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DESCRIPCION
Deteccion inmunocromatografica de Staphylococcus multirresistente y kit de diagndstico
Campo técnico
La presente invencion se refiere a la deteccion inmunocromatografica y a un kit que utiliza la misma.
Antecedentes de la técnica

Los estafilococos incluyen 40 o mas tipos bacterianos clasificados ampliamente como Staphylococcus aureus y
estafilococos negativos de coagulasa (abreviados de aqui en adelante a “ENC”) desde el punto de vista clinico. Los
Staphylococcus aureus se consideran organismos patdgenos y los ENC se consideran organismos no patégenos.

Las infecciones se tratan con el uso de antibidticos. Puesto que muchos estafilococos son resistentes, se clasifican
basandose en la resistencia desde el punto de vista clinico.

Entre los Staphylococcus aureus que son organismos patdgenos clinicamente importantes, los Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SARM) son Staphylococcus aureus que muestran resistencia a agentes -
lactamicos, incluyendo penicilinas tales como meticilina. También, muchas bacterias muestran resistencia a muchos
farmacos tales como aminoglicésidos y macrolidos. Por tanto, dichas bacterias se consideran clinicamente como
Staphylococcus aureus multirresistentes. En contraposicion, se hace referencia a los Staphylococcus aureus que
muestran sensibilidad a meticilina como Staphylococcus aureus sensibles a meticilina (a los que se hace referencia
de aqui en adelante como “SASM”).

Los Staphylococcus aureus producen una variedad de toxinas, incluyendo enterotoxina, toxina del sindrome de
choque toxico, hemolisina y toxina exfoliativa (Hideo IGARASHI: TSST-1, "Shinshu to meneki (Invasion and
immunity)", 3, 3-10, 1994). La infeccién con dichas toxinas causaria enteritis, neumonia, dermatitis, insuficiencia
organica o similar, y la infeccion grave puede conducir a la muerte. Cuando se aislan Staphylococcus aureus de un
paciente, por consiguiente, sean o no la bacteria SARM, deben inspeccionarse tan rapido como sea posible. En el
caso de infecciones por SARM, deben seleccionarse y administrarse al paciente farmacos adecuados tales como
vancomicina o sulfato de arbekacina, que se considera que son eficaces contra SARM.

Los estafilococos distintos de Staphylococcus aureus son bacterias endégenas y son no patégenos para individuos
sanos en general. Sin embargo, cuando un paciente de trasplante de érgano toma un inmunosupresor como medida
para prevenir una infeccién postoperatoria, o en el caso del denominado paciente inmunocomprometido con un
sistema inmunitario debilitado debido a una fuerza fisica debilitada causada por el envejecimiento, pueden aparecer
infecciones oportunistas.

Algunos estafilococos distintos de Staphylococcus aureus han adquirido resistencia a meticilina o multirrresistencia,
y se hace referencia colectivamente a estas bacterias como estafilococos negativos de coagulasa resistentes a
meticilina (abreviado de aqui en adelante como “ENCRM”) o estafilococos negativos de coagulasa multirresistentes,
respectivamente. Como con el caso de los SARM, los farmacos que son eficaces contra ENCRM estan limitados si
se infecta un paciente inmunocomprometido con ellos. Por tanto, los ENCRM han sido un problema médico.

Se hace referencia colectivamente a SARM y ENCRM como estafilococos multirresistentes.

La resistencia de SARM o ENCRM es conocida por ser el resultado de la expresién de una nueva enzima, PBP2',
ademas de los cuatro tipos de proteinas de unién a penicilina (concretamente, PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4) que
reticulan cadenas de mureina, que son los elementos constitutivos de la pared celular de estafilococos y que
sintetizan la pared celular (Utsui, Y. y Yokota, T.: “Role of an altered penicillin-binding protein in methicillin- and
cephem-resistant Staphyloccus aureus.”, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 28, 397-403, 1985). Las proteinas
PBP1 a PBP4 que los estafilococos poseen en comun se inactivan como enzimas sintetizadoras de pared celular por
antibioticos de penicilina, que son analogos de sustrato, y las bacterias eventualmente mueren cuando la sintesis de
las paredes celulares se vuelve impracticable. Sin embargo, los SARM y ENCRM expresan una nueva enzima
sintetizadora de pared celular, PBP2', que exhibe poca afinidad por sustancias antibidticas p-lactamicas,
concretamente que no se inactivaria asi. Los SARM y ENCRM se considera que proliferan al alterar los papeles en
la sintesis de pared celular. La mayoria de SARM y ENCRM adquieren mecanismos de resistencia a otros
antibioticos y se vuelven bacterias multirresistentes que son resistentes a muchos antibidticos. Dichas bacterias se
consideran estafilococos multirresistentes en lugar de estafilococos que tienen resistencia meramente a antibidticos
B-lactamicos.

Las técnicas generales para separar e identificar estafilococos implican el uso de frotis de la cavidad nasal, frotis
faringeos, esputo, sangre, pus, heces u otras muestras como muestras clinicas, y se efectia el cultivo del
aislamiento de las mismas con el uso de un medio de agar o medio de agar liquido. Cuando se cultiva en un medio
de agar, se seleccionan las colonias sospechosas de ser estafilococos de entre las colonias crecidas, se someten
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adicionalmente a cultivo puro y se identifican los estafilococos o Staphylococcus aureus por visualizacion
microscopica de imagenes tefiidas con Gram o pruebas de caracter bioquimico de la capacidad de produccion de
coagulasa o la capacidad de degradacion de manitol. Cuando se cultivan en medio liquido, se siembra una solucién
de cultivo en un medio de agar, se cultiva en el mismo para el aislamiento de colonias y se someten también las
colonias sospechosas de ser estafilococos a cultivo puro seguido de identificacion. Las bacterias que se han
identificado como Staphylococcus aureus o estafilococos se someten a una prueba de farmacosensibilidad o similar,
y se determina si una bacteria de interés es o no SARM, SASM o ENCRM basandose en los resultados de la
prueba. Se lleva a cabo generalmente una prueba de farmacosensibilidad por cultivo, tal como una técnica de
dilucién o prueba de sensibilidad en disco. Dicha prueba de farmacosensibilidad es conocida por requerir una
duracién de cultivo de 16 a 24 horas (llevaria 3 dias o mas desde la separacion de las muestras clinicas a la
determinacion si se realizan tanto el cultivo de aislamiento como el cultivo puro) y por producir diferencias en los
resultados de la prueba debidas, por ejemplo, a la concentracién de bacterias, temperatura de cultivo, composicion
del medio o farmaco para usar. Por tanto, es necesario que la persona que realice dicha prueba sea altamente
experimentada en el procedimiento.

En los ultimos afios, se ha desarrollado un procedimiento que detecta el gen mecA que codifica PBP2', que es la
parte principal del mecanismo de resistencia, mediante cultivo puro, cultivo de aislamiento o directamente a partir de
una muestra clinica por PCR para evaluar la resistencia a antibidtico basandose en las condiciones del gen mecA
portado en la bacteria analito. Sin embargo, el hecho de que una bacteria porte el gen mecA no significa siempre la
expresion de resistencia a antibiético, y algunas bacterias no han adquirido resistencia a pesar de portar dicho gen.

Como se describe anteriormente, la produccion de PBP2' desempefia un papel clave en la expresion de
multirresistencia, y la deteccion de PBP2' en estafilococos puede ser un medio Util para saber si una bacteria de
interés ha adquirido resistencia o no.

La PBP2' producida especificamente por bacterias de estafilococos multirresistentes, incluyendo SARM, se detecta
mediante un medio inmunoldgico basado en una reaccién de antigeno-anticuerpo, tal como transferencia Western,
radioinmunoensayo o prueba de aglutinacion en latex en portaobjetos (patente JP n° 3638731). Sin embargo, dichos
procedimientos de deteccion de PBP2' sufren los siguientes problemas. La transferencia Western es complicada en
términos de procedimiento, y es dificil procesar rapidamente muchas muestras. El radioinmunoensayo no es practico
desde el punto de vista del ensayo rutinario, puesto que implica el uso de un radiois6topo, requiere la separacion UL,
que implica separar un complejo de antigeno-anticuerpo de otros antigenos o anticuerpos sin union durante el
ensayo, y requiere varias horas para completar el ensayo debido a la presencia del agente desnaturalizante usado
para extraer un antigeno de la bacteria en el sistema de reaccion. La prueba de aglutinacion en latex en portaobjetos
requiere la deteccidon de bacterias axénicas debido a las reacciones falsas positivas causadas por bacterias
contaminantes (p.ej. reacciones falsas positivas debido a reacciones no especificas) y a la baja sensibilidad. Por
tanto, el cultivo debe realizarse al menos dos veces, concretamente cultivo de aislamiento y cultivo puro, que a su
vez requieren 2 a 3 dias, para completar la determinacion, aumenta el coste de medios de cultivo puro y puede
causar una reaccion falsa positiva debido a la aglutinacion después del tiempo de determinacion, aunque dicho
tiempo puede ser del orden de 3 minutos. Es también laborioso debido a la necesidad de centrifugacion para
preparar el sobrenadante que contiene PBP2' de las porciones derivadas de pared celular en el momento de
pretratamiento de extraccion de la PBP2' de la bacteria, que puede contaminar el entorno del laboratorio; implica
procedimientos complicados tales como transferencia de un sobrenadante después de centrifugacion por pipeteado
e implica coccion. Por consiguiente, se ha esperado un procedimiento que pueda detectar rapidamente la PBP2’
producida especificamente por una bacteria de estafilococo multirresistente con alta especificidad y sensibilidad
como reemplazo de las técnicas de deteccién convencionales.

