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DESCRIPCION
Un método para filtrar una muestra biol6gica

La presente descripcion se refiere de una manera general a la deteccion de bajas concentraciones de
microorganismos en una muestra que contiene una gran cantidad de otras células, y se refiere mas particularmente
a un método para la filtracion de una muestra de sangre después de una lisis selectiva de células sanguineas, para
retener selectivamente patdgenos sobre un filtro, mientras que se retira material celular sanguineo tal como ADN y
proteinas.

El diagnostico molecular tiene como objetivo la rapida deteccion de cantidades insignificantes de patdgenos
(tipicamente bacterias) en muestras tales como de sangre. Sin embargo, la sangre es una matriz compleja y
comprende glébulos blancos (leucocitos) para el sistema inmunitario adaptativo, glébulos rojos (eritrocitos) para el
transporte de oxigeno, y plaquetas (trombocitos) para la cicatrizacion de heridas. Esta composicién complica la
deteccion directa de patdgenos en muestras tales como sangre, que contiene una gran cantidad de material celular
tal como ADN y proteinas.

Por lo tanto, se necesitan métodos para enriquecer patégenos mientras que se retira el material celular sanguineo
de una muestra de sangre.

En un método conocido, los patdégenos se recogen sobre un filiro mediante filtracion de muestras de sangre de gran
volumen, después de una lisis selectiva de células sanguineas.

En la etapa de filtracion, se retiran los componentes inhibidores tales como ADN o proteinas, mientras que los
patégenos se retienen sobre el filtro.

La solicitud de patente internacional WO-A-2011/070507 describe un método para la lisis selectiva de células
eucariotas dentro de una muestra que contiene 0 se sospecha que contiene microorganismos, en el que un
detergente y un tampoén se afiaden a dicha muestra para obtener una disolucién que se incuba adicionalmente
durante un periodo de tiempo lo suficientemente prolongado para lisar las células eucariotas. Este método permite la
elaboracion de muestras de sangre con un volumen del orden de 5 a 10 ml, mediante el lisado de los glébulos
blancos y rojos de la muestra, degradando el ADN de los glébulos blancos, mientras que una parte sustancial (es
decir, mas de 20%, 40%, 60%, 80%, 90% o incluso mas de 95%) de los microorganismos permanecen vivos, 0 Si se
destruyen mediante el tratamiento, comprenden todavia el ADN bacteriano dentro de la pared bacteriana.

Es importante que todo el volumen disponible de la muestra se filtre para recoger el maximo de microorganismos
sobre el filtro. Sin embargo, cuando se aplica el método, el filtro usualmente se obtura antes de filirar completamente
la muestra, debido a, por ejemplo, la presencia de proteinas en la muestra que también estan retenidas por el filtro.
Esta obstruccién conduce a una terminacién de la filtracién, deteniendo de este modo toda la elaboracién. Por lo
tanto, el método existente limita la cantidad de muestra que puede elaborarse sobre un filtro.

La presente invencidn tiene como objetivo solucionar estos inconvenientes mencionados anteriormente, y propone
en primer lugar un método para filtrar una muestra con células eucariotas sin el riesgo de limitar el volumen de
muestra que puede filtrarse, por lo que la sensibilidad del método aumenta en comparacion con los métodos
existentes. Tal método de filtracion puede usarse en un método general para detectar microorganismos en muestras
complejas que contienen un alto fondo de proteinas y/o acidos nucleicos.

Con este objetivo en mente, un primer aspecto de la descripcion es un método para filirar una muestra, que
comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra con células eucariotas y que contiene o se sospecha que contiene un
microorganismo;

(b) llevar a cabo una lisis selectiva de las célula eucariotas para obtener una muestra lisada;

(c) filtrar la muestra lisada obtenida en la etapa (b) a través de un filtro dispuesto para retener el
microorganismo;

(d) lavar el filiro con un tampén de lavado basado en detergente para solubilizar selectivamente sustancias
diferentes al microorganismo retenido por el filiro, haciendo pasar el tampén de lavado basado en
detergente a través del filtro, para retirar del filtro obstrucciones que consisten en las sustancias diferentes
al microorganismo, para permitir una etapa adicional (c) de filtracion de dicha muestra lisada;

(e) repetir la etapa (c) al menos 1 vez.

