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DESCRIPCION

Procedimiento de deteccion de hemolisina delta de Staphylococcus aureus mediante espectrometria de masas
directamente a partir de una poblacién bacteriana

La presente invencion se refiere al campo técnico del analisis de bacterias de Staphylococcus aureus. Albergada
como portador por el 20 a 30% de la poblaciéon, Staphylococcus aureus es una bacteria responsable de
colonizaciones y de infecciones (Wertheim, Melles et al. 2005). Se pueden distinguir dos grandes tipos de
infecciones: las infecciones con supuracién que implican factores de adhesién "Microbial Surface Component
Recognizing Adhesive Matrix Molecules" o MSCRAMM (la proteina de union del fibrinégeno [FnBP], la proteina A,
las coagulasas, efc.); y las infecciones toxinicas que requieren la secrecion de exotoxinas, entre las cuales, las mas
conocidas son las hemolisinas, la leucocidina de Panton y Valentine [PVL], las enterotoxinas estafilocdcicas y las
exfoliantes (Otto 2010). No todas las cepas de S. aureus poseen todos los factores de virulencia y no todos estos
factores se expresan al mismo tiempo durante el crecimiento bacteriano. Durante la fase de crecimiento exponencial,
se produce la expresion de los factores de adhesion necesarios para la colonizacion y la invasion del hospedador.
Por el contrario, al final de la fase de crecimiento exponencial y durante la fase estacionaria, la bacteria expresa
principalmente las toxinas necesarias para la destruccién de las células del hospedador, fuente de nutrientes
esenciales para su crecimiento. S. aureus posee numerosos factores de regulaciéon que van a controlar estos
procesos (Dufour, Jarraud et al. 2002). Entre los citados, el sistema "Accessory Gene Regulator" [agr] es uno de los
sistemas mas importantes.

El sistema agr de S. aureus regula un gran numero de genes de virulencia y del metabolismo de la bacteria.
Consiste en un locus de 5 genes (agrBDCA y hld) distribuidos en dos transcritos divergentes: ARN Il y ARN Ill. El
ARN Il es el mensajero del operén P2 que contiene los genes agrBDCA; y el ARN Il contiene hid, el gen de la
hemolisina Delta [8]. agrC codifica una histidina quinasa y agrA es el receptor del sistema que tiene dos
componentes. agrD codifica un péptido, que estda madurado y secretado por agrB. El péptido resultante es un
péptido autoinductor que activa agrC, el cual estimula agrA. Una vez activado, el receptor agrA induce las
transcripciones del ARN |l y del ARN Ill gracias a los promotores P2 y P3 respectivos. EI ARN Il contiene hld, el gen
que codifica la hemolisina &, pero es sobretodo un ARN regulador, un verdadero efector del sistema agr. De esta
forma, este ARN lll regula un gran nimero de genes tanto a nivel de la transcripciéon como a nivel de la traduccion
(Verdon, Girardin et al. 2009; Felden, Vandenesch et al. 2011). Las mutaciones que inducen una disfuncion del
sistema agr provocan modificaciones de la expresion de las autolisinas y las hemolisinas; y efectos sobre el fenotipo
bacteriano, implicados especialmente en la capacidad patégena (Schweizer, Furuno et al. 2011).

La hemolisina & de S. aureus, también denominada toxina & o lisina 8, esta codificada por el gen hid que pertenece
al sistema agr. Se localiza en el interior del ARN llI, efector del sistema agr. La traduccion del ARN Il en la
hemolisina & se retrasa (=1 hora) e interviene al final de la fase de crecimiento exponencial (Balaban y Novick 1995;
Somerville, Cockayne et al. 2003). La hemolisina & es, por lo tanto, el reflejo de la transcripcion del ARN lll, es decir,
de la funcionalidad del sistema agr (Felden, Vandenesch et al. 2011). Pertenece a la familia de las toxinas
hemoliticas de S. aureus y ocasiona poros en la membrana celular. Provoca particularmente la lisis de los eritrocitos
humanos, del conejo, de la oveja, del caballo, del gato, del pollo, efc. mediante la destruccion de los fosfolipidos de
las membranas celulares (Kreger, Kim et al. 1971). También esta implicada en la prevencion de la formacion de
biopeliculas y en el inicio del estrés oxidativo en neutrdfilos polinucleares humanos (Somerville, Cockayne et al.
2003). Esta constituida por 26 aminoacidos como los que se ilustran en la Figura 1 y tiene un peso molecular de 2,9
kDa (Fitton, Dell et al. 1980). Se presenta bajo dos formas: i) formilada en el extremo N sobre el resto de metionina,
que es la forma natural y mayoritaria, denominada en este documento hemolisina 3; y i) desformilada (Verdon,
Girardin et al. 2009). La desformilacion se realiza mediante una enzima: una péptido desformilasa dependiente de
hierro. Durante la fase exponencial y en una fase exponencial posterior precoz, la hemolisina & se desformila para
proporcionar una entidad poco quimioatractiva (Somerville, Cockayne et al. 2003). A medida que las bacterias
crecen, la concentracion de hierro disminuye, lo que conlleva una reduccion de la actividad de la desformilasa. Se
produce entonces la acumulacién de la hemolisina 8, que tiene las propiedades quimioatractivas de los neutréfilos
polinucleares; e induce la respuesta inflamatoria, fuente de nutrientes para el futuro crecimiento bacteriano
(Somervill, Cockayne et al. 2003). Por ultimo, se han descrito polimorfismos: se ha encontrado una variante en las
cepas de origen canino. Presenta variaciones en los aminoacidos; una digestion reducida mediante tripsina; una
capacidad hemolitica reducida sobre los hematies de la oveja y una actividad hemolitica reducida a temperaturas
inferiores a 25°C (Turner 1978). En las cepas de origen humano se describe un polimorfismo de tipo glicina en la
posicion 10 sustituido por una serina (G10S) en el Genebank™ (Figueiredo, Jarraud et al. 2000) pero no se conoce
la prevalencia de esta mutacion.

Las cepas de S. aureus deficientes en el sistema agr tiene una frecuencia estimada entre 15% y 22% de acuerdo
con los estudios (Traber, Lee et al. 2008; Schweizer, Furuno et al. 2011; Tsuji, Maclean et al. 2011). Estas cepas son
mas frecuentes entre los S. aureus resistentes a la meticilina [SARM] hospitalarios en comparacién con los SARM
extrahospitalarios (Tsuji, Maclean et al. 2011). Sin embargo, las cepas deficientes en agr se han encontrado en
todos los fondos genéticos agr: |, II, lll y IV, lo que no respalda la hipétesis clonal (Rose, Rybak et al. 2007).
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Estas cepas tienen una relevancia clinica real ya que se han aislado de muestras bioldgicas que han experimentado
el minimo de manipulaciones y no son el resultado de mutaciones que se producen en los subcultivos sucesivos
(Traber, Lee et al., 2008). Se han establecido diferentes conexiones clinicas entre la disfuncion del sistema agr y la
ausencia de hemolisina 6.

Por ejemplo, en 2011, a través de un estudio retrospectivo realizado entre el 2003 y el 2007, llevado a cabo sobre
814 bacteremias por S. aureus, se descubrié que un 22% de las cepas presentaban una disfuncién del sistema agr.
En el 18% de los casos, el paciente infectado por estas cepas fallece en un plazo de 30 dias comparado con un 12%
si esta infectado con cepas cuyo sistema agr es funcional (p=0,03). D este modo, una infeccion por una cepa de S.
aureus deficiente para agr puede predecir la mortalidad con una sensibilidad del 30%, una especificidad del 79%, un
valor predictivo positivo del 18% y un valor predictivo negativo del 88% (Schweizer, Furuno et al. 2011).

Por otra parte, a través de un estudio clinico retrospectivo relativo a las bacteremias persistentes (BP) por SARM (es
decir, persistencia de hemocultivos positivos para SARM mas alla de 7 dias con tratamiento adaptado con
antibioticos) se ha mostrado que las cepas de SARM presentaban una disfuncion del sistema agr, que ha sido
objetivo de la investigacion de la hemolisina & sobre gelosa, que se ha encontrado mas facilmente en bacteremias
persistentes (BP) en comparacion con bacteremias resolutivas (BR) [71,4% de las cepas de los grupos BP frente a
38,9% de cepas del grupo BR; p=0,057). De este modo, la ausencia de produccion de hemolisina 8, testigo de la
disfuncion del sistema agr, podria ser un marcador de la bacteremia persistente, que necesita tener una carga mayor
(es decir, tratamiento con antibidticos 6ptimo) (Fowler, Sakoulas et al. 2004).

Se ha establecido igualmente un vinculo con la autolisis bacteriana. El sistema agr controla la expresién de
numerosos genes, particularmente lytS y IytR. Asi, se ha asociado una disfuncion del sistema agr con la formacion
de agregados en medio liquido; alteraciones de la superficie celular, que se convierte en rugosa y difusa; y una
predisposicion a la autolisis (Brunskill y Bayles 1996).

