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DESCRIPCION
Proteina de pared celular CwpV (CD0514) como marcador de diagndstico para el ribotipo 027 del Clostridium difficile
Antecedentes de la invencion

Clostridium difficile (C. difficile) es la causa comun mas conocida de diarrea nosocomial y representa
aproximadamente 3 millones de casos de diarrea anualmente en los Estados Unidos. Los factores de riesgo de la
infeccion por C. difficile (CDI) incluyen la exposicidon a antibidticos, edad avanzada, y residencia en hospitales o
centros de atencidon a largo plazo. Los sintomas de la CDI oscilan desde la diarrea leve a la colitis
pseudomembranosa y megacolon toxico. El coste promedio del tratamiento es aproximadamente de $10.000 por
caso. La tasa de mortalidad de la CDI se incrementé de 5,7 muertes por millon de poblacién en 1999 a 23,7 muertes
por millén de poblacién en 2004 debido a la aparicién de brotes de cepas hipervirulentas. La cepa del ribotipo 027
contribuy6 significativamente a la mayor incidencia de la CDI. La precisa diferenciacion del brote de la cepa del
ribotipo 027 de otras cepas de C. difficile puede facilitar la toma de decisiones para las opciones del tratamiento.

Breve descripcion de los dibujos

Realizaciones ilustrativas de la invencion se describen detalladamente a continuacidon con referencia a las figuras
adjuntas de los dibujos, en donde:

Fig. 1 representa una comparacion entre el ELISA de anti-CwpV y los métodos de ribotipificacion por PCR, de
acuerdo con las realizaciones de la invencion;

Fig. 2 representa que los anticuerpos generados contra la regién especifica del 027 de CwpV solo reconocen el
ribotipo 027 de C. difficile, de acuerdo con las realizaciones de la invencion;

Fig. 3 representa la interpretacion de los resultados de QUIK CHEK® de la Anti-CwpV; y

Fig. 4 representa una comparacion entre QUIK CHEK® de la anti-CwpV y los métodos de ribotipificacion por PCR,
de acuerdo con las realizaciones de la invencion.

Descripcion detallada de la invencién

Realizaciones de la presente invencion estan dirigidas a métodos de ensayo para diferenciar cepas de C. difficile en
pacientes basandose en la presencia de un nuevo marcador de antigeno especifico de un ribotipo, la Proteina de la
Pared Celular V (CwpV). La CwpV especifica de un ribotipo se puede usar en un inmunoensayo para la deteccion de
ribotipos de C. difficile, especialmente el brote de la cepa 027. En realizaciones, anticuerpos CwpV especificos de la
anti-cepa se usan en inmunoensayos para la identificacion altamente sensible de la cepa 027 de C. difficile.

Se han desarrollado varios métodos de tipificacion para estudiar la relacion genética entre las cepas de C. difficile y
la asociacion entre las cepas de C. difficile y la gravedad de la enfermedad. Estos métodos incluyen serotipificacion,
toxinotipificacion, electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) vy ribotipificacion por PCR. La ribotipificacion por
PCR es relativamente facil de realizar, reproducible, y es uno de métodos mas discriminatorios para diferenciar las
cepas de C. difficile.

El documento de Patente US 2011/020845 es un ejemplo de un método para detectar especificamente la cepa 027
basandose en un antigeno especifico de la cepa 027 en la toxina TcdB.

A partir de finales de los 90 se ha observado un aumento de 5 veces la CDI y se sospecha que la propagacion de
una cepa hipervirulenta contribuy6 al brote. Este brote de la cepa se caracterizé como toxinotipo lll, electroforesis en
gel de campo pulsado tipo 1 de Norte América (NAP1), grupo de analisis de restriccion de endonucleasas | (Bl) y
PCR del ribotipo 027. Varias caracteristicas del ribotipo 027 contribuyen a mejorar la virulencia de las cepas del
ribotipo 027. Ademas, de las toxinas A y B, las cepas 027 expresan una toxina binaria adicional que puede contribuir
a la gravedad de la enfermedad. Las cepas 027 contienen también una delecién de 18 pares de bases y una
mutacion del marco de lectura en el gen tcdC, que es el represor de la produccion de la toxina. La mutacién del
marco de lectura puede causar un aumento de la produccién de la toxina. Las cepas 027 histéricas aisladas en
Francia en 1988 fueron susceptibles a fluoroquinolonas y eritromicina pero las mutaciones en gyrA/B y los genes del
RNA 23s hicieron ribotipo 027 en brotes recientes con resistencia a ambos antibidticos. Las proteinas de superficie
alteradas con mas alta afinidad a las células epiteliales intestinales humanas pueden también contribuir a la mayor
virulencia.