La presente invencién salva la obstruccion del filtro por sustancias que provienen de la matriz de la muestra o
células eucariotas, mediante la etapa de lavar el filtro para retirar las obstrucciones del filtro, para que la muestra
lisada pueda filtrarse completamente, sin paradas debidas a un descenso significativo de permeabilidad del filtro. La
retirada selectiva de las obstrucciones se lleva a cabo mediante la disolucion de tampo6n de lavado que contiene un
detergente, para que solo las sustancias diferentes al microorganismo se retiren del filtro. Los microorganismos
acumulados sobre el filtro no se retiran o degradan con esta disolucién de tampdn de lavado, para que permanezcan
sobre el filtro para una elaboracion adicional para ser detectados o analizados.
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Ventajosamente, las sustancias diferentes al microorganismo son proteinas que provienen de las células eucariotas.
Se ha detectado que las proteinas que provienen de las células eucariotas son retenidas facilmente por el filtro y
obstruyen este altimo, por lo que el método conforme a la presente invenciéon ayuda a llevar a cabo una retirada
selectiva de estas obstrucciones de proteinas del filtro.

Ventajosamente, el tampdn de lavado de detergente es una disolucién salina tamponada con fosfato, con un pH
superior a 5 e inferior a 9, y contiene un tensioactivo como detergente. Se logra un lavado selectivo de las
sustancias diferentes a los microorganismos.

Ventajosamente, el tensioactivo es dodecilsulfato sédico (SDS), y el tampédn de lavado de detergente contiene entre
aproximadamente 0,2% y aproximadamente 0,5% de dodecilsulfato sédico (SDS) en volumen. Preferiblemente, el
tensioactivo es dodecilsulfato sédico (SDS) y el tampdn de lavado de detergente contiene dodecilsulfato sédico
(SDS) al 0,3% en volumen. Esta concentracion particular de dodecilsulfato sédico logra la disolucion selectiva de
so6lo las sustancias diferentes a los microorganismos, tales como las proteinas que provienen de las células
eucariotas. Idealmente, la concentracién de SDS es desde 0,2% a 0,5%, preferiblemente de 0,25% a 0,35%, mas
preferiblemente de 0,27% a 0,33% en volumen. El detergente es SDS, ya que este detergente es conocido por tener
un efecto pronunciado sobre las proteinas. Interactuara con las proteinas de tal modo que desnaturaliza las
proteinas, reduce los enlaces de sulfito y dard como resultado una carga neta negativa final dependiendo de la masa
de la proteina. Es clave la concentracion del detergente: debe ayudar a abrir el filiro de manera eficaz, y ademas no
puede conducir a la lisis de los patdgenos ya recogidos.

En una realizacién preferida de la presente invencién, el método comprende una etapa de detectar la obstruccion del
filtro durante la etapa (c) de filtracion de dicha muestra lisada. El método sigue la obstruccion del filtro, para que se
pueda emprender una accion apropiada en relacion con la obstruccién del filtro.

Idealmente, la etapa (d) de lavar el filtro se lleva a cabo cuando se detecta una obstruccion del filtro, por ejemplo,
midiendo un aumento de la presién en la camara del filtro. Como la filtracion se pone en peligro si el filtro se
obstruye, la etapa de lavado se lleva a cabo cuando se detecta una obstruccién, por lo que el procedimiento no
comprende ninguna operacion innecesaria de lavado: el lavado se lleva a cabo sdlo si el filtro se obstruye.

Ventajosamente, la etapa (b) de lisis selectiva de células eucariotas comprende:
(b1) una etapa de anadir un detergente de lisado y un tampén alcalino a dicha muestra, seguido de

(b2) una etapa de incubar la muestra durante un periodo de tiempo suficientemente prolongado para lisar
selectivamente las células eucariotas y degradar el ADN eucariota simultdneamente. Este método asegura una
destruccién adecuada de la integridad fisica de la membrana de las células eucariotas, sin ningun intento de
degradar la integridad del microorganismo.

En una realizacién, dicha muestra es una muestra de sangre de mamifero. EI método mejora la filtracion si la
muestra es una muestra de sangre, con un lavado eficaz de las células sanguineas lisadas que estan retenidas por
el filtro.

En una realizacién, la muestra de sangre es sangre completa.