Divulgacion de la presente invencion
Objetivo para lograr por la invencion

La presente invencion pretende proporcionar un dispositivo de deteccion inmunocromatografica que pueda detectar
PBP2’ producida especificamente por una bacteria de estafilococo multirresistente con alta sensibilidad de manera
sencilla y rapida mediante deteccion inmunocromatografica para determinar la infeccion con estafilococo
multirresistente, un procedimiento de diagnostico que usa dicho dispositivo de deteccion y un kit de diagndstico que
comprende dicho dispositivo de deteccion.

Medios para lograr el objetivo

Los presentes inventores han realizado estudios concentrados referentes a un procedimiento para extraer PBP2' de
una bacteria estafilococo multirresistente y ensayar la misma de manera sencilla y rapida sin procedimientos
complicados. Han tenido éxito en el ensayo de PBP2’ de manera sencilla con el uso de un dispositivo de deteccion
inmunocromatografica que usa un reactivo que es un anticuerpo marcado que se une especificamente a PBP2' y un
reactivo de captura que puede unirse especificamente a y capturar un complejo de PBP2' y reactivo marcado.
Adicionalmente, han descubierto que la PBP2' podia extraerse y ensayarse sin necesidad de una complicada
centrifugacion u otro medio tratando la muestra con una solucion alcalina antes del ensayo, neutralizando la misma y
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aplicando la misma al dispositivo de deteccidon inmunocromatografica. Adicionalmente, han descubierto que el
ensayo puede llevarse a cabo sin causar una reaccion falsa positiva aplicando un tensioactivo tal como un
tensioactivo anfolitico a un sitio de reactivo de captura del dispositivo de deteccién inmunocromatografica en el que
se ha inmovilizado el reactivo de captura. Esto ha conducido a la terminacién de la presente invencion.

La presente invencién proporciona:

[1]. Un procedimiento para detectar una bacteria que produce la proteina de unién a penicilina 2, que
comprende la detecciéon de la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’ mediante
deteccion inmunocromatografica basada en una reaccion de antigeno-anticuerpo, que implica el uso de un
dispositivo de deteccion inmunocromatografica que comprende sobre un soporte en fase soélida similar a una lamina:
un sitio de suministro de muestra en el que se suministra una soluciéon de muestra que se deduce que contiene una
bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’, o una solucién de
muestra que se deduce que contiene la proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante un
pretratamiento de muestra; un sitio de reactivo marcado que mantiene un reactivo que es un anticuerpo marcado
que se une especificamente a proteina de unién a penicilina 2’ de tal manera que el reactivo se extiende por el
soporte en fase solida, y un sitio de reactivo de captura en el que se ha inmovilizado un reactivo de captura que es
un anticuerpo que se une especificamente a un sitio que es diferente del sitio al que se une el anticuerpo marcado y
captura un complejo de proteina de union a penicilina 2’ y el reactivo marcado, en el que el sitio de reactivo de
captura comprende un tensioactivo de tipo sulfobetaina seleccionado del grupo consistente en CHAPS, CHAPSO,
sulfobetaina de miristilo (SB3-14) y butanosulfonato de dodecildimetilamonio (DDABS), comprendiendo el
procedimiento suministrar la soluciéon de muestra al sitio de suministro de muestra.

[2]. El procedimiento segun [1], en el que se afiade un anién que tiene una alta tendencia a la ionizacion a una
solucién de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared
celular proteina de unién a penicilina 2’ o a una solucién de muestra que se deduce que contiene proteina de union a
penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra antes de suministrar dicha solucién al
sitio de suministro de muestra, en el que el anién que tiene una alta tendencia a la ionizaciéon se selecciona del
grupo consistente en un ién cloruro, un ién bromuro y un ién yoduro.

[3]. El procedimiento segun [1] o [2], en el que se afiade un catidn que tiene una alta tendencia a la ionizacion a
una soluciéon de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared
celular proteina de unién a penicilina 2’ o a una solucién que se deduce que contiene proteina de unién a penicilina
2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra antes de suministrar dicha soluciéon al sitio de
suministro de muestra, en el que el cation que tiene una alta tendencia a la ionizacion se selecciona del grupo
consistente en un i6n de potasio, un idn de calcio, un i6n de sodio y un i6n de magnesio.

[4]. El procedimiento segin una cualquiera de [1] a [3], en el que se pretrata la solucion de muestra que se
deduce que contiene una bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a
penicilina 2’ afiadiéndola una solucion alcalina y neutralizandola entonces afiadiendo una solucién neutralizante, y se
usa como reactivo marcado y/o reactivo de captura un anticuerpo que se une especificamente a la proteina de union
a penicilina 2’ del que se elimina la regién Fc.

[5]. El procedimiento segun [4], en el que se pretrata la solucion de muestra que se deduce que contiene una
bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’ suspendiéndola en
una solucidn alcalina y neutralizandola entonces, y se suministra al sitio de suministro de muestra la solucién que se
deduce que contiene la proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento con la
solucién de muestra.

[6]. Un dispositivo de deteccion inmunocromatografica para detectar una bacteria productora de la proteina de
unién a penicilina 2’, que comprende sobre un soporte en fase solida similar a una lamina: un sitio de suministro de
muestra al que se suministra una solucién de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la
enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’ o una solucién de muestra que se deduce que
contiene la proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra; un sitio
de reactivo marcado que mantiene un reactivo que es un anticuerpo marcado que se une especificamente a proteina
de unién a penicilina 2’ de tal manera que el reactivo se extienda por el soporte en fase sélida y un sitio de reactivo
de captura en el que se ha inmovilizado un reactivo de captura que es un anticuerpo que se une especificamente a,
en un sitio que es diferente del sitio al que se une el anticuerpo marcado, y captura, un complejo de proteina de
union a penicilina 2’ y el reactivo marcado, comprendiendo el sitio de reactivo de captura un tensioactivo de tipo
sulfobetaina seleccionado del grupo consistente en CHAPS, CHAPSO, sulfobetaina de miristilo (SB3-14) y
butanosulfonato de dodecildimetilamonio (DDABS).

[7]. El dispositivo de deteccion inmunocromatografica segun [6], en el que el reactivo marcado y/o reactivo de
captura comprende un anticuerpo que se une especificamente a proteina de unién a penicilina 2’ del que se elimina
la region Fc.
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[8]. Un kit para detectar una bacteria productora de proteina de unién a penicilina 2° que comprende: el
dispositivo de deteccion inmunocromatografica segun [6] o [7] y una solucién anidnica o cationica que tiene una alta
tendencia a la ionizacién para afadir a una solucién de muestra que se deduce que contiene la bacteria productora
de la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’, o a una solucién de muestra que se
deduce que contiene proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de
muestra, en el que el anion que tiene una alta tendencia a la ionizaciéon se selecciona del grupo consistente en un
ion cloruro, un i6n bromuro y un i6n yoduro, y en el que el catiéon que tiene una alta tendencia a la ionizacion se
selecciona del grupo consistente en un idn de potasio, un i6n de calcio, un ién de sodio y un ién de magnesio.

[9]. El kit segun [8], que comprende adicionalmente una solucion alcalina para el tratamiento alcalino de una
muestra con base y un tampon para neutralizacion.

Se dan a conocer también en la presente memoria:

[1 Un procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular,
PBP2', que comprende la deteccidon de la enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', mediante deteccion
inmunocromatografica basada en una reaccion de antigeno-anticuerpo.