Infecciones con cepas 027 se asociaron con resultados mas graves en algunos estudios. La dramatica alteracion de
la microbiota intestinal por la cepa 027 es probable que contribuya a su elevada patogenicidad. Sin embargo, otros
estudios indicaron la ausencia de correlacion entre el ribotipo de la cepa infectante y el resultado de los pacientes.
Las controversias podrian haber resultado de la poblacion estudiada y los métodos usados en el analisis estadistico.

Los antibiodticos tradicionales de eleccion para el tratamiento de la CDI son metronidazol y vancomicina. Para
pacientes con CDI leve a moderada, el metronidazol y la vancomicina son igualmente eficaces. Para pacientes con
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CDI grave causada por cepas no-027, la vancomicina produjo mejores resultados. Se observé una alta tasa de
recaidas en pacientes tratados con metronidazol o con vancomicina. En Mayo de 2010, un nuevo farmaco llamado
Fidaxomicina (Dificid; Optimer Pharmaceuticals) fue aprobado por la U. S. Food and Drug Administration (FDA) para
el tratamiento de la diarrea asociada al C. difficile en adultos. La Fidaxomicina es un antibiético de estrecho espectro
contra a anaerobios gram-positivos. La resistencia a la Fidaxomicina se encontré en Bacteroides spp., bacilos gram-
negativo aerobios y facultativos y bacilos gram-negativos anaerobios. La Fidaxomicina es igualmente eficaz contra
cepas 027 y no-027 de C. difficile. El uso de antibioticos de amplio espectro perturba la flora intestinal lo que puede
contribuir a la recaida de la infeccién por C. difficile. Estudios recientes indican que el tratamiento con Fidaxomicina
dio como resultado una menor tasa de recaida en pacientes infectados por cepas no-027 en comparacion con el
tratamiento con Vancomicina. Por lo tanto la diferenciacion entre las cepas 027 y no-027 puede facilitar la toma de
decisiones de los médicos en términos de opciones de tratamiento.

El método de ribotipificacion por PCR requiere el aislamiento de colonias de C. difficile, el aislamiento de DNA del
cultivo originado a partir de colonias puras, la amplificacion de DNA por PCR, y la electroforesis en gel. El
procedimiento complicado y que consume mucho tiempo no es practico en los laboratorios clinicos. Las pruebas
moleculares comercialmente disponibles utilizan la variacion de la secuencia en el gen tcdC. Las pruebas basadas
en PCR son caras y no especificas porque las mutaciones en el gen fcdC estan también presentes en otros
ribotipos. Las pruebas basadas en anticuerpos, tales como los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISAs) y los ensayos de flujo lateral, son pruebas rapidas y rentables para la deteccién de antigenos especificos
de patégenos. En realizaciones, el/los antigeno(s) especificos de la cepa 027 se usan como marcador(es) de
diagndstico para la deteccion de las cepas 027 en inmunoensayos.

Las células C. difficile poseen una capa superficial (capa S) fuera de la capa de peptidoglicano. La capa S esta
presente tanto en las células vegetativas como en las esporas de C. difficile. Las proteinas dentro de la capa S
median las interacciones huésped-patdgeno. Varias proteinas de superficie de C. difficile se unen a tejidos
gastrointestinales y son factores potenciales de colonizacion. Las proteinas asociadas con la capa S contienen dos
dominios: un dominio conservado de union a la pared celular y un dominio variable que especifica la funcién de esa
proteina particular. Se predijeron veintiocho proteinas de pared celular (CWPs) en el genoma de la cepa
secuenciada 630. Los dominios variables de ciertas CWPs se consideran marcadores de antigeno potenciales para
la identificacion de la cepa de C. difficile.

CwpV (CD0514) es un miembro de las CWPs y consiste en una region N-terminal con un supuesto dominio de union
a la pared celular y un dominio C-terminal que puede promover la agregacion. Reynolds y colaboradores, PLOS
Pathogens, vol. 7, no. 4, 2011 describen la parte C-terminal de CwpV en la cepa 027.

CwpV se secreta en el medio de cultivo por varias cepas 027. EI dominio C-terminal de CwpV es altamente variable
entre los ribotipos de C. difficile. Las secuencias de aminoacidos especificas de las repeticiones C-terminales
encontradas en la proteina CwpV en el ribotipo 027 no estan representadas en el genoma de ninguna otra cepa
secuenciada hasta la fecha. En realizaciones, la regiéon especifica del ribotipo de CwpV se puede usar como un
marcador de diagndstico para las cepas 027.