El método conforme a la presente invencion da buenos resultados cuando la muestra de sangre proviene de un
paciente que padece un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS). Tales muestras de sangre que
provienen de pacientes que padecen SIRS se han filtrado con éxito con el método conforme a la siguiente invencién,
incluso si la cascada de coagulacion de la sangre se activa antes de la elaboracion de la muestra de sangre.

En una realizacion de la presente invencion, la etapa de filtracion (c) se lleva a cabo durante un primer tiempo
predeterminado, y la etapa de lavado (d) se lleva a cabo durante un segundo tiempo predeterminado. Esta
realizacién limita la filtracion a un primer tiempo determinado de modo que la obstruccién del filiro no limite la
filtracion, y limita la etapa de lavado a un segundo tiempo determinado de modo que el filtro lavado permita otra
etapa de filtracion. El filtro se lava regularmente durante la filtracién de la muestra lisada, y las etapas de filtracién y
lavado se realizan de un modo secuencial antes de cualquier obstruccién, para que el filiro permanezca abierto
durante un tiempo mas prolongado y puedan elaborarse volimenes mas grandes.

Ventajosamente, el primer tiempo predeterminado varia de 20 a 80 segundos, preferiblemente de 50 a 70 segundos,
y mas preferiblemente de 55 a 65 segundos, y el segundo tiempo predeterminado varia de 5 a 25 segundos,
preferiblemente de 5 a 20 segundos, y mas preferiblemente de 5 a 15 segundos. Estos periodos de tiempo permiten
filtrar eficazmente muestras de sangre que provienen de pacientes tales como pacientes que padecen un sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) o endocarditis.

En otra realizacién de la presente invencion, el método comprende ademas una etapa de lisis de dichos
microorganismos y un andlisis molecular basado en acidos nucleicos para detectar el microorganismo.

La descripcién también esta relacionada con un dispositivo para la filtracion de una muestra, que comprende:
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- una camara de lisis para aceptar una muestra con células eucariotas y que contiene o se sospecha que
contiene un microorganismo, y para llevar a cabo una lisis selectiva de las células eucariotas, para obtener
una muestra lisada,

- un filtro conectado a la camara de lisis para filtrar la muestra lisada después de la lisis selectiva, estando
dispuesto dicho filtro para retener dicho microorganismo sobre el filtro, y

- un depésito conectado al filiro y que contiene un tampo6n de lavado basado en detergente para solubilizar
selectivamente sustancias diferentes al microorganismo retenido por el filtro, para retirar del filtro
obstrucciones que consisten en las sustancias diferentes al microorganismo.

El dispositivo conforme a la presente invencién proporciona una forma para lavar el filtro si esta obstruido durante la
filtracion. De hecho, el tampén de lavado basado en detergente se selecciona para disolver sélo las sustancias
diferentes a los microorganismos, tales como las proteinas que provienen de las células eucariotas, y el depdsito
que contiene el tampdn de lavado basado en detergente se conecta al filiro para permitir un lavado del filtro. La
filtracion puede funcionar incluso si algunas proteinas obstruyen el filiro, sin ninguna pérdida de microorganismos
que no estan disueltos por el tamp6n de lavado basado en detergente.

En una realizacién, la cadmara de lisis presenta un volumen de 40 ml o inferior.

Ventajosamente, el tampdn de lavado de detergente es una disolucion salina tamponada con fosfato con un pH
superior a 5 e inferior a 9, y contiene entre aproximadamente 0,2% y aproximadamente 0,5% de dodecilsulfato
sadico (SDS) en volumen, preferiblemente alrededor de 0,3%.

Ventajosamente, el dispositivo comprende ademas un sensor dispuesto para medir una obstruccion del filtro.
Idealmente, el sensor es un sensor de presion. Como alternativa, el sensor puede ser un sensor 6ptico que mida una
desviacién de una bomba del dispositivo y que esté integrado en el dispositivo. Ventajosamente, la bomba
anteriormente citada puede funcionar a una presion fija.

Ventajosamente, el dispositivo comprende ademas una camara de deteccion para llevar a cabo un analisis
molecular basado en &cidos nucleicos para detectar el microorganismo.