[2] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [1], que implica el uso de un dispositivo de deteccidon inmunocromatografica que comprende sobre un soporte
en fase soélida similar a una lamina: un sitio de suministro de muestra al que se suministra una soluciéon de muestra
que se deduce que contiene una bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', o una
solucién que se deduce que contiene PBP2' liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra; un
sitio de reactivo marcado que mantiene un reactivo que es un anticuerpo marcado que se une especificamente a
PBP2’ de tal manera que el reactivo sea capaz de extenderse por el soporte en fase soélida y un sitio de reactivo de
captura en el que se ha inmovilizado un reactivo de captura capaz de unirse especificamente a y capturar un
complejo de PBP2' y el reactivo marcado.

[3] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [1] o [2], en el que se pone en contacto PBP2' con el reactivo marcado en un sitio separado del soporte en
fase solida por adelantado, y se suministra al sitio de suministro de muestra una mezcla de muestra-reactivo que
comprende una soluciéon de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la enzima sintetizadora
de pared celular, PBP2’, o una solucién que se deduce que contiene PBP2' liberada de la pared celular mediante
pretratamiento de muestra y el reactivo marcado, que es un anticuerpo marcado que se une especificamente a
PBP2'.

[4] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [2] o [3], en el que el reactivo marcado es un portador insoluble al que esta unido un anticuerpo.

[5] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun una cualquiera de [2] a [4], en el que el sitio de reactivo de captura comprende un tensioactivo anfolitico, un
tensioactivo anionico y/o un tensioactivo no iénico.

[6] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun una cualquiera de [2] a [5], en el que el sitio de reactivo de captura comprende un tensioactivo de tipo
sulfobetaina.

[7] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2’,
segun [5] o [6], en el que se afiade un anion que tiene una alta tendencia a la ionizacién a una solucion de muestra
que se deduce que contiene una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', 0 a una
soluciéon que se deduce que contiene PBP2' liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra antes
de suministrar dicha solucion a un sitio de suministro de muestra.

[8] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [7], en el que el anién que tiene una alta tendencia a la ionizacidon es al menos un anién seleccionado del
grupo consistente en un ién cloruro, un ién bromuro y un ién yoduro.

[9] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun una cualquiera de [5] a [8], en el que se afiade un catién que tiene una alta tendencia a la ionizacion a una
soluciéon de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared
celular, PBP2', o a una solucién que se deduce que contiene PBP2' liberada de la pared celular mediante
pretratamiento de muestra antes de suministrar dicha solucién a un sitio de suministro de muestra.

[10] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [9], en el que el catidn que tiene una alta tendencia a la ionizacién es al menos un cation seleccionado del
grupo consistente en un i6n de potasio, i6n de calcio, idn de sodio e i6n de magnesio.
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[11] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun una cualquiera de [1] a [11], que comprende una etapa de pretratamiento de la muestra mediante tratamiento
alcalino o neutralizacion.

[12] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [11], en el que se lleva a cabo el tratamiento alcalino usando una solucién acuosa de hidréxido o carbonato de
metal alcalino o una solucién acuosa de hidréxido o carbonato de metal alcalinotérreo.

[13] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [12], en el que el pH de la solucion acuosa de hidroxido o carbonato de metal alcalino o de la solucidén acuosa
de hidréxido o carbonato de metal alcalinotérreo es 11 o mayor.

[14] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun [12] o [13], en el que la concentracién de hidroxido o carbonato de metal alcalino o hidréxido o carbonato de
metal alcalinotérreo esta entre 0,01y 1,0 N.

[15] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun una cualquiera de [11] a [14], en el que la solucidn acuosa después de tratamiento alcalino se neutraliza con
un tampon.

[16] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun una cualquiera de [1] a [15], en el que el sitio de suministro de muestra comprende fibras de vidrio.

[17] El procedimiento para detectar una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2',
segun una cualquiera de [1] a [16], en el que la bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular,
PBP2', es un estafilococo multirresistente.

[18] Un dispositivo de deteccion inmunocromatografica para detectar una bacteria productora de una enzima
sintetizadora de pared celular, PBP2', que comprende sobre un soporte en fase sdlida: un sitio de suministro de
muestra al que se suministra una solucién de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de una
enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', o una solucién que se deduce que contiene PBP2' liberada de la pared
celular mediante pretratamiento de muestra; un sitio de reactivo marcado que mantiene un reactivo que es un
anticuerpo marcado que se une especificamente a 'PBP2', de tal manera que el reactivo sea capaz de extenderse
por el soporte en fase sélida y un sitio de reactivo de captura en el que se ha inmovilizado un reactivo de captura
capaz de unirse especificamente a y capturar un complejo de PBP2' y el reactivo de marcado, comprendiendo el
sitio de reactivo de captura un tensioactivo anfolitico, un tensioactivo anionico y/o un tensioactivo no iénico.

[19] El dispositivo de deteccion inmunocromatografica para detectar una bacteria productora de una enzima
sintetizadora de pared celular, PBP2', segun [18], en el que el sitio de reactivo de captura comprende un tensioactivo
de tipo sulfobetaina.

[20] El dispositivo de deteccion inmunocromatografica para detectar una bacteria productora de una enzima
sintetizadora de pared celular, PBP2', segun [18] 0 [19], en el que el sitio de suministro de muestra comprende fibras
de vidrio.

[21] El dispositivo de deteccion inmunocromatografica para detectar una bacteria productora de una enzima
sintetizadora de pared celular, PBP2', segin una cualquiera de [18] a [20], en el que la bacteria productora de
enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', es un estafilococo multirresistente.

[22] Un kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', que
comprende: el dispositivo de deteccion inmunocromatografica para detectar una bacteria productora de una enzima
sintetizadora de pared celular, PBP2', segun una cualquiera de [18] a [21] y una solucién anidnica o catidnica que
tiene una alta tendencia a la ionizacion para afadir a la solucién de muestra que se deduce que contiene una
bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', o a una solucién que se deduce que
contiene PBP2' liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra.

[23] El kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', segun
[22], en el que el ani6n que tiene una alta tendencia a la ionizacidon es al menos un anién seleccionado del grupo
consistente en un ién cloruro, un idn bromuro y un i6n yoduro

[24] El kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', segun
[22], en el que el catidon que tiene una alta tendencia a la ionizacién es al menos un cation seleccionado del grupo
consistente en un ién de potasio, un idn de calcio, un i6n de sodio y un i6n de magnesio.
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[25] El kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', segiin una
cualquiera de [22] a [24], que comprende adicionalmente una solucién alcalina para el tratamiento alcalino de una
muestra con base y un tampoén para neutralizacion.

[26] El kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', segun
[25], en el que la solucion alcalina es una solucién acuosa de hidréxido o carbonato de metal alcalino o una solucion
acuosa de hidréxido o carbonato de metal alcalinotérreo.

[27] El kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', segun
[26], en el que el pH de la solucién acuosa de hidréxido o carbonato alcalino o la solucién acuosa de hidroxido o
carbonato alcalinotérreo es 11 o mayor.

[28] El kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2’, segun [26]
o [27], en el que la concentracion de hidréxido o carbonato de metal alcalino o hidréxido o carbonato de metal
alcalinotérreo esta entre 0,01y 1,0 N.

[29] El kit para detectar una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', seguin una
cualquiera de [22] a [28], en el que la bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', es un
estafilococo multirresistente.

Efectos de la invencion

El uso del dispositivo de deteccion inmunocromatografica de la presente invencion posibilita la deteccion de PBP2'
con alta sensibilidad. Esto posibilita entonces ensayar una colonia después del cultivo de aislamiento. En
consecuencia, puede evaluarse si una bacteria de interés es SARM o ENCRM o no mediante una sola operacion de
cultivo en 1 dia después de la separacion de la misma de la muestra clinica. Esto puede reducir notablemente la
duracién del ensayo y el coste de los medios usados para el cultivo puro. Adicionalmente, el cultivo en sangre
(liquida) que se lleva a cabo para ensayar la bacteremia o septicemia de SARM posibilita la deteccion directa de un
medio positivo. Esto posibilita la iniciacion de un tratamiento eficaz en una etapa temprana, lo que conduce a una
reduccion de la duracion del tratamiento.

También la centrifugaciéon se vuelve innecesaria al conferir efectos de filtracion a un miembro de aplicacion de
muestra en un soporte en el que se ha inmovilizado un anticuerpo. Por tanto, pueden mantenerse las condiciones de
laboratorio sanitario.

