marcaron con FITC y se purificaron como es muy conocido en la técnica. La 
Clindamicina se modificó sustituyendo el grupo metilo unido al X'-S con cisteína mediante un enlace S-S. La cisteína 
unida se marcó con Fluorescamina bien mediante un éster de N-hidroxi-succinimida o FITC y se purificó con 45 
métodos muy conocidos en la técnica. 

Ejemplo 2 

Una resistencia a antibióticos, tal como una resistencia frente a penicilina, puede detectarse en un protocolo que 
comprende las etapas: 

1 Aplicar la muestra biológica a portaobjetos, por ejemplo, 10 µl 50 

2 Secar, por ejemplo a 52°C 
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3 Añadir tampón de perforación, por ejemplo 10µl 

4 Secar 

5 Añadir mezcla de sonda reconstituida (por ejemplo, 9 µl) 

6 Añadir antibiótico (por ejemplo, FITC-penicilina) 

7 Incubar, por ejemplo durante 15 min a 52°C 5 

8 EtOH/Mezcla de parada (por ejemplo, 50%:50%), por ejemplo durante 5 min a RT 

9 Etanol, por ejemplo 99% etanol durante 5 min 

10 Secar 

11 Medio de Montaje Salino Equilibrado (por ejemplo, una gota pequeña) 

12 Leer 10 

Ejemplo 3 

La Tabla 4 indica la alteración de la cantidad de antibióticos marcados detectables en microorganismos clínicamente 
relevantes en su forma resistente respecto a su forma no resistente. La cantidad se expresa en % de cambio de 
fluorescencia (disminución e incremento, respectivamente) de un antibiótico que porta un marcador fluorescente. 

Tabla 1 15 

  Antibióticos     

  Nombre Genérico Ejemplos de agente marcador 

Aminoglicósidos     

  Amicacina FITC Atto-495-NSI 

  Gentamicina FITC Atto-495-NSI 

  Kanamicina FITC Atto-495-NSI 

  Neomicina FITC Atto-495-NSI 

  Netilmicina FITC Atto-495-NSI 

  Estreptomicina FITC Atto-495-NSI 

  Tobramicina FITC Atto-495-NSI 

Carbacefem FITC Atto-495-NSI 

  Loracarbef FITC Atto-495-NSI 

Carbapenemos     

  Ertapenem FITC Atto-495-NSI 

  Imipenem FITC Atto-495-NSI 

  Cilastatina FITC Atto-495-NSI 
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  Antibióticos     

  Nombre Genérico Ejemplos de agente marcador 

  Meropenem FITC Atto-495-NSI 

Cefalosporinas Primera generación     

  Cefadroxil FITC Atto-495-NSI 

  Cefazolina FITC Atto-495-NSI 

  Cefalexina FITC Atto-495-NSI 

Cefalosporinas Segunda generación     

  Cefaclor FITC Atto-495-NSI 

  Cefamandol FITC Atto-495-NSI 

  Cefoxitina FITC Atto-495-NSI 

  Cefprozil FITC Atto-495-NSI 

  Cefuroxima FITC Atto-495-NSI 

Cefalosporinas Tercera generación     

  Cefixima FITC Atto-495-NSI 

  Cefdinir FITC Atto-495-NSI 

  Cefditoreno FITC Atto-495-NSI 

  Cefoperazona FITC Atto-495-NSI 

  Cefotaxima FITC Atto-495-NSI 

  Cefpodoxima FITC Atto-495-NSI 

  Ceftazidima FITC Atto-495-NSI 

  Ceftibuteno FITC Atto-495-NSI 

  Ceftizoxima FITC Atto-495-NSI 

  Ceftriaxona FITC Atto-495-NSI 

  Cefsulodina FITC Atto-495-NSI 

Cefalosporinas Cuarta generación     

  Cefepima FITC Atto-495-NSI 
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  Antibióticos     

  Nombre Genérico Ejemplos de agente marcador 

Glicopéptidos     

  Teicoplanina FITC Atto-495-NSI 

  Vancomicina FITC Atto-495-NSI 

Macrólidos     

  Azitromicina 

Acoplamiento de FITC con

Eritromicilamina 

Acoplamiento de Eritro- 

micilamina con 

Atto-495-NSI 

  Claritromicina 

  Diritromicina 

  Eritromicina 

  Roxitromicina 

  Troleandomicina 

Monobactama     

  Aztreonam FITC Atto-495-NSI 

Penicilinas     

  Amoxicilina FITC Atto-495-NSI 

  Ampicilina FITC Atto-495-NSI 

  Azlocilina     

  Carbenicilina     

  Cloxacilina     

  Dicloxacilina     

  Flucloxacilina     

  Mezlocilina     

  Nafcilina     

  Penicilina     

  Piperacilina     

  Ticarcilina     
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  Antibióticos     

  Nombre Genérico Ejemplos de agente marcador 

Polipéptidos     

  Bacitracina FITC Atto-495-NSI 

  Colistina FITC Atto-495-NSI 

  Polimixina B FITC Atto-495-NSI 

Quinolonas     

  Ciprofloxacina     

  Enoxacina     

  Gatifloxacina     

  Levofloxacina     

  Lomefloxacina     

  Moxifloxacina     

  Norfloxacina     

  Ofloxacina     

  Trovafloxacina     

Sulfonamidas     

  Mafenida FITC Atto-495-NSI 

  Prontosil FITC Atto-495-NSI 

  (arcaico)     