Vuong et al. han mostrado, por su parte, en un modelo de adhesion al poliestireno, que el 78% de las cepas
deficientes en agr habian formado una biopelicula frente a solamente el 6% de las cepas que expresaban agr. Este
fendmeno se ha confirmado también mediante la adicién de inhibidores de agr y parece deberse a las propiedades
tensioactivas de la hemolisina & (Vuong, Saenz et al. 2000). Sin embargo, tan necesaria es la disfuncion del sistema
agr para la creacion de la biopelicula como parece ser la dispersiéon de la biopelicula bajo la dependencia del
sistema agr destacando la coexistencia probable de cepas deficientes y de cepas funcionales para el sistema agr
durante las infecciones crénicas (Boles y Horswill 2008). En su conjunto, estos resultados abogan en favor de la
busqueda de cepas deficientes en agr durante las infecciones cronicas o en dispositivos intravasculares.

Se ha establecido igualmente el vinculo con la fibrosis quistica. En 2000, Goerke et al. estudiaron la expresion del
ARN Il en cepas de S. aureus aisladas de muestras respiratorias de pacientes afectados de fibrosis quistica.
Demostraron la predominancia de cepas deficientes en agr. Por tanto, la funcionalidad del sistema agr no seria
necesaria para la colonizacion y la infeccion durante la fibrosis quistica (Sakoulas, Eliopoulos et al. 2005).

Por ultimo, se ha notificado igualmente el vinculo con el fenotipo de resistencia a los glicopéptidos (es decir, GISA
como abreviatura de "Glycopeptide intermediate Staphylococcus aureus"). La administracion prolongada (es decir,
superior a 9 meses) de vancomicina a un paciente infectado por una cepa de SARM con un sistema agr funcional
indujo una reduccion de la expresion de la hemolisina & sin que esta uUltima quedara completamente eliminada.
Cuando se interrumpid el tratamiento, se midié un notable aumento de la expresién de la hemolisina & (Sakoulas,
Gold et al. 2006). Por otra parte, las cepas que presentan una disfuncién del sistema agr muestran una sensibilidad
reducida a la vancomicina, aunque la farmacodinamica de esta ultima no se haya alterado (Tsuji, Maclean et al.
2011). En 2002, Sakoulas et al. demostraron que el conjunto de cepas incluidas en la coleccion de GISA de su
laboratorio presentaba una disfuncion del sistema agr (Sakoulas, Eliopoulos et al. 2002). En 2005 se confirmo el
vinculo entre la aparicién de un fenotipo GISA heterogéneo y la exposicion prolongada a la vancomicina de cepas
deficientes en el sistema agr. Esta disminucion de la sensibilidad a la vancomicina también esta asociada a una
reduccion de la lisis bacteriana y a una menor sensibilidad a los péptidos antimicrobianos plaquetarios (Sakoulas,
Eliopoulos et al. 2005). Esta asociacion también se ha confirmado en el estudio de Rose et al. que muestran el
aumento de la capacidad de cepas deficientes en agr para aumentar sus concentraciones minimas inhibidoras (CMI)
a la vancomicina, convirtiéndose asi en GISA. Por el contrario, este fendbmeno no se ha encontrado en otro
antibiotico dirigido contra S. aureus que pertenece a otra clase de antibidticos: la daptomicina (Rose, Rybak et al.
2007). Asi, la puesta de manifiesto de que la ausencia de produccion de hemolisina & podria ser un marcador precoz
de deteccion de la evolucion hacia el fenotipo GISA o el GISA heterogéneo, particularmente durante un tratamiento
con vancomicina (Fowler, Sakoulas et al. 2004).

También, teniendo en cuenta el interés clinico que presenta la deteccion de hemolisina 8, se han descrito diferentes
métodos de medida de la hemolisina & de S. aureus. Se pueden citar los ensayos de hemolisis, los ensayos
biolégicos con modelos animales, la "Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction" [RT-PCR], la "Northern
blot", la secuenciacion y la cromatografia de alto rendimiento [HPLC].
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En los ensayos de hemolisis, la hemolisina & puede detectarse por la medida de la hemolisis inducida por una cepa
de S. aureus cultivada sobre gelosa en sangre en presencia de anticuerpos dirigidos contra la hemolisina Alfa [a] y
Beta [B]. La hemolisina & puede detectarse igualmente mediante investigacion acerca de la sinergia de la hemolisis
entre la hemolisina & y la hemolisina § (Verdon, Girardin et al. 2009). Se han descrito diferentes metodologias:
Sakoulas et al. detectan la hemolisina & utilizando la cepa de S. aureus RN4420 productora de una gran zona de
hemolisis inducida por la hemolisina . Se ha descrito igualmente una metodologia derivada por Schweitzer et al.
Estos métodos son faciles de llevar a cabo, pero necesitan la realizaciéon de un ensayo "especifico" y presentan una
lectura subjetiva: la investigacion de una sinergia de hemolisis, es a veces dificil de observar. Por ultimo, estos
ensayos pueden estar contaminados por falsos negativos en comparacion con el "Northern Blot" y con la
secuenciacion del gen agr (Traber, Lee et al., 2008).

Histéricamente, se han utilizado igualmente los ensayos biolégicos con modelos animales. En este caso, la actividad
de la hemolisina ® puede detectarse por la medida de la dosis letal minima [DLM] en ratones o cobayas. Se
necesitan, sin embargo dosis importantes (DLM en ratones = 110 mg/kg y cobayas = 30 mg/kg). Otra metodologia
consiste en investigar la capacidad de la hemolisina & para inducir una necrosis cutanea en conejos.
Aproximadamente de 1 mg de hemolisina & indujeron, 24 h mas tarde, un eritema importante (>28 mm de diametro)
y un endurecimiento seguido de una zona necroética en D+3. Se puede observar igualmente la descamacion a una
dosis menor (Kreger, Kim et al. 1971).

También puede evaluarse la expresion de la hemolisina & por la RT-PCR dirigida al ARN Ill. Se extrae el ARN total
de una cepa, y se realiza una RT-PCR competitiva. Para normalizar los resultados, Goerke et al. utilizaron el gen
constitutivo que codifica la girasa (gyr) cuya expresion es constante independientemente de cuales sean las fases de
crecimiento. La RT-PCR del ARN Il representa una técnica sensible, especifica y cuantitativa. Sin embargo, su
realizacion esta reservada a laboratorios especializados debido al riesgo elevado de contaminaciones (Goerke,
Campana et al. 2000).

Puede detectarse indirectamente la expresién de la hemolisina & mediante la realizacion de un "Northern Blot "
dirigido al ARN Il (Kornblum, Projan et al. 1988; Goerke, Campana et al. 2000; Traber y Novick 2006).

Algunos autores han utilizado igualmente la secuenciacion completa del locus agr para identificar las mutaciones
puntuales que pueden explicar su disfuncion (Traber y Novick 2006).

Se han utilizado igualmente varias técnicas de HPLC. En 2000, Otto y Gotz describieron un método cualitativo y
cuantitativo para medir la hemolisina & mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Los
sobrenadantes de los cultivos bacterianos realizados en caldo de tripticasa soja se centrifugaron a 19.000 g durante
5 minutos. Los sobrenadantes se analizaron a continuacion mediante HPLC en una columna PHE ("Phenyl
derivated") de 1 ml, después se eluyd en un gradiente de 10 a 90% de disolvente B, siendo el disolvente A una
mezcla de acido trifluoroacético al 0,1% [TFA]/agua y siendo el disolvente B una mezcla de TFA al 0,1%/acetonitrilo.
La deteccion se realizé mediante un espectrometro UV con barras de diodos a 214 o 280 nm (Otto y Gotz 2000). En
2002, Somerville et al. describieron, por su parte, una metodologia proxima a la de Otto y Gotz de deteccion y
medida de la hemolisina & mediante HPLC pero acoplada a una deteccién mediante espectrometria de masas con
una fuente de electropulverizacion. Obtienen de este modo una m/z para 3007 Thomson [Th] y 2972 Th para las
formas naturales y desformiladas de la hemolisina & (Somerville, Cockayne et al. 2003).

En este contexto los inventores se han interesado en un nuevo procedimiento de estudio de colonias de
Staphylococcus aureus que permita emitir un diagndstico y/o establecer un vinculo con la presencia o ausencia de
hemolisina &. Este procedimiento debe de ser rapido y facil de utilizar, y de forma notable no debe necesitar etapas
laboriosas de extraccién de proteinas.