Se impregna un sitio de captura del dispositivo de deteccién inmunocromatografica con un tensioactivo seleccionado
del grupo consistente en CHAPS, sulfobetaina de miristilo (SB3-14) y butanosulfonato de dodecildimetilamonio
(DDABS), de modo que pueda evitarse la union de bacterias fraccionadas distintas de antigenos al reactivo marcado
y/o al sitio de captura; concretamente, pueden evitarse reacciones falsas positivas y puede mejorarse la sensibilidad.
Esto hace innecesario el procedimiento de coccidon anteriormente necesario en el proceso de pretratamiento
bacteriano.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra una realizacion del dispositivo de detecciéon de la presente invencién que comprende un sitio de
reactivo marcado.

La Fig. 2 muestra una realizacion del dispositivo de detecciéon de la presente invencién que comprende un sitio de
reactivo no marcado.

Descripcion de la numeracion de referencia

: Un sitio de suministro de muestra

: Un sitio de reactivo marcado

: Un sitio de reactivo de captura (anticuerpo de captura)
: Un sitio de control

: Un soporte en fase solida (membrana de nitrocelulosa)
: Un sitio de absorcién (almohadilla absorbente)

: Un laminado o carcasa superior

NOoO OB WN -

Mejores modos de llevar a cabo la invencion
De aqui en adelante, se describe con detalle la presente invencion.

La presente invencion se refiere a un dispositivo de deteccion inmunocromatografica de acuerdo con las
reivindicaciones 6 y 7 que puede detectar la PBP2' que esta presente especificamente en una bacteria productora
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de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', tal como un estafilococo multirresistente, con alta sensibilidad
de manera sencilla y rapida mediante deteccion inmunocromatografica para determinar la infeccién con una bacteria
productora de una enzima productora de pared celular, PBP2', tal como un estafilococo multirresistente, y un kit de
diagndstico de acuerdo con las reivindicaciones 8 y 9. El término “muestra” usado en la presente memoria hace
referencia a una solucién que se deduce que contiene una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared
celular, PBP2', y mas especificamente, una solucién que se deduce que contiene una bacteria estafilococo
multirresistente, incluyendo una solucién de bacterias suspendidas en la misma, que se ha preparado haciendo un
frotis en un medio de crecimiento tal como medio de agar-sangre, medio de agar normal, medio de agar de infusion
cardiaca, medio de agar de cerebro-corazén, medio de agar con digestiéon de soja/caseina, medio de agar de
chocolate, medio de agar de sal de manitol que contiene yema de huevo o medio de seleccion de SARM, con una
sustancia analito tal como orina, pus, liquido cefalorraquideo, material secretado o fluido de puncién obtenido de un
paciente sospechoso, y cultivando la misma en condiciones aerdbicas a 35 a 37 °C durante 18 o horas o mas; y a
una solucion de cultivo resultante del cultivo agitado en medio de cultivo liquido, medio de cultivo sanguineo o similar
en condiciones aerdbicas a 35 a 37 °C durante 18 horas o mas. El término hace referencia también a un extracto
que se deduce que contiene PBP2' liberada de la pared celular debido a pretratamiento de dicha suspension de
bacterias. La “bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2" incluye estafilococo
multirresistente y “estafilococo multirresistente” incluye Staphylococcus aureus multirresistente (SARM) y
estafilococos negativos de coagulasa multirresistentes (ENCRM). Puede ser también una muestra una solucion de
sustancia analito, tal como orina, pus, liquido cefalorraquideo, material secretado, fluido de puncién u otra muestra
obtenida de un paciente sospechoso suspendida directamente en solucion salina fisioldgica o tampdn fosfato. Desde
el punto de vista de la sensibilidad de deteccion, es preferible el uso de una solucién que contiene bacterias
cultivadas de la manera anteriormente descrita.

El dispositivo de deteccién inmunocromatografica de la presente invencion de acuerdo con las reivindicaciones 6 y 7
es un articulo de la prueba inmunocromatografica. Por ejemplo, dicho dispositivo esta compuesto como se muestra
en la Fig. 1. Dicho dispositivo comprende sobre un soporte en fase sélida similar a una lamina; un sitio de suministro
de muestra 1 al que se suministra una muestra; un sitio de reactivo marcado 2 que mantiene un reactivo, que es un
anticuerpo marcado que se une especificamente a PBP2’ de tal manera que el reactivo sea capaz de extenderse por
el soporte en fase soélida y un sitio de reactivo de captura 3 en el que se ha inmovilizado un reactivo de captura
capaz de unirse especificamente a y capturar un complejo de PBP2’ y el reactivo marcado. Cuando se suministra
una muestra al sitio de suministro de muestra 1, la muestra pasa a través del sitio de reactivo marcado 2 y el sitio de
reactivo de captura 3 en ese orden. En la presente invencién, puede suministrarse al sitio de suministro de muestra
1 una mezcla de una muestra y un reactivo que es un anticuerpo marcado que se une especificamente a PBP2'. En
dicho caso, puede omitirse el sitio de reactivo marcado 2 sobre el soporte en fase sélida (Fig. 2). Cuando la mezcla
de una muestra y un reactivo que es un anticuerpo marcado que se une especificamente a PBP2' se va a
suministrar al sitio de suministro de muestra 1, la PBP2’ contenida en la muestra entra en contacto con el reactivo
marcado en un sitio separado del soporte en fase solida por adelantado. La frase “un analito entra en contacto con
un reactivo marcado en un sitio separado del soporte en fase sélida por adelantado” hace referencia a condiciones
tales que el reactivo marcado no esta contenido sobre el soporte en fase sélida, ni esta en contacto con el soporte
en fase sdlida, y tales que no esta incluido un liquido en un sitio que pueda comunicar con el soporte en fase sdlida,
tal como un sitio de suministro de muestra del dispositivo de detecciéon inmunocromatografica. En dicho caso, un
analito entra en contacto con el reactivo marcado por adelantado fuera del soporte en fase sdlida o sitio que esta en
contacto con el soporte en fase soélida.

El dispositivo de deteccion inmunocromatografica de la presente invencion de acuerdo con las reivindicaciones 6 y 7
puede comprender adicionalmente un reactivo de control y un sitio de absorcion. El reactivo de control no esta
particularmente limitado. Por ejemplo, puede usarse una sustancia a la que se una un anticuerpo en un reactivo
marcado. Puede inmovilizarse un reactivo de control en un sitio mas adelante del sitio de reactivo de captura. En la
Fig. 1, el sitio de control 4 corresponde a dicho sitio. Un sitio de absorciéon es capaz de absorber un liquido de tal
modo que absorbe la muestra que ha pasado a través del sitio de captura para regular el flujo de la muestra. Dicho
sitio puede proporcionarse en el sitio mas bajo del dispositivo de deteccion. En la Fig. 1, el sitio de absorcion 6
corresponde a dicho sitio. Por ejemplo, puede usarse un sitio de absorcion hecho de papel como una almohadilla
absorbente.

En el dispositivo de deteccion inmunocromatografica de la presente invencion de acuerdo con las reivindicaciones 6
y 7, un sitio de suministro de muestra puede estar constituido por un extremo de un soporte en fase sélida como tal,
0 puede estar constituido por un miembro diferente de un soporte en fase sélida. En el caso de la segunda
constitucion, se proporciona un sitio de suministro de muestra en contacto con un soporte en fase soélida, de modo
que la solucion pueda extenderse y migrar al soporte en fase sélida con la ayuda de flujo capilar, para que un sitio
de suministro de muestra absorba en primer lugar una muestra, o una mezcla de muestra y reactivo marcado, y
suministre entonces la muestra o mezcla absorbida al soporte en fase sdlida. Los ejemplos de miembros distintos de
un soporte en fase solida incluyen, pero sin limitacion, miembros compuestos de polimeros naturales o sintéticos de
nitrocelulosa, celulosa acetato, nailon, polietersulfona, polivinilalcohol, poliéster, fibra de vidrio, poliolefina, celulosa o
poliestireno y una mezcla de dichas sustancias.
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El “reactivo marcado” del dispositivo de deteccidon inmunocromatografica de la presente invencidon de acuerdo con
las reivindicaciones 6 y 7 es un conjugado de un anticuerpo que se une especificamente a PBP2' y una sustancia
marcadora adecuada. Los ejemplos de sustancia marcadora incluyen coloides metalicos tales como coloide de oro,
coloides no metalicos tales como coloide de selenio, y sustancias insolubles tales como particulas de resina
coloreada. En la presente invencion, se hace referencia ocasionalmente a dichas sustancias marcadoras como
“portadores insolubles”. Preferiblemente, los portadores insolubles estan cargados negativamente. En general, un
reactivo marcado se impregna con un miembro diferente de un soporte en fase solida, se seca y se dispone
entonces en un sitio continuo del soporte en fase sélida. Como alternativa, el soporte en fase sélida puede aplicarse
directamente al reactivo marcado y secarse entonces. Cuando la muestra alcanza un sitio de reactivo marcado que
contiene un reactivo marcado, se disuelve el reactivo marcado en la muestra y la solucién resultante puede entonces
extenderse por el soporte en fase sélida. Especificamente, se mantiene un reactivo marcado en un sitio de reactivo
marcado de manera extensible por el soporte.