Los siguientes son ejemplos de procedimientos que se han usado para establecer los ensayos preferidos de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos y no se
presentan a modo de limitacion.

Ejemplo 1

Un péptido C-terminal especifico del ribotipo 027 de CwpV se expres6 en E. Coli usando técnicas de DNA
recombinante. Se generaron anticuerpos policlonales contra CwpV recombinante en cabras. Se desarrollé un ELISA
usando anticuerpos policlonales anti CwpV como anticuerpos de captura y anticuerpos policlonales anti CwpV
conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP) como anticuerpos de deteccion.

Setenta y dos (72) muestras fecales humanas clinicas que fueron positivas para C. difficile se probaron usando este
ELISA anti CwpV. La sensibilidad y especificidad del ELISA anti CwpV para la deteccion de las cepas 027 de C.
difficile se calcularon usando el método de ribotipificacion por PCR como patron de oro. El punto de corte de este
ELISA se fij6 para ser una absorbancia de 0,080 medida a una doble longitud de onda (OD450/620nm).

Resultados

Con referencia a la Fig. 1, los resultados del ELISA anti CwpV en 72 muestras fecales humanas se compararon con
los resultados del método de ribotipificacion por PCR. EI ELISA anti CwpV detecté la presencia de la cepa 027 de C.
difficile en 30 de las 35 muestras positivas de 027 determinadas por el método de ribotipificaciéon por PCR. La
sensibilidad y especificidad de ELISA anti CwpV son cada una del 86%.

Ejemplo 2

Un péptido C-terminal especifico del ribotipo 027 de CwpV se expres6d en E. Coli. Se generaron anticuerpos
policlonales contra CwpV recombinante en cabras. Se desarroll6 un ELISA usando anticuerpos policlonales anti
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CwpV como anticuerpos de captura y anticuerpos policlonales anti CwpV conjugados con peroxidasa de rabano
picante (HRP) como anticuerpos de deteccion.

Treinta y cuatro (34) cepas de C. difficile se inocularon en un caldo de infusién de corazén cerebral (BHI, Oxoid). Los
cultivos se hicieron crecer a 37°C durante una noche bajo condiciones anaerdbicas.

Las cepas de C. difficile en cultivos BHI se diluyeron 1:20 en tampdn salino fosfato (PBS) y se probaron con ELISA
como se describié anteriormente.

Resultados

Como se muestra en la Fig. 2, los cultivos C. difficile que representan treinta y cuatro (34) ribotipos diferentes se
probaron con ELISA anti CwpV usando anticuerpos especificos del anti 027. La cepa del ribotipo 027 fue el Unico
ribotipo que se detectod en este ELISA. Los treinta y tres (33) cultivos de C. difficile no 027 no se detectaron por este
ELISA. El punto de corte de este ELISA se fij6 para ser una absorbancia de 0,080 medida a una doble longitud de
onda (OD450/620nm).

Ejemplo 3

Un péptido C-terminal especifico del ribotipo 027 de CwpV se expres6d en E. Coli. Se generaron anticuerpos
policlonales contra CwpV recombinante en cabras. Se desarrollé un dispositivo QUIK CHEK® usando anticuerpos
policlonales anti CwpV inmovilizados como la linea de ensayo en membrana de vidrio de microfibra como
anticuerpos de captura y anticuerpos policlonales anti CwpV conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP)
como anticuerpos de deteccion. Se inmovilizaron anticuerpos policlonales anti HRP de conejo sobre la membrana de
vidrio de microfibra para formar una linea de control positiva.

Ciento noventa y cinco (195) muestras se probaron usando este QUIK CHEK® anti CwpV. Muestras fecales clinicas
se diluyeron en un diluyente de muestra, mezclado con anticuerpos policlonales anti CwpV conjugados con HRP y
aplicados a la membrana de vidrio de microfibra con anticuerpos de captura inmovilizados a través del pocillo de
muestra. La mezcla conjugada de la muestra fluy6 a través de la membrana de vidrio de microfibra mediante la
accion capilar. El dispositivo se incub6 a temperatura ambiente durante quince (15) minutos para permitir la captura
del antigeno de CwpV en las muestras por los anticuerpos anti CwpV inmovilizados en la linea de ensayo. El exceso
de anticuerpos policlonales anti CwpV conjugados con HRP fueron capturados por los anticuerpos policlonales anti
HRP de conejo inmovilizados en la linea de control. Después de un lavado rapido de la membrana y la adicion de
sustrato HRP a través de la ventana de reaccién, el dispositivo se incubd a temperatura ambiente durante diez
minutos antes de registrar los resultados.