La presente invencién se refiere a un procedimiento de estudio de una muestra que contiene una poblacion
bacteriana de Staphylococcus aureus mediante una técnica de espectrometria de masas que comprende las
siguientes etapas:

a) Poner la muestra en contacto con un medio que permita la ionizacion mediante la acciéon de un rayo laser de
las moléculas presentes en la muestra,

b) lonizar las moléculas presentes en la muestra mediante un rayo laser,

c) Acelerar las moléculas ionizadas obtenidas mediante una diferencia de potencial,

d) Dejar desplazarse libremente las moléculas ionizadas y aceleradas en como minimo un tubo a presion
reducida, e) Detectar como minimo una parte de las moléculas ionizadas y aceleradas que se estan desplazando
libremente, para medir el tiempo que han tardado en recorrer al menos un tubo a presién reducida y obtener una
sefal correspondiente al niumero de moléculas ionizadas detectadas en un instante dado,

e) Calcular la relacién entre masa y carga [m/z] de las moléculas detectadas, para obtener una sefal
correspondiente al nimero de moléculas ionizadas que tienen la misma relacion entre masa y carga [m/z], en
funcion de la relacion m/z de las moléculas detectadas,

f) Determinar, de manera directa o indirecta, si entre las moléculas ionizadas obtenidas en la etapa b), hubo o
no moléculas ionizadas de masa/carga [m/z] iguales a 3005 + 5 Th o iguales a 3035 £ 5 Th,
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g) Formular una decision condicionada por el resultado obtenido en la etapa g).

Segun una primera variante de realizacion, la etapa h) corresponde a una etapa de correlacion de la ausencia a la
vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas con m/z igual a 3035 + 5 Th con la
ausencia de hemolisina 8 y de su variante G10S en la poblacidn bacteriana de Staphylococcus aureus analizada.

La hemolisina 0 de la secuencia SEC ID N° 1: XaaAQDIISTIGDLVKWIIDTVNKFTKK, siendo Xaa = metionina
formilada en la posicién del extremo N, tiene una masa monoisotépica protonada (MH") de 3005,6 Th.

Su variante de la secuencia SEC ID N° 2: XaaAQDIISTISDLVKWIIDTVNKFTKK, siendo Xaa = metionina formilada
en la posicion del extremo N, tiene una masa monoisotdpica protonada (MH") de 3035,6 Th.

Segun una segunda variante de realizacion, la etapa h) corresponde a una etapa de correlacion de la ausencia a la
vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas con m/z igual a 3035 + 5 Th con
una disfuncion del sistema agr ("Accessory Gene Regulator ") con respecto a la poblacion bacteriana de
Staphylococcus aureus analizada.

Segun una tercera variante de realizacion, la poblacion bacteriana de Staphylococcus aureus analizada proviene de
una muestra bioldgica de un paciente y la etapa h) corresponde a una etapa de correlacion de la ausencia a la vez
de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas con m/z igual a 3035 + 5 Th con la
formulacion, para el mencionado paciente, de un diagnéstico clinico conocido por estar vinculado a la disfuncion del
sistema agr.

Segun una cuarta variante de implementacion, la poblacion bacteriana de Staphylococcus aureus analizada proviene
de una muestra biolégica de un paciente en la etapa h), que corresponde a una etapa de correlacion de la ausencia
a la vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas con m/z igual a 3035 + 5 Th
con el diagnéstico de una infeccion crénica en el paciente. Se definié una infeccion cronica sobre la base de un
criterio clinico bioldgico consistente en recuperar el aislamiento, de hasta 6 meses antes, de una cepa de S. aureus
que presentaba el mismo antibiograma que la cepa aislada durante el estudio. A modo de ejemplos de las
mencionadas infecciones croénicas, se pueden citar las infecciones osteoarticulares, las infecciones crénicas del pie
diabético, las infecciones en dispositivos vasculares implantables.

Segun una quinta variante de realizacion, la etapa h) corresponde a una etapa de correlacion de la ausencia a la vez
de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas con m/z igual a 3035 + 5 Th con una
clasificacion de la poblacion bacteriana de Staphylococcus aureus analizada como en riesgo de presentar una
sensibilidad disminuida a los glicopéptidos (es decir, GISA).

La muestra sobre la que se puede aplicar el procedimiento de la invenciéon puede ser de origen bioldgico,
particularmente, animal o humana. Puede por tanto corresponder a una muestra de fluido biolégico, por ejemplo,
sangre completa, suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo, secrecion organica, una muestra tisular o una de
células aisladas. Esta muestra puede utilizarse tal cual, o bien puede someterse de antemano a estudio, una
preparacion de tipo enriquecimiento o un cultivo de acuerdo con los métodos conocidos por una persona experta en
la materia.

En el marco de la invencion, la muestra a estudiar corresponde a un medio celular que comprende una poblacion
bacteriana, y no a una o varias proteinas obtenidas tras una etapa de extraccion o de purificacion. Preferentemente,
la muestra de estudio contiene una poblacién bacteriana, es decir, contiene al menos 10 bacterias.

La detecciéon puede realizarse particularmente a partir de un caldo de un cultivo bacteriano, procedente de una
muestra bioldgica, o a partir de un hemocultivo. Con mayor frecuencia, el espectro de masas se obtiene a partir de
una muestra obtenida procedente de un cultivo bacteriano sobre gelosa.

El medio celular se pone en suspension directamente en o sobre la matriz. La mencionada técnica se conoce bajo el
nombre de espectrometria de masas en células completas (WC-MS, del inglés "whole-cell mass spectrometry ") y
puede realizarse sin procedimiento de extraccion previo, laborioso y que emplea mucho tiempo. Esta técnica se ha
utilizado ampliamente con anterioridad para la identificacién bacteriana, pero su identificacién en el caso de la
identificacion de proteinas es muy limitada, teniendo en cuenta la complejidad de la muestra. En la mayoria de
casos, no se conoce la asignacion de las proteinas correspondientes a los perfiles obtenidos mediante WC-MS, o
bien es ambigua. Solamente se han comparado los perfiles técnicos que conducen a la identificacion bacteriana sin
que se conozca la composicion proteica de estos perfiles (es decir, la correspondencia entre pico y proteina) (Welker
y Moore 2011). Sin embargo, algunos autores han propuesto utilizar esta metodologia para detectar los
biomarcadores y/o los factores de virulencia implicados en la patogenia bacteriana (Bizzini y Greub 2010). Para S.
aureus, algunos autores han mostrado que seria posible diferenciar los SARM de los SASM. Sin embargo, la
coleccion de cepas utilizadas era limitada (n=10 cepas) y se requeria la utilizacién de procedimientos de preparacion
de las muestras previos (es decir, extracciones quimicas y mecanicas) (Edwards-Jones, Claydon et al. 2000). Otros
autores han afirmado que era posible detectar la PVL de S. aureus (Bittar, Ouchenane et al. 2009). Sin embargo,
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estos resultados no se han revelado especificos y eran probablemente el reflejo de la pertenencia a un mismo clon
de la coleccion de cepas analizadas (Dauwalder, Carbonnelle et al. 2010; Szabados, Becker et al. 2011).

En el marco de la invencion, los inventores han demostrado asi de forma totalmente inesperada, que la presencia en
el espectro de masas obtenido de un pico con un valor de m/z igual a 3005 + 5 Th o a 3035 + 5 Th, vy,
simultaneamente, la ausencia de picos a 3005 + 5 Thy a 3035 + 5 Th, podria correlacionarse respectivamente con la
presencia y ausencia de hemolisina 8 o de su variante, y permiten por lo tanto formular un diagnéstico clinico.

Preferentemente, en el marco del procedimiento de acuerdo con la invencién, independientemente de cuales sean
las variantes implementadas, la espectrometria de masas se realiza, ventajosamente, sobre una muestra que
contiene una poblacién de 10 a 10° bacterias, y preferentemente de 10° a 10° bacterias. El nimero de bacterias se
asimilara al numero de unidades formadoras de colonias (UFC) contadas si la muestra que se somete a
espectrometria de masas se sembrara en un cultivo de gelosa normalizado para establecer el crecimiento de
Staphylococus aureus tras incubacion durante 18-48 horas a 35+2°C.

De una manera general, en el marco de la invencién puede utilizarse cualquier método de espectrometria de masas
mediante desorcién-ionizacion asistida por matriz y con medida del tiempo de vuelo.

De acuerdo con una realizacion particular, la espectrometria de masas utilizada es la espectrometria de masas (EM)
[o MS del inglés "Mass Spectrometry "] mediante desorcidn-ionizacion asistida por matriz y con medida del tiempo de
vuelo (MALDI-TOF) del inglés "[Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation/ Time Of Flight]", que presenta
particularmente la ventaja de una realizacion relativamente simple.

De acuerdo con otra realizacion particular, la espectrometria de masas utilizada es la EM en tandem MALDI-TOF-
TOF, que presenta dos separaciones sucesivas en funcion del tiempo de vuelo y que tiene especialmente la ventaja
de presentar una especificidad muy buena.

Antes de su ionizacién, la muestra se pone preferentemente en contacto con una matriz.

La matriz utilizada contiene ventajosamente un compuesto seleccionado entre el acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (es decir, acido sinapico o acido sinapinico); el acido a-ciano-4-hidroxicinamico (es decir, alfa-ciano,
matriz alfa o CHCA), acido ferulico y acido 2,5-dihidroxibenzoico (es decir, DHB).

Existen numerosa técnicas de depésito que podrian utilizarse en el marco de la invenciéon para poner la muestra en
contacto con la matriz: depositada sobre una capa de matriz seca, denominado depdsito en "capa delgada", depdsito
con una gota de matriz, denominado depdsito en "gota seca", depdsito sobre una capa de matriz, después, adicion
de una gota de matriz, el denominado depdsito en "sandwich".