El reactivo de captura del dispositivo de deteccion inmunocromatografica de la presente invencion es un anticuerpo
que se une especificamente a PBP2'; un sitio de reactivo de captura puede unirse especificamente a y capturar un
complejo de PBP2' y un reactivo marcado, y se forma entonces un complejo de reactivo marcado/PBP2’/reactivo de
captura. En general, se prepara un reactivo de captura mediante la aplicacion directa de un soporte en fase sélida,
seguido de secado, aunque el procedimiento de preparacion no esta limitado al mismo. Puede impregnarse con el
reactivo de captura un miembro distinto que el soporte en fase soélida y secarse entonces, y puede disponerse el
resultado sobre el soporte en fase sélida. El procedimiento para inmovilizar un reactivo de captura sobre un soporte
en fase sélida no esta limitado a la adsorcién. La inmovilizacion puede llevarse a cabo mediante una técnica
convencional, tal como unioén quimica con el uso de un grupo funcional tal como un grupo amino o carboxilo.

El anticuerpo para usar como reactivo de captura puede ser el mismo anticuerpo para usar como reactivo marcado.
Sin embargo, cuando hay solo un sitio que se una a dicha sustancia en PBP2', no se formaria un complejo de
reactivo marcado/PBP2'/reactivo de captura. En dicho caso, por consiguiente, se requiere que un reactivo de captura
se una a un sitio de PBP2' que sea diferente del sitio al que se une un reactivo marcado.

El soporte en fase solida puede ser de cualquier sustancia, a condicidon de que una muestra pueda absorberse por
dicho soporte y fluidificarse mediante el fenémeno capilar. Por ejemplo, se selecciona un soporte del grupo
consistente en un polimero natural o sintético de nitrocelulosa, celulosa acetato, nailon, polietersulfona,
polivinilalcohol, poliéster, fibra de vidrio, poliolefina, celulosa o poliestireno y una mezcla de dichas sustancias. El
soporte en fase solida tiene preferiblemente forma de tiras.

La enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', que se produce especificamente por una bacteria estafilococo
multirresistente, esta presente en una membrana celular localizada dentro de la pared celular. El pretratamiento o
rotura o fusion de la pared celular de estafilococo multirresistente facilita que un reactivo de captura y un reactivo
marcado reconozcan PBP2'. Como reactivo de extraccién para romper o fundir la pared celular de estafilococos
multirresistentes, es conocida una enzima digestora de la pared celular o un tensioactivo dado que tiene accion
bactericida, tal como un tensioactivo catidnico o tensioactivo anfolitico dado. El uso de dichos reactivos es dificil
porque dichos reactivos son caros e inhiben fuertemente la reaccion de antigeno-anticuerpo en el momento de la
deteccion inmunocromatografica, y por otras razones. Por tanto, el uso de una solucién alcalina diluida es preferible
como reactivo de extraccion para PBP2' en el momento de la deteccion inmunocromatografica de la presente
invencion. Los ejemplos especificos de ella incluyen una solucién acuosa de hidréxido o carbonato de metal alcalino
0,01 a 1,0 N y una solucion acuosa de hidroxido o carbonato de metal alcalinotérreo 0,01 a 1,0 N. El pH de dicha
solucién alcalina diluida es preferiblemente 11 o mayor.

Cuando se pretrata una solucién que contiene bacterias con una solucién alcalina diluida como se describe
anteriormente, se inhibiria una reacciéon de antigeno-anticuerpo si el pH permaneciera a 11 o mayor después del
pretratamiento. Por tanto, se requiere la neutralizacién de la solucién alcalina. La solucién de neutralizacién no esta
particularmente limitada, y los ejemplos de la misma incluyen tampén fosfato, tampon Tris y tampdn Good, tales
como MES, Bis-Tris, ADA, PIPES, ACES, MOPSO, BES, MOPS, TES, HEPES, DIPSO, TAPSO, POPSO, HEPPSO,
EPPS, tricina, bicina o TAPS, que exhiben capacidad de tamponacién al pH 6ptimo del sistema de reaccion,
concretamente entre 6 y 8, para deteccion inmunocromatografica. En la presente invencion, el pretratamiento de
bacterias es un proceso de extraccion de una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular,
PBP2', y mas particularmente PBP2' como antigeno, mediante exposicién de una solucion de bacterias que se
deduce que contienen estafilococos multirresistentes a condiciones alcalinas. “Pretratamiento” hace referencia
también a un proceso de neutralizacién de las condiciones alcalinas. El pretratamiento puede llevarse a cabo
afadiendo una solucion alcalina a una soluciéon de muestra que comprende bacterias para alcalinizacion, y
afiadiendo entonces una solucién neutralizante a la misma. Como alternativa, las bacterias recogidas con el uso de
un asa de platino o hisopo de algodén pueden suspenderse directamente en una solucion alcalina, y puede ahadirse
entonces solucién neutralizante. Las cantidades de dichas soluciones para afiadir no estan limitadas, y dichas
cantidades pueden determinarse para llevar el pH de la solucién de muestra neutralizada a alrededor de 6 a 9.
También puede impregnarse un sitio de suministro de muestra con una solucién neutralizante por adelantado y
entonces secarse.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2553153713

En la presente invencion, la solucién de bacterias puede pretratarse y entonces neutralizarse, pueden afiadirse a la
misma aditivos tales como sal, tensioactivo, proteina, polimero, compuesto acido y compuesto basico, puede
mezclarse concienzudamente el resultado y puede suministrarse entonces la muestra al sitio de suministro de
muestra del dispositivo de deteccion inmunocromatografica. Estos aditivos pueden potenciar la sensibilidad de una
reaccion de antigeno-anticuerpo y pueden reducir las reacciones falsas positivas (p.ej. reacciones falsas positivas
debidas a reacciones no especificas). Adicionalmente, dichos aditivos pueden afiadirse a la solucion alcalina diluida
o solucién neutralizante anteriormente mencionadas por adelantado para reducir las etapas de procedimiento.

Cuando se pretende la deteccion estafilococos multirresistentes, pueden unirse ocasionalmente sustancias
derivadas de estafilococos no multirresistentes (SASM o ENCSM) o bacterias distintas de estafilococos a
anticuerpos (concretamente, como un reactivo marcado y un reactivo de captura) y pueden mostrar resultados falsos
positivos. Por tanto, con el uso de un reactivo de deteccion de PBP2’ usado para el ensayo de aglutinacion en latex,
los agentes causantes de falsos positivos, tales como proteina A, que estan presentes en la pared celular de
Staphylococcus aureus y exhiben la capacidad de unirse a IgG, tenian que inactivarse por coccién de la solucion de
bacterias en presencia de un reactivo alcalino, los residuos después del fraccionamiento celular después de
centrifugar tenian que eliminarse y tenia que usarse para ensayo el sobrenadante después de la centrifugacion.
Mediante la deteccién inmunocromatografica segun la presente divulgacion, puede impregnarse un sitio de reactivo
de captura del dispositivo de deteccién inmunocromatografica con un tensioactivo para inhibir la uniéon de un agente
causante de falsos positivos a un anticuerpo de captura, sin inactivar el agente causante de falsos positivos por
coccion. Es preferible un tensioactivo anfolitico, un tensioactivo aniénico o un tensioactivo no iénico, e incluir uno de
ellos puede ser suficiente. La inhibicion de la unién de un agente causante de falsos positivos a un anticuerpo de
captura con la ayuda de un tensioactivo se considera que es el resultado de enmascarar por un tensioactivo un sitio
de anticuerpo al que se une un agente causante de falsos positivos. Por consiguiente, se considera que son mas
eficaces los tensioactivos con mayores pesos moleculares y/o mayores numeros de estructuras ciclicas. Cuando se
usa cualquiera de los siguientes tensioactivos no iénicos, por ejemplo, se inhiben mas los resultados falsos positivos
originados por Staphylococcus aureus no multirresistente que es no multirresistente en comparacion con el caso en
que no se afadia tensioactivo: un tensioactivo no iénico con un peso molecular de 646 y una sola estructura de
anillo de 6 miembros (nombre comercial: Tx100; Nacalai Tesque); un tensioactivo anfolitico que tiene un peso
molecular de 364 sin una estructura de anillo de 6 miembros (nombre comercial: SB3-14; Calbiochem); un
tensioactivo anfolitico que tiene un peso molecular de 615, tres estructuras de anillo de 6 miembros y una sola
estructura de anillo de 5 miembros (nombre comercial: CHAPS; DOJINDO LABORATORIES); o un tensioactivo no
idnico que tiene un peso molecular de 878 y tres estructuras de anillo de 6 miembros y una sola estructura de anillo
de 5 miembros (nombre comercial: BIGCHAP, DOJINDO LABORATORIES). Los efectos de inhibicion logrados con
el uso de CHAPS y BIGCHAP fueron mayores que los logrados con el uso de Tx100 y SB3-14. Por consiguiente, se
considera preferible que el peso molecular del tensioactivo sea de 300 o mas, y mas preferiblemente de 600 o mas,
y se considera preferible que el tensioactivo comprenda el mayor niumero de estructuras ciclicas, tales como anillos
de 6 miembros. Con los fines de inhibir las reacciones falsas positivas, es preferible el uso de un tensioactivo que
esta cargado de la misma manera que en el caso de un portador insoluble. Cuando un portador insoluble es latex o
coloide de oro cargado negativamente, es preferible que el tensioactivo esté también cargado negativamente.