Con referencia a la Fig. 3, un resultado positivo en QUIK CHEK® anti CwpV se indica mediante dos lineas azules: la
linea de control (“C”) y la linea de ensayo (“T”). Un resultado negativo en QUIK CHEK® anti CwpV se indica por una
Unica linea azul en el lado de control (“C”) de la ventana de reaccion sin una linea de ensayo visible en el lado “T” de
la ventana de reaccion. El resultado se interpreta como no valido cuando la linea de control (“C”) no es visible.

Resultados

Ciento noventa y cinco (195) muestras fecales se probaron en el QUIK CHEK® anti CwpV, en el ensayo de
citotoxicidad del cultivo de tejidos, y en los ribotipos de C. difficile aislados de muestras que contienen C. difficile
toxigénico se determinaron por el método de ribotipificacion por PCR. Como se muestra en la Figura 4, entre las 195
muestras fecales probadas, ciento setenta y tres (173) muestras se determind que no contenian C. difficile
toxigénico por el ensayo de citotoxicidad del cultivo de tejido. Todas las muestras que fueron negativas por el
método del cultivo de tejido fueron negativas en QUIK CHEK® anti CwpV. Entre las veintidés (22) muestras
determinadas por contener C. difficile por el método de citotoxicidad del cultivo de tejido, doce (12) se identificaron
como ribotipo 027 por ribotipificacion por PCR. Diez (10) de las doce muestras mostraron una reaccion positiva
cuando se usé QUIK CHEK® anti CwpV. Ninguna de las muestras C. difficile no 027 se detectaron por QUIK
CHEK® anti CwpV. Usando el método de ribotipificacion por PCR como estandar de oro, la sensibilidad y
especificidad de QUIK CHEK® anti CwpV se calcularon para ser un 83% y 100% respectivamente.

En resumen, realizaciones de la presente invencion proporcionan CwpV como un marcador de diagndstico para
detectar el ribotipo 027 de C. difficile en muestras de heces y en cultivos. La presente invencion se ha descrito en
relacion con realizaciones particulares que estan destinadas en todos los aspectos a ser ilustrativas en lugar de
restrictivas. Realizaciones alternativas resultaran evidentes para los expertos en la técnica a los que pertenece la
presente invencion sin apartarse de su alcance.

A partir de lo anterior, se vera que esta invencion se adapta bien para alcanzar todos los fines y objetivos expuestos
anteriormente aqui junto con otras ventajas que son obvias y que son inherentes al método. Se comprendera que
ciertas caracteristicas y subcombinaciones de la invencion son de utilidad y se pueden emplear sin referencia a otras
caracteristicas y subcombinaciones. Esto esta contemplado y esta dentro del alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Un método para diagnosticar un paciente con una infeccion por cepas de C. difficile del ribotipo 027, método
que comprende: obtener una muestra fecal del paciente; determinar que el paciente tiene una infeccion por C.
difficile; y determinar si el paciente tiene una infeccion por cepas de C. difficile del ribotipo 027 mediante la
determinacion de la presencia de un antigeno del dominio C-terminal de CwpV especifico del ribotipo 027 en la
muestra fecal.

El método de la reivindicacion 1, en donde la determinacién de la presencia del antigeno del dominio C-terminal
de CwpV especifico del ribotipo 027 comprende determinar la presencia del antigeno del dominio C-terminal de
CwpV especifico del ribotipo 027 usando un inmunoensayo.

El método de la reivindicacion 2, en donde el inmunoensayo es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) o una reaccién inmunoquimica en una membrana.

El método de la reivindicacion 2, en donde el inmunoensayo usa uno o mas anticuerpos CwpV especificos de
anti ribotipo 027 monoclonales, policlonales o recombinantes como anticuerpos de captura.

El método de la reivindicacion 2, en donde el inmunoensayo usa anticuerpos CwpV especificos de anti ribotipo
027 policlonales o monoclonales conjugados con HRP.

El método de la reivindicacion 2, en donde el inmunoensayo comprende uno o mas anticuerpos contra CwpV
dirigidos contra CwpV nativo producidos por C. difficile o derivados de CwpV por expresiéon de DNA
recombinante en E. Coli.

El método de la reivindicacién 1, en donde la determinacién de la presencia de C. difficile de ribotipo 027
comprende ademas identificar la presencia de un fragmento de DNA que codifica el CwpV especifico del
ribotipo 027 usando ensayos de amplificacion de acidos nucleicos.
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