En general, las matrices son fotosensibles y cristalizan en presencia de la muestra preservando la integridad de las
moléculas. Tales matrices especialmente adaptadas a la técnica EM MALDI-TOF son bien conocidas y se
seleccionan entre el acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico; el acido a-ciano-4-hidroxicinamico, el acido ferulico y el
acido 2,5-dihidroxibenzoico. La persona experta en la materia conoce numerosos compuestos diferentes. Existen
incluso matrices liquidas que no cristalizan ni a la presion atmosférica, ni siquiera en vacio (Tholey y Heinzle 2006).
Podra utilizarse cualquier otro compuesto que permita ionizar las moléculas de la muestra bajo el efecto de un rayo
laser. Especialmente la diana, es decir, el soporte sobre el cual se dispone la muestra, podra directamente realizar el
papel de la matriz, como en el caso de las técnicas "Nano-Assisted Laser Desorption/lonization " (MALDI) o
"Desorption/lonization On silicon" (DIOS). El rayo laser podra tener cualquier tipo de longitud de onda adecuada para
la sublimacion o la vaporizacion de la matriz. Preferentemente, se utilizaran la longitud de onda del ultravioleta o
incluso la del infrarrojo.

En la matriz, el mencionado compuesto se disuelve, con mas frecuencia en agua, preferentemente de calidad
"ultrapura”, o en una mezcla de agua/disolvente(s) organico(s). A titulo de ejemplo de los disolventes organicos
clasicamente utilizados, se pueden citar: acetona, acetonitrilo, metanol o etanol. Puede utilizarse a veces el acido
trifluoroacético (TFA). Un ejemplo de matriz esta constituida, por ejemplo, por 20 mg/ml de acido sinapico en una
mezcla de acetonitrilo/agua/TFA de 50/50/0,1 (v/v). El disolvente organico permite que las moléculas hidréfobas
presentes en la muestra se disuelvan en la solucion, mientras que el agua permite la disolucion de las moléculas
hidréfilas. La presencia de acido, tal como TFA, favorece la ionizacién de las moléculas de la muestra mediante la
captacién de un protén (HY).

Preferentemente, la muestra se deposita sobre un soporte denominado diana, lo mas frecuente en forma de
manchas. La matriz puede disponerse directamente sobre la muestra mientras y se mezcla con esta ultima.

De manera opcional, el procedimiento de acuerdo con la invencion incluye antes de la etapa b), una etapa de
cristalizaciéon de la matriz sobre o en la cual se han adsorbido las moléculas de la muestra.
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Con mayor frecuencia, la cristalizacion de la matriz se obtiene dejando secar la matriz en o sobre la cual se ha
depositado la muestra.

De acuerdo con una realizacién particular, el medio con el cual la muestra se pone en contacto corresponde a una
matriz adaptada a la EM-MALDI depositada sobre una diana, y el procedimiento incluye antes de la etapa b), la
obtencién de la cristalizacion de la matriz sobre o en la cual se han adsorbido las moléculas de la muestra. En este
caso, la matriz contiene preferentemente un compuesto seleccionado entre el acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico,
el acido a-ciano-4-hidroxicinamico, el acido ferulico y el acido 2,5-dihidroxibenzoico.

La muestra puede haber sido cultivada anteriormente en un caldo o sobre una gelosa para enriquecerla en bacterias
de Staphylococcus aureus. Tales medios gelosados o en caldo, son bien conocidos por la persona experta en la
materia. Se puede, por ejemplo, citar la gelosa en sangre (de caballo o de oveja); la gelosa columbia; la gelosa
"chocolate " ponV|tex la gelosa cromogénica ChromID Staph para la investigacion de S. aureus de la empresa
bioMérieux, efc. El enriquecimiento sobre gelosa es particularmente favorable ya que permite obtener colonias puras
de S. aureus que se podran depositar sobre la diana. A continuacion, el disolvente presente en la matriz se evapora,
por ejemplo, dejando la muestra a una temperatura comprendida, por ejemplo, a un intervalo de 17 a 30°C, y
especialmente a temperatura ambiente (22°C) durante algunos minutos, por ejemplo, de 5 minutos a 2 horas. Esta
evaporacion del disolvente permite la cristalizacién de la matriz sobre la que se ha distribuido la muestra. A
continuacion, la muestra, colocada en el interior de la matriz cristalina, se somete a una ionizacion suave. Esta
ionizacion se realizara, preferentemente, con un laser de nitrégeno que emite un rayo UV a 337,1 nm.

Durante la ionizacién, la muestra se somete a una ionizacion mediante laser. Los cristales de la matriz absorben
entonces la energia fotdnica y la restitucion de esta energia conlleva la sublimacion de la matriz, la desorcién de la
muestra y la aparicion de la materia en un estado denominado como plasma. En el interior de dicho plasma se
producen intercambios de cargas entre las moléculas de la matriz y de la muestra. Por ejemplo, los protones pueden
separarse de la matriz y ser transferidos a las proteinas y a los péptidos de la muestra. Esta etapa permite una
ionizacién suave de las biomoléculas sin inducir su destrucciéon. Las muestras emiten de este modo iones de
diferentes tamanos. A continuacion, estos ultimos se aceleran mediante un campo eléctrico y vuelan libremente en
un tubo a presién reducida, denominado tubo de vuelo. La presién aplicada durante Ia ionizacion y durante la
aceleraC|on de los iones generados se |ncluye frecuentemente en un intervalo de 10 a 10 milibares [mbar] (10 a
107 Pa). Los iones mas pequefos van a "viajar" mas rapidamente que los iones mas grandes, lo que permite asi su
separacion. En el extremo final del tubo de vuelo se encuentra un detector. Los tiempos de vuelo (o TOF para "Time
Of Flight" en inglés) de los iones se utilizan para calcular su masa. Asi, se obtiene un espectro de masas, que
corresponde a la sefial correspondiente al nUmero de moléculas ionizadas que tienen la misma relacién entre masa
y carga [m/z], en funcion de la relacion m/z de las moléculas que llegan al detector. La relacion entre la masa y la
carga [m/z] se expresa en unidades Thomson [Th]. Una vez introducida en el espectrometro de masas, se obtiene el
espectro de una muestra muy rapidamente, lo mas frecuentemente en menos de un minuto.

El hecho de que la muestra analizada contenga bacterias de Staphylococcus aureus puede determinarse por un
ensayo anterior a la EM MALDI-TOF o de manera simultanea gracias al espectro de EM MALDI-TOF. En este caso,
el espectro de la EM MALDI TOF total, que comprende habitualmente entre 70 y 200 picos, se comparara con una
base de datos espectrales que permite determinar si la poblacidon bacteriana analizada corresponde a
Staphylococcus aureus. Esta comparacion se basa en la utilizacion de diferentes algoritmos de acuerdo con los
proveedores, y conduce a la obtencion de la identificacion bacteriana (Cherkaoui, Hibbs et al. 2010; Welker y Moore
2011).

Todos los modos de realizacion detallados a continuacién son aplicables independientemente de cual sea la técnica
de espectrometria de masas utilizada, en particular de tipo MALDI-TOF o de tipo MALDI-TOF-TOF.

Cuando la espectrometria de masas utilizada es la EM MALDI-TOF, la determinacion de la etapa g) se deduce
preferentemente de manera directa de la presencia sobre el espectro de masas obtenido de un pico a un valor de
m/z igual a 3005 + 5 Th 0 a 3035 + 5 Th o de la ausencia de picos a la vez a 3005+ 5 Thy a 3035+ 5 Th.

Cuando la espectrometria de masas utilizada es la EM MALDI-TOF-TOF, se deja preferentemente desplazar las
moléculas ionizadas en un primer tubo bajo presion reducida en la etapa d), se seleccionan los iones de masa m/z
igual a 3005 + 5 Th y/o de masa m/z igual a 3035 + 5 Th, se aceleran de nuevo las moléculas ionizadas después de
su fragmentacion, por ejemplo, mediante colision, y las moléculas ionizadas fragmentadas o no se dejan desplazar
libremente en un segundo tubo.