Una reaccion falsa positiva resultante de la proteina A presente en la pared celular de Staphylococcus aureus es un
problema particularmente grave. La proteina A se une fuertemente a la region Fc de la inmunoglobulina G. Se usan
anticuerpos que reconocen PBP2’ como reactivos marcados y reactivos de captura. Los anticuerpos pueden ser de
inmunoglobulina G o inmunoglobulina M, sin limitacion particular. Cuando se usa inmunoglobulina G, se usa dicho
anticuerpo eliminando la regién Fc, y se combina una region de reactivo de captura con el tensioactivo anteriormente
mencionado anteriormente. Por tanto, puede evitarse una reacciéon falsa positiva causada por la proteina A. La
region Fc puede eliminarse faciimente con el uso de una enzima degradante conocida, tal como pepsina o papaina.

La proteina G contenida en la pared celular de estreptococos del grupo G se une especificamente también a la
region Fc de la inmunoglobulina G. Cuando una solucion de muestra contiene estreptococos del grupo G, por
consiguiente, la proteina G puede reaccionar no especificamente con un reactivo marcado o reactivo de captura,
como con el caso de proteina A. Dicha reaccion falsa positiva puede evitarse también de la manera anteriormente
descrita.

Entre los tensioactivos para aplicar al sitio de reactivo de captura, las propiedades de un tensioactivo iénico se
afectan particularmente por la concentracion de aniones o cationes en la soluciéon que pasa a través de la region de
reactivo de captura. Esto requiere la determinacién de la concentracion éptima de aniones o cationes en la solucion
de acuerdo con el tipo, concentracion, propiedades u otras condiciones del tensioactivo para usar. Los ejemplos de
aniones incluyen un ién cloruro, un ién bromuro y un ién yoduro que tienen una alta tendencia a la ionizacion. Los
ejemplos de cationes incluyen un i6n de potasio, un idn de calcio, un i6n de sodio y un id6n de magnesio que tienen
una alta tendencia a la ionizacién. En este caso, puede usarse una pluralidad de aniones o cationes.

La sensibilidad de deteccion puede mejorarse afiadiendo un tensioactivo que contiene una region de sulfobetaina a
un sitio de reactivo de captura, que es el procedimiento segun la presente invencion de acuerdo con las
reivindicaciones 1-5. Puesto que no pudo detectarse PBP2' con alta sensibilidad con el uso de un reactivo de
deteccion de PBP2' mediante el ensayo de aglutinacion en latex, tuvo de romperse la pared celular mediante coccion
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de una solucidon de bacterias en presencia de un reactivo alcalino para extraer completamente PBP2'. Segun la
presente divulgacion, se mejora la sensibilidad de deteccion con la adicién de un tensioactivo que contiene una
region de sulfobetaina, que posibilitaba la deteccion de PBP2' con alta sensibilidad incluso cuando la elucion de
PBP2' es incompleta en ausencia de coccién. La coccién en presencia de un reactivo alcalino causaria la
degradacion de PBP2', o causaria la desensibilizacion mediante desnaturalizaciéon de un sitio de reconocimiento de
anticuerpo debido a cambios estructurales; sin embargo, la sensibilidad de deteccion puede mantenerse
ventajosamente en ausencia de coccion.

Los ejemplos de tensioactivos que contienen cada uno una region de sulfobetaina incluyen CHAPS, CHAPSO,
sulfobetaina de miristilo (SB3-14) y butanosulfonato de dodecildimetilamonio (DDABS).

Se afiaden un tensioactivo para inhibir la unién del agente causante de falsos positivos a un anticuerpo de captura y
un tensioactivo para mejorar la sensibilidad a un reactivo de captura por adelantado cuando se va a inmovilizar un
reactivo de captura en un sitio de reactivo de captura. Puede usarse cualquiera o ambos de un tensioactivo para
inhibir la unién del agente causante de falsos positivos a un anticuerpo de captura y un tensioactivo de tipo
sulfobetaina capaz de mejorar la sensibilidad. Como alternativa, el tensioactivo para inhibir la unién del agente
causante de falsos positivos a un anticuerpo de captura puede ser un tensioactivo de tipo sulfobetaina, y puede
mejorarse la sensibilidad en dicho caso.

Adicionalmente, el procedimiento de la presente divulgacion puede producir el efecto de inhibir la unién de un agente
causante de falsos positivos a un anticuerpo de captura y el efecto de mejorar la sensibilidad al afadir un
tensioactivo que contiene una region de sulfobetaina con un peso molecular preferiblemente de 300 o mas, y mas
preferiblemente de 600 0 mas, a un sitio de reactivo de captura. Especificamente, son preferibles CHAPS y SB3-14,
siendo particularmente preferible CHAPS. Puede afadirse una pluralidad de tensioactivos al sitio de reactivo de
captura.

Cuando se afiade un anién o catién como se describe anteriormente, dicho anién o catiéon puede anadirse a una
solucién de muestra que se deduce que contiene un estafilococo multirresistentes o a una solucién de muestra que
se deduce que contiene PBP2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra.

El procedimiento de la presente divulgacion incluye adicionalmente un procedimiento de prevencion de que un
agente causante de falsos positivos alcance el sitio de reactivo de captura, previniendo asi las influencias de dicho
agente causante de falsos positivos. Por ejemplo, un agente causante de falsos positivos puede eliminarse en un
sitio por delante del sitio de reactivo de captura en el dispositivo de la presente invencién. Como medio para eliminar
el agente causante de falsos positivos, un sitio de suministro de muestra del dispositivo de deteccion
inmunocromatografica comprende preferiblemente fibras de vidrio. El agente causante de falsos positivos derivado
de bacterias se adsorbe por las fibras de vidrio, que inhiben que el agente causante de falsos positivos pase a través
del reactivo de captura. Esto puede inhibir en consecuencia la reaccion falsa positiva.

El procedimiento de la presente invencién de acuerdo con las reivindicaciones 1-5 es un procedimiento de deteccion
basado en una reaccion de antigeno-anticuerpo que usa una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', como
antigeno y un anticuerpo que reacciona con la misma. Si esta presente en la muestra una enzima sintetizadora de
pared celular, PBP2', por consiguiente, puede detectarse PBP2' mediante el procedimiento de la presente invencion.
En general, se produce especificamente una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', mediante un estafilococo
multirresistente, y esta presente especificamente en dicha bacteria.

Actualmente, no es conocida la existencia de bacterias productoras de PBP2' distintas de estafilococos
multirresistentes. En la presente descripcion, el término “estafilococos multirresistentes” se usa ocasionalmente
como ejemplo especifico en lugar del término "una bacteria productora de una enzima sintetizadora de pared celular,
PBP2'. Dicho uso no pretende limitar la bacteria a un “estafilococo multirresistente”. Este término puede leerse como
“una bacteria que produce una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2"” dentro del alcance que permite poner
en marcha el procedimiento de la presente invencion. Es decir, pueden detectarse bacterias productoras de PBP2’
distintas de estafilococos multirresistentes mediante el procedimiento de la presente invencion. Adicionalmente,
pueden detectarse bacterias que contienen cada una una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', mediante el
procedimiento de la presente invenciéon. En general, se considera que la enzima sintetizadora de pared celular,
PBP2', esta presente especificamente en una membrana celular dentro de la pared celular de un estafilococo
multirresistente. El procedimiento de la presente invencion de acuerdo con las reivindicaciones 1-5 implica el uso de
un reactivo de extraccion de PBP2' usado para el pretratamiento de rotura o fusion de la membrana celular. Por
consiguiente, las bacterias que comprenden cada una una enzima sintetizadora de pared celular, PBP2', dentro de la
pared celular pueden detectarse eficazmente por el procedimiento de la presente invencion.