  Sulfacetamida FITC Atto-495-NSI 

  Sulfametizol FITC Atto-495-NSI 

  Sulfanilimida FITC Atto-495-NSI 

  (arcaico)     

  Sulfasalazina FITC Atto-495-NSI 

  Sulfisoxazol FITC Atto-495-NSI 

  Trimetoprima sulfa FITC Atto-495-NSI 
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  Antibióticos     

  Nombre Genérico Ejemplos de agente marcador 

  Trimetoprima FITC Atto-495-NSI 

  Sulfametoxazol FITC Atto-495-NSI 

  Co-trimoxazol FITC Atto-495-NSI 

  TMP-SMX FITC Atto-495-NSI 

Tetraciclinas     

  Demeclociclina FITC Atto-495-NSI 

  Doxiciclina FITC Atto-495-NSI 

  Minociclina FITC Atto-495-NSI 

  Oxitetraciclina FITC Atto-495-NSI 

  Tetraciclina FITC Atto-495-NSI 

Otros     

  Cloranfenicol     

  Clindamicina Cisteína+FITC Cisteína + Atto-495-NSI 

  Etambutol     

  Fosfomicina     

  Furazolidona     

  Isoniazid     

  Linezolid     

  Metronidazol     

  Mupirocina     

  Nitrofurantoína     

  Platensimicina     

  Pirazinamida     

  Quinupristina/ 

  Dalfopristina 
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  Antibióticos     

  Nombre Genérico Ejemplos de agente marcador 

  Rifampina     

  Espectinomicina     

  Amfotericina B FITC Atto-495-NSI 

  Flucanazol     

  Fluoropirimidinas     
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Tabla 2 

Tampón de Perforación de Gram-
Positivas- 

50 µg/ml Saponina 

  5 µg/ml Nisina 

  20 mM Tris pH 8 

  100 µg/m Lisozima 

  50 µg/ml Lisostafina 

      H2O 

 

       Disol. de trabajo 

Tampón de Perforación de Levaduras 500 µg/ml Saponina 

  10 µg/ml Nisina 

  50 mM Tris pH 8,3 

  215 mM NaCl 

  0,1 % SDS 

  5 mM EDTA 

  10 mM DTT 

  100 µg/ml Lisozima 

      H2O 
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REIVINDICACIONES 

1. Método para la detección de una resistencia a antibióticos en un microorganismo particular en una muestra 
biológica, que comprende las etapas: 

(a) proporcionar un antibiótico marcado, 

(b) poner en contacto el antibiótico marcado con una muestra biológica que comprende el microorganismo en 5 
condiciones que permitan la unión del antibiótico marcado a su sitio de unión en el microorganismo, 

(c) detectar el antibiótico marcado en el microorganismo e identificar este microorganismo en la misma muestra 
biológica, y 

(d) determinar si la cantidad de marcador detectable está alterada respecto a la cantidad de marcador detectable en 
el microorganismo particular en su forma no resistente, 10 

en el que los microorganismos en los que la cantidad de marcador detectable está alterada respecto a la cantidad de 
marcador detectable en el microorganismo particular en su forma no resistente son microorganismos resistentes 
frente al antibiótico. 

2. El método según la reivindicación 1, en el que el antibiótico se selecciona del grupo que consiste en 
aminoglicósidos, carbacefemos, carbapenemos, cefalosporinas, glicopéptidos, macrólidos, monobactamas, 15 
antibióticos beta-lactama, quinolonas, bacitracina, sulfonamidas, tetraciclinas, estreptograminas, cloranfenicol, 
clindamicina, y lincosamida. 

3. El método según la reivindicación 1 ó 2, en el que el antibiótico se marca con un grupo marcador luminiscente, en 
particular con un grupo marcador fluorescente. 

4. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sitio de unión está localizado en el 20 
lumen celular, en el citoplasma, en la pared celular, o/y en una proteína secretada. 

5. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el antibiótico es un antibiótico beta-
lactama, que se une preferiblemente a la proteína de unión PBP2 y no a PBP2a. 

6. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el marcador en la etapa (c) se detecta 
mediante microscopía de epifluorescencia, citometría de flujo, dispositivos de escaneo por láser, fluorometría de 25 
tiempo resuelto, detección por luminiscencia, detección por isótopos, escáner de visualización hiper espectral, 
Resonancia de Plasmón Superficial o/y otra tecnología de lectura basada en evanescencia. 

7. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el microorganismo particular se identifica 
con un ácido nucleico marcado capaz de hibridar específicamente con un ácido nucleico en el microorganismo en 
condiciones in-situ. 30 

8. Método según la reivindicación 7, en el que el microorganismo particular se identifica por FISH. 

9. El método según la reivindicación 7 u 8, en el que el microorganismo se detecta mediante microscopía de 
epifluorescencia, citometría de flujo, dispositivos de escaneo por láser, fluorometría de tiempo resuelto, detección por 
luminiscencia, detección por isótopos, escáner de visualización hiper espectral, Resonancia de Plasmón Superficial 
o/y otra tecnología de lectura basada en evanescencia. 35 

10. El método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el microorganismo se selecciona del 
grupo que consiste en bacterias, levaduras y hongos, en particular de bacterias Gram positivas y Gram negativas. 

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el microorganismo es una bacteria Gram 
positiva que se perfora por la formulación Tampón de Perforación de Gram Positivas en la Tabla 2, o en el que el 
microorganismo es una levadura u hongo, que se perfora por la formulación Tampón de Perforación de Levaduras 40 
en la Tabla 2. 

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es un método de diagnóstico. 
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