Con la EM MALDI-TOF-TOF, la determinacion de la etapa g) se deduce preferentemente de manera indirecta de la
presencia de al menos cinco fragmentos, y preferentemente de al menos 10 fragmentos, entre los fragmentos
iénicos y los b siguientes:

- los fragmentos i6nicos y de masa 147,113, 275,208, 376,255, 523,324, 651,419, 765,462, 864,530, 965,578,
1080,605, 1193,689, 1306,773, 1492,852, 1620,947, 1720,016, 1833,100, 1948,127, 2005,148, 2118,232,
2219,280, 2306,312, 2419,396, 2532,480, 2647,507, 2775,565, 2846,603 y 2976,635, con una tolerancia de + 1,5
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Th; y los fragmentos idnicos b de masa 131,040, 202,077, 330,136, 445,163, 558,247, 671,331, 758,363,
859,410, 972,494, 1029,516, 1144,543, 1257,627, 1356,695, 1484,790, 1670,870, 1783,954, 1897,038,
2012,065, 2113,112, 2212,181, 2326,224, 2454,319, 2601,387, 2702,435, 2830,530 y 2958,625, con una
tolerancia de + 1,5 Th, para el pico a 3005 + 5 Th, y/o

- los fragmentos i6nicos y de masa 147,113, 275,208, 376,255, 523,324, 651,419, 765,462, 864,530, 965,578,
1080,605, 1193,689, 1306,773, 1492,852, 1620,947, 1720,016, 1833,100, 1948,127, 2035,159, 2148,243,
2249,290, 2336,322, 2449,406, 2562,491, 2677,517, 2805,576, 2876,613 y 3006,646, con una tolerancia de + 1,5
Th; y los fragmentos idnicos b de masa 131,040, 202,077, 330,136, 445,163, 558,247, 671,331, 758,363,
859,410, 972,494, 1059,526, 1174,553, 1287,638, 1386,706, 1514,801, 1700,880, 1813,964, 1927,048,
2042,075, 2143,123, 2242,191, 2356,234, 2484,329, 2631,398, 2732,445, 2860,540 y 2988,635, con una
tolerancia de + 1,5 Th, para el pico a 3035 £ 5 Th.

Un procedimiento de espectrometria de masas MALDI-TOF utilizable de acuerdo con la invencién puede
comprender particularmente las etapas sucesivas siguientes para obtener un espectro de masas:

- Colocar la muestra a estudiar en la superficie 0 en una matriz adaptada a la espectrometria de masas mediante
desorcién-ionizacion asistida por matriz por tiempo de vuelo,

- Obtener la cristalizacion de la matriz sobre o en la cual se han adsorbido las moléculas de la muestra,

- lonizar la mezcla de muestra/matriz cristalizada mediante un rayo laser,

- Acelerar las moléculas ionizadas obtenidas mediante una diferencia de potencial,

- Dejar desplazarse libremente las moléculas ionizadas y aceleradas en un tubo a presién reducida,

- Detectar las moléculas ionizadas a la salida del tubo, para medir el tiempo que han tardado en recorrer el tubo a
presiéon reducida y obtener una sefal correspondiente al nimero de moléculas ionizadas que alcanzan el
detector en un instante dado,

- Calcular la relacion entre masa y carga [m/z] de las moléculas detectadas, para obtener una sefial
correspondiente al nimero de moléculas ionizadas que tienen la misma relacion entre masa y carga [m/z], en
funcion de la relacion m/z de moléculas detectadas.

En general, se obtiene el calculo de la relacién m/z teniendo en cuenta la calibraciéon anterior del espectrometro de
masas utilizado, en forma de una ecuacién que vincula la relacion de masa a carga [m/z] y el tiempo de recorrido en
el tubo bajo presidn reducida de las moléculas ionizadas.

La EM MALDI-TOF que puede utilizarse en el marco de la invencién se basa en la medida del tiempo necesario para
ir de un punto A a un punto B de iones de diferentes cargas y de diferentes masas expuestos a un campo eléctrico.
La medida de este tiempo de recorrido depende de la masa y de la carga del ion, permitiendo asi su separacion
(Welker y Moore 2011).

Un procedimiento MALDI-TOF-TOF que puede igualmente utilizarse en el marco de la invencion puede comprender
particularmente las siguientes etapas para la obtencion del espectro de masas:

- Colocar la muestra a estudiar en la superficie de una matriz adaptada a la MS para MALDI-TOF-TOF.

- Obtener la cristalizacion de la matriz sobre o en la cual se han adsorbido las moléculas de la muestra,

- lonizar la mezcla de muestra/matriz cristalizada mediante un rayo laser,

- Acelerar las moléculas ionizadas obtenidas mediante una diferencia de potencial,

- Dejar desplazarse libremente las moléculas ionizadas y aceleradas en un primer tubo a presién reducida,

- Alfinalizar el paso del primer tubo, seleccionar las moléculas ionizadas que tienen la masa del ion molecular para
fragmentar y eliminar los otros iones, por ejemplo con un deflector electrostatico,

- Obtener la fragmentacion de las moléculas ionizadas, de manera opcional provocandola con la ayuda de un gas
inerte,

- Aumentar de nuevo el potencial para provocar la aceleracion de las moléculas ionizadas, por ejemplo mediante
rejillas de potencial para transmitir una energia cinética diferente a los fragmentos idnicos y al ion precursor,

- Dejar desplazarse libremente las moléculas i6nicas fragmentadas o no en un segundo tubo a presion reducida,

- Detectar las moléculas ionizadas a la salida del tubo, para medir el tiempo que han tardado en recorrer el tubo a
presiéon reducida y obtener una sefal correspondiente al nimero de moléculas ionizadas que alcanzan el
detector en un instante dado,

- Calcular la relacion entre masa y carga [m/z] de las moléculas detectadas, para obtener una sefal
correspondiente al nimero de moléculas ionizadas que tienen la misma relacion entre masa y carga [m/z], en
funcion de la relacion m/z de moléculas detectadas.

En general, se obtiene el calculo de la relacién m/z teniendo en cuenta la calibraciéon anterior del espectrometro de
masas utilizado, en forma de una ecuacion que vincula la relacion de masa a carga [m/z] y el tiempo de recorrido en
el tubo bajo presion reducida de las moléculas ionizadas. La masa del ion precursor puede servir para realizar esta
calibracion.

Se puede utilizar todo tipo de espectrometros de masas MALDI-TOF o MALDI-TOF/TOF para la elaboracion del
espectro de masas. Tales espectrometros comprenden:
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i) una fuente de ionizacion (en general un laser UV) destinado a ionizar la mezcla de muestra/matriz;
ii) un acelerador de moléculas ionizadas mediante aplicacion de una diferencia de potencial,
iii) un tubo a presion reducida en el cual se desplazan las moléculas ionizadas y aceleradas,
iv) un analizador de masas destinado a separar los iones moleculares formados en funciéon de su relacién de
masa a carga (m/z);
v) un detector destinado a medir el producto de la sefial directamente por los iones moleculares.

Un espectréometro de masas MALDI-TOF-TOF es idéntico a un espectrémetro de masas MALDI-TOF, salvo que el
tubo a presion reducida esta dividido en dos partes situadas una en la prolongaciéon de la otra (denominadas
igualmente aqui primer tubo y segundo tubo a presiéon reducida). Esta geometria permite dos separaciones
sucesivas de los iones moleculares en funcion de los tiempos de vuelo: la primera permite la selecciéon de un ion
molecular que se separara en fragmentos en la segunda parte del tubo. Se entiende por fragmentos toda estructura
molecular obtenida descomponiendo el ion molecular seleccionado.

La fragmentacion de los iones puede obtenerse bien durante la ionizacién inicial, bien en una celda de colision
situada entre las partes del tubo mencionadas anteriormente. Durante la ionizacion inicial, puede provocarse
directamente la fragmentacion mediante la energia del rayo laser absorbida por las moléculas o provocarse por la
colision entre moléculas neutras o ionizadas en el plasma molecular. Si la fragmentacion se produce antes de la fase
de aceleracion de los iones, los fragmentos migran de acuerdo con sus masas respectivas. Si se produce durante la
fase de aceleracion, la separacion de los iones, denominados metaestables, es pobre. Si se produce después de la
aceleracion inicial, los fragmentos iénicos y su molécula precursora ionizada (ion precursor) tienen la misma energia
cinética y migran a la misma velocidad. Este ultimo tipo de fragmentacion, bautizado fragmentacion posterior a la
fuente se aprovecha en la técnica de EM MALDI-TOF-TOF. La primera parte del tubo (0 denominado en este
documento primer tubo a presion reducida) permite seleccionar un intervalo de masas que incluye la masa del ion
precursor. El ion precursor y sus fragmentos se aceleran a continuacién de nuevo entre las dos partes del tubo a
presion reducida. Los iones adquieren entonces una energia cinética que esta en funcion de su masa. Migran
finalmente a la segunda parte del tubo a presion reducida (o denominado aqui segundo tubo a presion reducida) en
funcién de sus masas respectivas. De este modo, es posible detectar el conjunto de fragmentos generados para un
ion precursor dado.

Una variante de este método consiste en afadir a la celda de colisiéon un gas inerte, tal como argoén, entre las dos
partes del tubo a presién reducida. Las moléculas ionizadas se fragmentan entonces al entrar en colision con el gas
inerte. A continuacion, pueden acelerarse y separarse como anteriormente.

Una EM mediante MALDI TOF/TOF fragmenta las proteinas de manera especial alrededor del enlace peptidico, y
genera esencialmente iones de tipo b y de tipo y de acuerdo con la nomenclatura usual (Paizs y Suhai 2005). Son
igualmente posibles otros fragmentos, iones imonio, fragmento a, efc.

La persona experta en la materia tiene el habito de utilizar el perfil de fragmentacion para generar informaciones
sobre la secuencia de aminoacidos de la proteina y de intentar identificar la secuencia proteica. Utiliza
particularmente para este fin programas informaticos tales como el de la empresa Matrix Science (Londres, Reino
Unido).