Ejemplos

De aqui en adelante, la presente invencion se describe con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos,
aunque la presente invencién no esta limitada a los mismos.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2553153713

Ejemplo 1: Deteccion de PBP2' en SARM mediante deteccion inmunocromatografica (Fig. 1)
(1) Preparacion y secado de particulas de latex sensibilizadas con anticuerpo

Se tratdé un anticuerpo monoclonal anti-PBP2' con pepsina de acuerdo con la técnica convencional para obtener
F(ab')2. Se sometio el resultado a sensibilizacion de particulas de latex de 0,4 um, y se pulverizd la solucion
resultante sobre una tela de poliestireno no tejida. Se secé entonces el resultado a presion reducida durante 1 hora
en un dispositivo de descompresiéon para preparar una almohadilla de anticuerpo de latex seca. Se corté la
almohadilla a intervalos de 4 mm para uso y se us6 como el sitio marcado 2.

(2) Preparacion del dispositivo de deteccién inmunocromatografica

Se traté con pepsina un segundo anticuerpo monoclonal anti-PBP2' que tenia un sitio de reconocimiento diferente
del anticuerpo monoclonal anti-PBP2' usado para sensibilizacién de latex de acuerdo con la técnica convencional
para obtener F(ab')2. Se diluyé el resultado con tampdn citrato (pH 6) que contenia 0,075 % de CHAPS, se aplicé el
resultado a una membrana de nitrocelulosa (soporte en fase solida 5) y se secé concienzudamente la membrana
(sitio de reactivo de captura 3). Como reactivo de control, se aplicd IgG anti-ratébn a una membrana de nitrocelulosa
de la misma manera y se secé concienzudamente (sitio de control 4).

Se proporcionaron un sitio de reactivo de captura 3 y un soporte en fase sélida 5, incluyendo un sitio de control 4,
sobre una lamina hidréfoba 7, y un sitio de reactivo de control 2, una fibra de vidrio como sitio de suministro de
muestra 1y un papel de filtro como sitio de absorcion 6 en cualquier posicion.

3) Pretratamiento de muestra

Se cultivaron Staphylococcus aureus (14 bacterias) en medio de agar sanguineo a 35 °C durante una noche, y se
suspendio un asa de siembra de cultivo directamente en NaOH 0,2 N. De forma similar, se recogié una colonia y se
suspendié entonces en 100 pl de NaOH 0,2 N. Se neutralizd entonces el resultado con 50 ul de tampén Tris-HCI 0,6
M que contenia un tensioactivo no idnico, seroalbumina bovina e IgG de conejo.

(4) Ensayo

Se introdujo el dispositivo de deteccién inmunocromatografica en un tubo de 1,5 ml que contenia la solucion
después del pretratamiento de muestras, se evalué el desarrollo de color de un reactivo de captura 3 a simple vista
10 minutos después y se identific6 como positivo el reactivo de captura que habia desarrollado color. El reactivo que
no habia desarrollado color se identificé como negativo.

(5) Prueba de sensibilidad a farmaco

Se suspendieron en una solucién de cloruro de sodio al 0,9 % esterilizada bacterias cultivadas de la misma manera
que en (3) y se ajustd la absorbancia a 578 nm de la solucion a 0,3. Se sembrd la solucidn resultante en medio de
agar de Muller-Hinton que contenia oxacilina 6 ug/ml y 4 % de cloruro de sodio, se realizo6 el cultivo a 35 °C durante
24 horas, se determind que la bacterias que habia crecido eran SARM y que las bacterias que no habian crecido
eran SASM.

(6) Resultados

Se muestran los resultados en la Tabla 1.

Tabla 1
Un asa de siembra

Sensibilidad a farmaco

SARM SASM Total
Presente invencion | SARM 4 0 4
SASM 0 10 10
Total 4 10 14
Una colonia
Sensibilidad a farmaco
SARM SASM Total
Presente invencion | SARM 4 0 4
SASM 0 10 10
Total 4 10 14

Como resulta evidente por la Tabla 1, la tasa de concordancia positiva entre SARM y SASM es de 100 % (4/4) y la
tasa de concordancia negativa entre ellos es de 100 % (10/10). Esto indica que la tasa de concordancia en conjunto
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es de 100 % (14/14). Estos resultados representan la superioridad de la presente invencién frente a técnicas
convencionales.

Ejemplo 2: Efecto de la adicion de tensioactivo al sitio de reactivo de captura
(1) Preparacion y secado de particulas de latex sensibilizadas con anticuerpo
Se usaron las particulas de latex preparadas en el Ejemplo 1.

(2) Preparacion del dispositivo de deteccién inmunocromatografica

Se preparo el dispositivo de la misma manera que en el Ejemplo 1. En este caso, se prepararon y usaron un
dispositivo que comprendia un sitio de reactivo de captura y CHAPS, Tx100, SB3-14, BIGCHAP y DTAC al 0,05 %
(cloruro de dodeciltrimetilamonio) afiadidos al mismo y un dispositivo que no comprendia dichas sustancias.

3) Pretratamiento de muestra

Se cultivaron de la misma manera que en el Ejemplo 1 una bacteria que se habia evaluado como farmacosensible,
concretamente SASM, y una bacteria que se habia evaluado como resistente, concretamente SARM, mediante la
prueba de farmacosensibilidad. Se recogieron 2 y 3 asas de siembra de SASM y un asa de siembra de SARM y
pretrataron entonces.

(4) Ensayo

Se ensay6 un SASM de la misma manera que en el Ejemplo 1 sin diluciéon. Adicionalmente, se sometié el SARM a
una dilucion en dos etapas con una mezcla que comprendia NaOH 0,2 N y tampon Tris-HCI 0,6 M (que contenia un
tensioactivo no idnico, seroalbumina bovina e IgG de conejo) 2:1 y se ensayaron 150 pl de los mismos diluidos al
menos 1024 veces de la misma manera que en el Ejemplo 1.

(5) Resultados

Se compararon los resultados logrados con el dispositivo que comprende un tensioactivo afiadido a un sitio de
reactivo de captura y los resultados logrados con el dispositivo que no comprende tensioactivo. Se muestran en la
Tabla 2 los resultados logrados con el uso de SASM. Se representan los resultados negativos por “-” y el grado de
reaccion falsa positiva se representa por el niumero de "+”. Se muestran en la Tabla 3 los resultados logrados con el

“«n

uso de SARM. Se representa un resultado negativo por “-” y se representa un resultado positivo por “+”.

Tabla 2
SASM
Sin adicién | Tx100 | CHAPS | SB3-14 | BIGCHAP | DTAC
SASM (2 asas) | + - - - - +
SASM (3 asas) | ++ + - + - ++

Cuando no se afiadia tensioactivo y se afadia un tensioactivo catidnico, DTAC, se lograba un resultado falso
positivo con 2 asas de SASM. Cuando se afiadia Tx100 o SB3-14 que tienen un peso molecular relativamente
pequerio, 3 asas de los mismos causaban una reaccion falsa positiva, aunque el grado de la misma no era tan fuerte
como el logrado cuando no se afiadia un tensioactivo o cuando se afiadia DTAC. Cuando se afiadian CHAPS o
BIGCHAP que tienen un peso molecular relativamente grande, 2 y 3 asas de los mismos procuraban un resultado
negativo.

Como resulta evidente por la Tabla 2, la adiciéon de un tensioactivo no iénico, concretamente Tx100 o BIGCHAP, o
un tensioactivo anfotérico, concretamente CHAPS o SB3-14, a un sitio de reactivo de captura puede inhibir una
reaccion falsa positiva originada por SASM. También CHAPS o BIGCHAP, que comprenden un gran numero de
estructuras ciclicas y tienen un gran peso molecular, pueden inhibir mas eficazmente una reaccion falsa positiva.
Estos resultados demuestran la superioridad de la adiciéon de un tensioactivo a un sitio de reactivo de captura.