Asi, la hemolisina & de la SEC ID N° 1 producira mayoritariamente:

¢ los fragmentos io6nicos y de masa 147,113, 275,208, 376,255, 523,324, 651,419, 765,462, 864,530, 965,578,
1080,605, 1193,689, 1306,773, 1492,852, 1620,947, 1720,016, 1833,100, 1948,127, 2005,148, 2118,232,
2219,280, 2306,312, 2419,396, 2532,480, 2647,507, 2775,565, 2846,603 y 2976,635;

¢ vy los fragmentos idnicos b de masa 131,040, 202,077, 330,136, 445,163, 558,247, 671,331, 758,363, 859,410,
972,494, 1029,516, 1144,543, 1257,627, 1356,695, 1484,790, 1670,870, 1783,954, 1897,038, 2012,065,
2113,112, 2212,181, 2326,224, 2454,319, 2601,387, 2702,435, 2830,530 y 2958,625.

Analogamente, la hemolisina 8 G10S de la SEC ID N°2 producira mayoritariamente:

¢ los fragmentos i6nicos y de masa 147,113, 275,208, 376,255, 523,324, 651,419, 765,462, 864,530, 965,578,
1080,605, 1193,689, 1306,773, 1492,852, 1620,947, 1720,016, 1833,100, 1948,127, 2035,159, 2148,243,
2249,290, 2336,322, 2449,406, 2562,491, 2677,517, 2805,576, 2876,613 y 3006,646;

¢ vy los fragmentos idnicos b de masa 131,040, 202,077, 330,136, 445,163, 558,247, 671,331, 758,363, 859,410,
972,494, 1059,526, 1174,553, 1287,638, 1386,706, 1514,801, 1700,880, 1813,964, 1927,048, 2042,075,
2143,123, 2242,191, 2356,234, 2484,329, 2631,398, 2732,445, 2860,540 y 2988,635.

Los ejemplos, en relacion con las Figuras adjuntas, permiten en lo sucesivo ilustrar la invencién pero no tienen
ningun caracter limitativo.

La Figura 1 representa la secuencia primaria de la hemolisina & (Fitton, Dell et al. 1980).
La Figura 2 pone de manifiesto la deteccion de la hemolisina & mediante EM MALDI TOF a partir de cepas
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iségenas de Staphylococcus aureus.

La Figura 3 estudia el efecto de los tiempos de cultivo (18 a 48 h) sobre la deteccion de la hemolisina & mediante
EM MALDI TOF de 3 cepas isdgenas y de 2 cepas clinicas.

La figura 4 ilustra la deteccién de la hemolisina & y de su variante G10S mediante EM MALDI TOF a partir de
cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

EJEMPLOS
1 Material
¢ Matriz

Utilizacion de una matriz de acido a-ciano-4-hidroxi cinamico [CHCA] lista para su uso (Referencia 411071,
bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia).

* Dianas y control interno

Utilizacion de dianas desechables MS DS® (Referencia 410893 bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia). Utilizacion de
una cepa de Escherichia coli ATCC 8739 que permite calibrar cada analisis o verificar la validez de la calibracion del
espectrometro de masas.

* Tipo de depédsitos

Las cepas de Staphylococcus aureus se depositaron en forma de una extensiéon fina de una colonia puntual
(extension en forma de capa fina o "frotis " en inglés). Esta extension se secd de durante 5 a 15 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion se deposité un microlitro de matriz CHCA, que se secé a continuacion de 5 a
15 minutos a aproximadamente temperatura ambiente.

Espectrometro de masas MALDI TOF

Utilizacion de un espectrémetro de masas de tipo MALDI TOF modelo Axima Assurance® de la compafiia Shimadzu,
Champs sur Marne, Francia.

Parametros utilizados durante el analisis en el espectrémetro de masas MALDI TOF

En los andlisis de las cepas de S. aureus se han utilizado en el espectrometro de masas los parametros de ajuste
siguientes:

- Zona de deteccion de masas: 2000 - 20 000 Th
- Potencia del laser: 80 voltios

- Frecuencia del laser: 50 hertzios

- Tipo de laser; N2

- Modo del espectrometro de masas: linear, positivo
- Potencia de extraccion: 8330 Th

- Modo "auto calidad " activado

- Intensidad minima: 10 mV

- Relacion sefial a ruido minima: 10

- Resolucién minima aceptable: 300

- Numero de disparos: 5 disparos 1 perfil

- Numero de perfiles por espectro: 100

* Programas informaticos
Los planos de la placa se realizaron mediante el programa informatico Sirweb-Maldi-Tof® version 11 (I2A, Peyrols,
Francia) o el programa informatico Target Manager® Y™ 1.12 (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia). El

espectrometro de masas estd controlado por el programa informatico LaunchPad® version 2.8.4.20081127
(Shimadzu, Champs sur Marne, Francia).

2. Metodologia
Parametros preanaliticos

Andlisis de las cepas tras subcultivo de 18 a 24 h en gelosa con sangre de caballo (TSH, Referencia 43061,
bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) a 35 + 2°C en atmodsfera aerobia.
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Calibracion inicial adicional (ademas de la utilizada para la identificacion bacteriana) del espectrometro de masas en
la zona de 2800 a 3200 m/z con la ayuda de un calibrador para espectrometria de masas compuesto por
polietilenglicol (PEG) 3000.

¢ Parametros analiticos

A partir de una colonia puntual, realizacién de un depésito en una diana desechable de acuerdo con la "técnica del
frotis " utilizada de forma rutinaria en la identificacion de bacterias.

Secado de 5-15 minutos a temperatura ambiente.

Adicién de 1 ul de matriz CHCA al depésito anterior.

Secado durante 5-15 minutos.

Realizacion de un "plano de la placa" mediante el programa informatico Sirweb-Maldi-Tof® o Target Manager®.

Inicio del analisis por EM MALDI TOF mediante el programa informatico Launchpad® de control del espectrometro de
masas Axima Assurance”.

3. Resultados
a. Validacion de la deteccion
i. Utilizacion de cepas is6genas de Staphylococcus aureus

El analisis de las cepas iségenas para el sistema agr/rnallllhld obtenidas mediante la sustitucion alélica del locus agr
ha permitido demostrar la presencia de un pico a 3005 + 5 Th para las cepas que presentan un sistema agr
funcional. Por el contrario, las cepas isdégenas, idénticas a las cepas progenitoras precedentes con la excepcion de
un sistema agr mutado, no presentan ningun pico a 3005 + 5 Th. La cepa RN6390 ensayada posee un sistema agr
funcional y es productora de hemolisina d; la cepa LUG950 procede de la cepa RN6390 en la cual se ha inactivado
el gen que codifica el ARN llI: la cepa es deficiente para la sintesis de la hemolisina ; la cepa RN6911 es una cepa
obtenida mediante la delecion completa del locus agr (ARN Il y ARN Ill) de la cepa RN6390: la cepa es deficiente
para la sintesis de hemolisina 8. La Tabla | y la Figura 2 resumen los resultados obtenidos. La Figura 2 presenta el
espectro de masas WC-EM MALDI TOF obtenido con las tres cepas ensayadas para las relaciones m/z
comprendidas entre 2800 y 3200.

Tabla I: Deteccion de la hemolisina & mediante WC-EM MALDI TOF y mediante la investigacion de la hemolisis en
medio gelosa en una coleccién de cepas iségenas

Cepa de referencia Caracteristicas Ensayo de sinergia de la Presencia de un pico a
hemolisis sobre gelosa en 3005 +5Th
sangre
RN6390 Cepa progenitora agr’ + +
LUG 950 RN6390 aArnalll - -
RN 6911 RN6390 ragr - -

ii. Datos de repetibilidad y de fidelidad intermedia

A fin de poder evitar condiciones de cultivo demasiado estrictas necesarias para el uso de esta deteccion en la
practica cotidiana, se han establecido datos de repetibilidad y de fidelidad intermedia. Con este fin se han utilizado
las 3 cepas isdgenas anteriormente descritas (es decir, RN6390; LUG 950; y RN 6911) y 2 cepas clinicas,
expresando una la hemolisina & (es decir, BE1046 1395), y la otra no (es decir, BE1048 1354). Estas cepas se
cultivaron durante 18, 24 y 48 horas sobre gelosas en sangre de caballo (TSH, Referencia 43061, bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Francia). A continuacién, estas cepas se ensayaron por duplicado en WC-EM MALDI TOF. En todos los
casos, y para todos los tiempos de cultivo, se detectd el pico a 3005 + 5 Th en todas las cepas productoras de
hemolisina & y no se encontré para las cepas que presentan una disfuncion del sistema agr (Figura 3).

iii. Influencia de los medios de cultivo en la deteccién de la hemolisina &

Se ha evaluado igualmente la influencia de los medios de cultivo. Se cultivaron las mismas 5 cepas (las 3 cepas
iségenas y las 2 cepas clinicas, expresando una la hemolisina 9, y la otra no), en 5 medios diferentes durante 24 h a
35 + 2°C en condiciones aerobias: gelosa en sangre de caballo (TSH, Referencia 43061, bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Francia); gelosa columbia (COS, Referencia 43041, bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia); gelosa "chocolate " (PVX,
Referencia 43101, bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia); gelosa P (GP, Bacto-Peptona DIFCO®, Becton Dickinson,
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Pont de Claix, Francia); y gelosa cromdgena para la investigacion de S. aureus (ChromlD Staph®, Referencia 43371,
bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia). Estas condiciones de cultivo diferentes no tuvieron ninguna influencia en la
deteccion de la hemolisina & mediante WC-EM MALDI TOF segun el pico a 3005 + 5 Th como se muestra en la
Tabla Il.