Tabla 3
SARM
Sin adicién | Tx100 | CHAPS | SB3-14 | BIGCHAP | DTAC
1:1024 | + + + + + + (falso positivo)
1:2048 | - - + + - + (falso positivo)
1:4096 | - - - - - + (falso positivo)

La sensibilidad de deteccion mejoré con la adicion de CHAPS o SB3-14 a un sitio de reactivo de captura. Los
resultados logrados con la adicion de DTAC se consideraron que constituyen un falso positivo.
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Como resulta evidente por la Tabla 3, la adiciéon de un tensioactivo de tipo sulfobetaina, concretamente SB3-14 o
CHAPS, a un sitio de reactivo de captura puede mejorar la sensibilidad, en comparacién con los casos en que no se
afiadia tensioactivo o se afiadia un tensioactivo de tipo no sulfobetaina, concretamente Tx100 o BIGCHAP. Estos
resultados demuestran la superioridad de la adicién de un tensioactivo de tipo sulfobetaina a un sitio de reactivo de
captura.

Los resultados del Ejemplo 2 demuestran que CHAPS muestra particularmente efectos satisfactorios de inhibicion de
una reaccion falsa positiva y aquellos de mejorar la sensibilidad, y que CHAPS es por tanto particularmente util.

Ejemplo 3: Deteccion de PBP2' en ENCRM mediante detecciéon inmunocromatografica

(1) Preparacion y secado de particulas de latex sensibilizadas con anticuerpo

Se usaron las particulas de latex preparadas en el Ejemplo 1.

(2) Preparacion del dispositivo de deteccién inmunocromatografico

Se preparo el dispositivo de la misma manera que en el Ejemplo 1.

3) Pretratamiento de muestra

Entre los estafilococos que exhiben propiedades de estafilococos por tincién Gram y que se habian evaluado como
positivos por una prueba de catalasa y como negativos por una prueba de coagulasa, se cultivaron dos bacterias
que se habian evaluado como sensibles a meticilina, concretamente ENCSM, mediante una prueba de
farmacosensibilidad, y una bacteria que se habia evaluado como resistente a meticilina, concretamente ENCRM,
mediante una prueba de farmacosensibilidad, de la misma manera que en el Ejemplo 1, se recogié un asa de
siembra de las mismas y se sometié entonces a pretratamiento.

(4) Ensayo

Se realiz6 el ensayo de la misma manera que en el Ejemplo 1.

(5) Prueba de farmacosensibilidad

Se realiz6 la prueba de la misma manera que en el Ejemplo 1.

(6) Resultados

Se muestran los resultados en la Tabla 4. Se representan los resultados de la prueba de farmacosensibilidad como
sigue: S: sensibilidad; R: resistencia; +: resultado positivo y -: resultado negativo.

Tabla 4
Prueba de farmacosensibilidad | Presente invencion
CepaA | S -
CepaB | S -
CepaC | R +

Las dos cepas que se habian evaluado como sensibles, concretamente ENCSM, mediante la prueba de
farmacosensibilidad mostraron resultados negativos, y una cepa que se habia evaluado como resistente,
concretamente ENCRM, mediante la prueba de sensibilidad a farmaco mostré resultados positivos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para detectar una bacteria que produce proteina de unién a penicilina 2’, que comprende
la deteccidon la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2° mediante deteccion
inmunocromatografica basada en una reaccién de antigeno-anticuerpo, que implica el uso de un dispositivo de
deteccion inmunocromatografica que comprende sobre un soporte en fase sélida similar a una lamina: un sitio de
suministro de muestra al que se suministra una solucion de muestra que se deduce que contiene una bacteria
productora de la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2° o una solucién de muestra
que se deduce que contiene una proteina de uniéon a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante
pretratamiento de muestra; un sitio de reactivo marcado que mantiene un reactivo que es un anticuerpo marcado
que se une especificamente a proteina de unién a penicilina 2’ de tal manera que el reactivo se extienda por el
soporte en fase sdlida y un sitio de reactivo de captura en que se ha inmovilizado un reactivo de captura que es un
anticuerpo que se une especificamente a un sitio que es diferente del sitio al que se une el anticuerpo marcado y
que captura un complejo de proteina de unién a penicilina 2’ y reactivo marcado; en el que el sitio de reactivo de
captura comprende un tensioactivo de tipo sulfobetaina seleccionado del grupo consistente en CHAPS, CHAPSO,
sulfobetaina de miristilo (SB3-14) y butanosulfonato de dodecildimetilamonio (DDABS), comprendiendo el
procedimiento suministrar la solucién de muestra al sitio de suministro de muestra.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se afiade un anién que tiene una alta tendencia a la
ionizacién a una solucion de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la enzima
sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’ o a una solucién de muestra que se deduce que
contiene proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra antes del
suministro de dicha solucién a un sitio de suministro de muestra, en el que el anién que tiene una alta tendencia a la
ionizacion se selecciona del grupo consistente en un ién cloruro, un ién bromuro y un ién yoduro.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que se afiade un catidn que tiene una alta tendencia a
la ionizacién a una solucién de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la enzima
sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2° 0 a una solucién que se deduce que contiene la
proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra antes del
suministro de dicha solucién a un sitio de suministro de muestra, en el que el catiéon que tiene una alta tendencia a la
ionizacién se selecciona del grupo consistente en un i6n de potasio, un ién de calcio, un i6n de sodio y un i6n de
magnesio.

4. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que se pretrata la solucion de
muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared celular proteina
de unién a penicilina 2’ afiadiéndola una solucién alcalina y neutralizandola entonces por adiciéon de una solucién
neutralizante, y en el que se usa como reactivo marcado y/o reactivo de captura un anticuerpo que se une
especificamente a proteina de unién a penicilina 2’ del que se elimina la regién Fc.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que se pretrata la solucion de muestra que se deduce que
contiene una bacteria productora de la enzima sintetizada de pared celular proteina de unién a penicilina 2’
suspendiéndola en una solucion alcalina y neutralizandola entonces, y comprendiendo el procedimiento suministrar
la solucién que se deduce que contiene la proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante
pretratamiento de la solucidon de muestra a un sitio de suministro de muestra.

6. Un dispositivo de deteccion inmunocromatografica para detectar una bacteria productora de proteina de
unién a penicilina 2’, que comprende sobre un soporte en fase sélida similar a una lamina: un sitio de suministro de
muestra al que se suministra una solucién de muestra que se deduce que contiene una bacteria productora de la
enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’, o una solucién de muestra que se deduce
que contiene proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante pretratamiento de muestra; un
sitio de reactivo marcado que mantiene un reactivo que es un anticuerpo marcado que se une especificamente a
proteina de unién a penicilina 2’ de tal manera que el reactivo se extienda por el soporte en fase sdlida y un sitio de
reactivo de captura en que se ha inmovilizado un reactivo de captura que es un anticuerpo que se une
especificamente a un sitio que es diferente del sitio al que se une el anticuerpo marcado y que captura un complejo
de proteina de union a penicilina 2’ y reactivo marcado, comprendiendo el sitio de reactivo de captura un tensioactivo
de tipo sulfobetaina seleccionado del grupo consistente en CHAPS, CHAPSO, sulfobetaina de miristilo (SB3-14) y
butanosulfonato de dodecildimetilamonio (DDABS).

7. El dispositivo de deteccion inmunocromatografica segun la reivindicacion 6, en el que el reactivo marcado
y/o reactivo de captura comprende un anticuerpo que se une especificamente a proteina de unién a penicilina 2’ del
que se elimina la region Fc.

8. Un kit para detectar una bacteria productora de proteina de unién a penicilina 2° que comprende: el
dispositivo de deteccion inmunocromatografica segun la reivindicacion 6 o 7 y una solucién aniénica o catiénica que
tiene una alta tendencia a la ionizacion para afiadir a una soluciéon de muestra que se deduce que contiene una
bacteria productora de la enzima sintetizadora de pared celular proteina de unién a penicilina 2’ o a una solucién de
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muestra que se deduce que contiene proteina de unién a penicilina 2’ liberada de la pared celular mediante
pretratamiento de muestra, en el que el anién que tiene una alta tendencia a la ionizacion se selecciona del grupo
consistente en un ién cloruro, un idn bromuro y un i6n yoduro, y en el que el catién que tiene una alta tendencia a la
ionizacién se selecciona del grupo consistente en un i6n de potasio, un ién de calcio, un i6n de sodio y un i6n de
magnesio.

9. El kit segun la reivindicacion 8, que comprende adicionalmente una solucién alcalina para el tratamiento
alcalino de una muestra con base y un tampoén para neutralizacion.

16



ES 2553153713

S

/J
7 ~h .
X ‘o
hl...!ll./.lul|..
ml..l}.(t

777777%

\\

9

L B4

17



ES 2553153713

S

j

7 m

TECE
L dsiad ua e}sIp elale
lejuopy n\ﬂ
L ——
S |!/l|.-
——— JL

9

Z b4

18



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