Tabla lI: Influencia de las condiciones de cultivo en la deteccion de la hemolisina 6.

Cepa TSH® CcOoSs”® PVX® GP ChromID Staph®
RN6390 + + + + +
LUG 950 - - - - -
RN 6911 - - - - -
BE10482354 - - - - -
BE10461395 + + + + +

+: pico detectado a 3005 + 5 Th. -: ausencia de pico a 3005 £ 5 Th.

iv. Analisis prospectivo de una coleccién de cepas clinicas procedentes del laboratorio de microbiologia del Centre
de

Biologie et Pathologie Est des Hospices Civils de Lyon.

Para estudiar la importancia clinica de la disfuncién del sistema agr, determinado por la ausencia del pico a 3005 + 5
Th, se recogié prospectivamente una serie de 168 aislados entre noviembre de 2010 y marzo de 2011 en el
laboratorio de bacteriologia del Centre de Biologie et Pathologie Est [CBPE] des Hospices Civils de Lyon [HCL].
Entre los citados, 139 (82,7%) que presentaban, en WC-EM MALDI TOF un pico a 3005 + 5 Th; 12 (7,2 %) que
poseian un pico a 3035 + 5 Th y no a 3005 + 5 Th; y adicionalmente 17 cepas (10,1%) que no mostraban ningun
pico a 3005 + 5 Th, y ningun pico a 3035 + 5 Th. Para confirmar los resultados obtenidos mediante una segunda
metodologia, se realizaron ensayos de hemolisis sobre gelosa en sangre. Las 17 cepas que no presentaban ningun
pico a 3005 + 5 Th y a 3035 + 5 Th no mostraron ninguna hemolisis. Por el contrario, las 10 cepas desprovistas de
picos a 3005 + 5 Th pero con un pico a 3035 + 5 Th presentaron un ensayo de hemolisis positivo. Por ultimo, la
deteccion de la hemolisina & mediante el ensayo de la hemolisis en 5 de las 139 muestras tomadas al azar y que
presentaban un pico a 3005 + 5 Th se reveld positiva. Para de explicar la presencia de hemolisis asociada a un pico
a 3035 + 5 Th y sin pico a 3005 + 5 Th, se secuencio el gen hid que codificaba la hemolisina 5. En las 10 cepas se
detectd una mutacion que entrafiaba la sustitucion de una glicina por una serina en posicién 10 (es decir, G10S), lo
que explica la modificacion de la masa medida mediante EM MALDI TOF (Figura 4). Entre las cepas cuyo espectro
WC-EM MALDI TOF se ha representado mediante una relacion m/z comprendida entre 2800 y 3200 en la Figura 4,
las cepas BE1046 1395 y BE1103 3028 produjeron la hemolisina & en la forma natural (5%); las cepas BE1050 5040
y BE1104 4293 produjeron la hemolisina & que presentaba la mutacién G10S (5°¢'%®); las cepas BE1106 5397 y
BE1048 2354 son deficientes en hemolisina & (&).

v. Andlisis MALDI TOF/TOF

Se realizé un andlisis mediante espectrometria de masas "MALDI-TOF/conTiempo de vuelo " [MALDI TOF-TOF]
sobre 9 cepas: las tres cepas isdgenas anteriormente citadas (es decir, RN6390; LUG 950; y RN 6911), 2 cepas
clinicas no hemoliticas que no presentaban ningun pico a 3005 + 5 Th, ni un pico a 3035 + 5 Th, 2 cepas clinicas
hemoliticas que mostraban un pico a 3005 + 5 Th; y dos cepas clinicas hemoliticas que presentaban un pico a 3035
+ 5 Th pero estaban desprovistas de pico a 3005 + 5 Th.

Asi, el analisis en el modo MALDI-TOF-TOF del pico a 3005 + 5 Th de la cepa RN6390 permitié6 detectar los
fragmentos de la hemolisina & de masa 147,252, 201,359, 275,471, 330,459, 376,514, 446,482, 523,633, 559,574,
651,7, 672,606, 757,71, 765,841, 864,832, 965,922, 1080,95, 1194,071, 1307,149, 1356,133, 1493,23, 1621,321,
1672,21, 1720,294, 1785,044, 1833,275, 1948,428, 2005,551, 2119,576, 2219,583, 2307,544, 2420,56, 2533,786,
2600,009, 2602,657, 2647,743, 2774,373, 2776,851 y 2975308 Th. Estos fragmentos corresponden
respectivamente a los iones y1, y2, y3, y4, y5, y6, y7, y8, y9, y10, y11, y12, y13, y14, y15, y16, y17, y18, y19, y20,
y21, y22, y23, y24, y26, b2, b3, b4, b5, b6, b7, b13, b15, b16 y b23 de la hemolisina & de secuencia SEC ID N°1 con
una tolerancia de *+ 1,5 Th. Se detectaron de esta manera mas de 5 fragmentos que pertenecian a la hemolisina & de
secuencia SEC ID N° 1.

Analogamente, el anadlisis en modo MALDI-TOF-TOF del pico a 3035 + 5 Th de la cepa BE1050 5040 permitid
detectar los fragmentos de la hemolisina 8 G10S de masa 275,408, 330,363, 376,414, 446,463, 523,39, 559,462,
651,572, 757,505, 765,682, 860,673, 864,661, 965,714, 1080,77, 1175,788, 1193,829, 1306,922, 1493,064,
1621,166, 1701,34, 1720,251, 1814,587, 1833,381, 1948,485, 2035,545, 2148,557, 2249,99, 2336,585, 2449,681,
2562,833, 2677,454 y 2677,935 Th. Estos fragmentos corresponden respectivamente a los iones y2, y3, y4, y5, y6,
y7,vy8,y9,y10, y11,y12, y13, y14, y15, y16, y17, y18, y19, y20, y21, y22, y23, b3, b4, b5, b7, b8, b11, b15 y b16 de
la hemolisina d G10S de secuencia SEC ID N°2 con una tolerancia de + 1,5 Th. Se han detectado de esta manera
mas de 5 fragmentos que pertenecian a la hemolisina & de secuencia SEC ID N°2.
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Por el contrario, el analisis MALDI-TOF-TOF del pico a 3053 £ 5 Th de la cepa LUG 950 no permitié detectar los
fragmentos de masa correspondientes a la SEC ID N°1 o a la SEC ID N°2. Solo se detectaron los picos de masa
siguientes: 72,826, 96,485, 128,727, 214,235, 242,298, 263,249, 267,247, 285,276, 362,359, 476,458, 1206,984 y
1848,786 Th.

En todos los casos, el analisis mediante espectrometria de masas MALDI TOF-TOF vy la investigacion en la base de
datos Mascott® (Matrix Science Ltd, Londres, Reino Unido) confirmé la totalidad de los resultados obtenidos
anteriormente, particularmente la correspondencia del pico a 3035 £ 5 Th con la forma mutada de la hemolisina &
G10S.

Estos ejemplos permiten mostrar que el modo MALDI-TOF, aunque mas sencillo de llevar a cabo, conduce a las
mismas identificaciones que el modo MALDI-TOF-TOF, que es mas especifico.

La totalidad de los resultados obtenidos se ha resumido en la Tabla Ill.

Tabla lll: Deteccion de la hemolisina & mediante espectrometria de masas MALDI TOF en 168 cepas clinicas y la
correlacion con el ensayo de sinergia de la hemolisis en difusion y la deteccion con espectrometria MALDI TOF/TOF.

Picoa3005+5Th Picoa3035+5Th (Numero Ausenciade picosa3005+5Thy
(Numero de cepas de cepas positivas 3035 + 5 Th (Nuamero de cepas
positivas /nimero de cepas positivas /nimero de cepas
/nimero de cepas analizadas) analizadas)
analizadas)

MALDI TOF 141/168 10/168 17/168

Ensayo de sinergia

de la hemolisis sobre 5/5 10/10 017

gelosa en sangre

MALDI TOF/TOF 2/2 2/2 0/2

Por ultimo, para evitar el posible sesgo debido a la inclusién de cepas que pertenecen a un mismo clon, se
analizaron las 17 cepas deficientes en hemolisina & mediante chips génicos (IDENTIBAC®, Alere, Francia),
mostrando su pertenencia a 4 complejos clonados y a 3 fondos genéticos diferentes.

vi. Vinculo con la cronicidad de la infeccion.

En paralelo a la recopilacion de los 168 aislados, se recogieron informaciones clinicas que se refieren a los rasgos
agudos frente a los cronicos de la infeccion o de la colonizacién por S. aureus. Se definié una infeccion cronica
sobre la base de un criterio clinico biolégico consistente en recuperar el aislamiento, de hasta 6 meses antes, de una
cepa de S. aureus que presentaba el mismo antibiograma que la cepa aislada durante el estudio. En el resto de los
casos, la infeccion o la colonizacién estaban clasificadas como agudas. Por otra parte, también se recogio la
presencia de materiales implantables: catéteres, protesis osteoarticulares o vasculares; frecuentemente
considerados vinculados a infecciones crénicas (Hawkins, Huang et al. 2007).

De las 34 cepas aisladas en el curso de las infecciones crénicas, 11 no produjeron hemolisina & frente a 6 en 134
aislados durante las infecciones agudas, determinando objetivamente un vinculo estadisticamente significativo entre
deficiencia en hemolisina & e infecciones crénicas en analisis univariante (p=0,001). Analogamente, el analisis
estadistico multivariante encuentra este vinculo entre el defecto en hemolisina 8 y la cronicidad de la infeccidn, tanto
para SASM (p=0,023) como para SARM (p=0,082). Por el contrario, no se ha podido encontrar ningtin vinculo entre
la ausencia de deteccion de la hemolisina y la presencia de materiales implantables (p=0,470).

vii. Vinculo con GISA

Se ha llevado a cabo la investigacion de GISA mediante métodos fenotipicos en las 168 cepas recogidas
prospectivamente. Cinco se revelaron como GISA y 4 de estas 5 cepas no presentaban ningun pico a 3005+ 5 Thy
a 3035 £+ - 5 Th (&). Teniendo en cuenta el reducido nimero de cepas GISA obtenidas en este estudio, se analizé
una colecciéon de 28 cepas de GISA perfectamente caracterizadas por el Centre National de Référence des
Staphylocoques con respecto a su produccion de hemolisina 8. Nueve cepas de 28 eran & frente a 13/163 cepas no
GISA procedentes del estudio clinico, confirmando, aqui también, el vinculo entre la disfuncion del sistema agr vy el
fenotipo de resistencia GISA (p=0,001).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de estudio de una muestra que contiene una poblacion bacteriana de Staphylococcus aureus
mediante una técnica de espectrometria de masas que comprende las siguientes etapas:

a) Poner la muestra en contacto con un medio que permita la ionizacidon mediante la acciéon de un rayo laser de
las moléculas presentes en la muestra,

b) lonizar las moléculas presentes en la muestra mediante un rayo laser,

c) Acelerar las moléculas ionizadas obtenidas mediante una diferencia de potencial,

d) Dejar desplazarse libremente las moléculas ionizadas y aceleradas en como minimo un tubo a presion
reducida,

e) Detectar al menos una parte de las moléculas ionizadas y aceleradas que se estan desplazando libremente,
para medir el tiempo que han tardado en recorrer al menos un tubo a presiéon reducida y obtener una sefal
correspondiente al nimero de moléculas ionizadas detectadas en un instante dado,

f) Calcular la relacion entre masa y carga [m/z] de las moléculas detectadas, para obtener una sefial
correspondiente al nimero de moléculas ionizadas que tienen la misma relacion entre masa y carga [m/z], en
funcion de la relacion m/z de las moléculas detectadas,

g) Determinar, de manera directa o indirecta, si entre las moléculas ionizadas obtenidas en la etapa b), hubo o
no moléculas ionizadas de masa/carga [m/z] iguales a 3005 + 5 Th o iguales a 3035 + 5 Th,

h) Formular una decision condicionada por el resultado obtenido en la etapa g).

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado por que la etapa h) corresponde a una etapa de
correlacion de la ausencia a la vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas con
m/z igual a 3035 + 5 Th con la ausencia de hemolisina & y de su variante G10S en la poblacién bacteriana de
Staphylococcus aureus analizada.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado por que la etapa h) corresponde a una etapa de
correlacion de la ausencia a la vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas con
m/z igual a 3035 + 5 Th con una disfuncién del sistema agr ("Accessory Gene Regulator ") con respecto a la
poblacién bacteriana de Staphylococcus aureus analizada.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado por que la poblaciéon bacteriana de
Staphylococcus aureus analizada proviene de una muestra biolégica de un paciente y por que la etapa h)
corresponde a una etapa de correlacion de la ausencia a la vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th
y de moléculas ionizadas con m/z igual a 3035 + 5 Th con la formulacion por el mencionado paciente, de un
diagnéstico clinico conocido por estar vinculado a la disfuncién del sistema agr.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 4 caracterizado por que la poblaciéon bacteriana de
Staphylococcus aureus analizada proviene de una muestra biolégica de un paciente en que la etapa h) corresponde
a una etapa de correlacion de la ausencia a la vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de
moléculas ionizadas con m/z igual a 3035 + 5 Th con la formulacion por el mencionado paciente.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 4 caracterizado por que la etapa h) corresponde a una etapa
de correlacion de la ausencia a la vez de moléculas ionizadas con m/z igual a 3005 + 5 Th y de moléculas ionizadas
con m/z igual a 3035 + 5 Th con una clasificacion de la poblaciéon bacteriana de Staphylococcus aureus analizada
como en riesgo de presentar una sensibilidad disminuida a los glicopéptidos (es decir, GISA).

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores caracterizado por que la espectrometria de
m%sas se realiza sobre una muestra que contiene una poblacién de 10 a 10° bacterias, y preferentemente de 10°a
10° bacterias.

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores caracterizado por que la espectrometria de
masas utilizada es la espectrometria de masas (EM) mediante desorcién-ionizacion asistida por matriz y con medida
del tiempo de vuelo (MALDI-TOF).

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8 caracterizado por que la determinacion de la etapa g) se
deduce de manera directa de la presencia en el espectro de masas obtenido de un pico con un valor de m/z igual a
3005+ 5 Th o a 3035 £+ 5 Th o de la ausencia simultanea de picos a 3005+ 5 Thy a 3035+ 5 Th.

10. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado por que la espectrometria de
masas utilizada es la MALDI-TOF/TOF.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10 caracterizado por que en la etapa d), las moléculas
ionizadas se dejan desplazar a un primer tubo bajo presion reducida, se seleccionan los iones de masa m/z igual a
3005 + 5 Th y/o de masa m/z igual a 3035 + 5 Th, se aceleran de nuevo las moléculas ionizadas después de su
fragmentacion, y las moléculas ionizadas fragmentadas o no se dejan desplazar libremente en un segundo tubo.
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12. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 10 u 11 caracterizado por que la determinacion de la
etapa g) se deduce de manera indirecta de la presencia de al menos de cinco fragmentos entre los fragmentos
idnicos y b siguientes:

- los fragmentos idnicos y de masa 147,113, 275,208, 376,255, 523,324, 651,419, 765,462, 864,530, 965,578,
1080,605, 1193,689, 1306,773, 1492,852, 1620,947, 1720,016, 1833,100, 1948,127, 2005,148, 2118,232,
2219,280, 2306,312, 2419,396, 2532,480, 2647,507, 2775,565, 2846,603 y 2976,635; y los fragmentos idnicos b
de masa 131,040, 202,077, 330,136, 445,163, 558,247, 671,331, 758,363, 859,410, 972,494, 1029,516,
1144,543, 1257,627, 1356,695, 1484,790, 1670,870, 1783,954, 1897,038, 2012,065, 2113,112, 2212,181,
2326,224, 2454,319, 2601,387, 2702,435, 2830,530 y 2958,625, con una tolerancia de + 1,5 Th, para el pico a
3005+ 5 Th, y/o

- los fragmentos idnicos y de masa 147,113, 275,208, 376,255, 523,324, 651,419, 765,462, 864,530, 965,578,
1080,605, 1193,689, 1306,773, 1492,852, 1620,947, 1720,016, 1833,100, 1948,127, 2035,159, 2148,243,
2249,290, 2336,322, 2449,406, 2562,491, 2677,517, 2805,576, 2876,613 y 3006,646; y los fragmentos idnicos b
de masa 131,040, 202,077, 330,136, 445,163, 558,247, 671,331, 758,363, 859,410, 972,494, 1059,526,
1174,553, 1287,638, 1386,706, 1514,801, 1700,880, 1813,964, 1927,048, 2042,075, 2143,123, 2242,191,
2356,234, 2484,329, 2631,398, 2732,445, 2860,540 y 2988,635, con una tolerancia de + 1,5 Th, para el pico a
3035+ 5Th.

13. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 12 caracterizado por que el medio con el cual la
muestra se pone en contacto corresponde a una matriz adaptada a la EM-MALDI depositada sobre una diana,
donde el procedimiento contiene ademas de la etapa b), la obtencion de la cristalizacion de la matriz sobre o en la
cual se han adsorbido las moléculas de la muestra.

14. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 13 caracterizado por que la matriz contiene un compuesto

seleccionado entre el acido 3,5- dimetoxi-4-hidroxicinamico, el acido a-ciano-4-hidroxicinamico, el acido ferulico y el
acido 2,5-dihidroxibenzoico.
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