Definiciones

“Ceélulas sanguineas”, en el contexto de la presente invencion, se refiere a células de mamiferos presentes en la
sangre, e incluye glébulos rojos (eritrocitos), glébulos blancos (leucocitos) y plaquetas (trombocitos).

“Sangre completa”, en el contexto de la presente invencion, se refiere a sangre sin elaborar que comprende plasma
y células sanguineos, tratada con un anticoagulante.

“Muestra” se refiere a una disolucién acuosa que comprende material celular, y comprende fluidos corporales tales
como linfa, liquido cefalorraquideo, sangre (sangre completa y plasma), saliva, pero también comprende, por
ejemplo, la fraccidén acuosa de suspensiones homogeneizadas, tales como, por ejemplo, musculos, cerebro, higado,
u otros tejidos.

“Eucariota” se refiere a cualquier tipo de organismo eucariota excluyendo a hongos, tales como animales, en
particular animales que contienen sangre, y comprende animales invertebrados tales como crustaceos y
vertebrados. Los vertebrados comprenden animales tanto de sangre fria (peces, reptiles, anfibios) como de sangre
caliente (aves y mamiferos). Los mamiferos comprenden en particular primates y, mas particularmente, seres
humanos.

La “lisis selectiva”, como se usa en la presente invencién, se obtiene cuando en una muestra (tal como sangre), el
tanto por ciento de células de microorganismos (tales como células bacterianas) en esa muestra que permanecen
intactas es significativamente mas alto (por ejemplo, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 250, 500, o 1000 veces mas) comparado
con el tanto por ciento de células eucariotas que permanecen intactas del organismo del que se recoge la muestra
de sangre. Por ejemplo, sin estar limitado a este método particular, una lisis selectiva de células eucariotas puede
llevarse a cabo mediante el método descrito en el documento WO-A-2011/070507.

“Microorganismo”, como se usa en la presente invencion, se refiere a bacterias (bacterias grampositivas y
gramnegativas, asi como a esporas bacterianas) y hongos unicelulares, tales como de levadura de cerveza y moho,
que estan presentes en el organismo del que se ha recogido una muestra, tipicamente como patégeno.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencidon se veran mas claramente a partir de la siguiente
descripcion detallada de ejemplos no limitantes particulares de la invencién, ilustrados por los dibujos adjuntos, en
los que:

- lafigura 1 representa resultados comparativos de filtracion de muestras de sangre con y sin la aplicacion
del método conforme a la presente invencion;
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- las figuras 2a y 2b representan resultados comparativos de la deteccion de diferentes patdgenos con y sin
la aplicacion del método conforme a la presente invencion. La figura 2a con el patdgeno P. aeruginosa y la
figura 2b con el patégeno C. albicans.

Descripcion detallada
Experimento 1 — efecto sobre la filtracidén

La figura 1 representa resultados comparativos de filtracion de 5 ml de muestras de sangre provenientes de
pacientes que padecen un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), sin (muestras A) y con (muestras B)
la etapa de lavado conforme a la presente invencién.

Las muestras de sangre se sometieron todas (A y B) a una lisis selectiva de las células eucariotas con la adicién de
un tampon de lisis que consistia en un tampén HCOs/COs> 1 M (de pH 10,0) con dodecilsulfato sédico (SDS) al 1%.
Después de mezclar con la muestra de sangre, se produce la lisis selectiva, y se detuvo después de tres minutos
usando un tercer tampdén que baja el pH.

Todas las muestras de sangre se han procesado a través de un filtro dispuesto para retener microorganismos. Se
han filtrado dos series de seis muestras de sangre:

- seis muestras de sangre preparadas con un método habitual sin el lavado del filiro durante la filtracion
después de la lisis selectiva (muestras de sangre A), y

- seis muestras de sangre preparadas con el método conforme a la presente invenciéon con la etapa de
lavado del filtro durante la filtracion después de la lisis selectiva (muestras de sangre B). Para estas
muestras B, la etapa de filtracién dur6 un minuto y la etapa de lavado duré diez segundos, realizadndose las
etapas de un modo secuencial.

Las muestras de sangre se prepararon usando cartuchos desechables dispuestos con una camara de lisis
conectada a tal filtro, teniendo los cartuchos un depdsito adicional conectado al filtro y que contenian un tampén de
lavado de disolucion salina tamponada con fosfato, que contenia dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,3% en volumen,
para las muestras de sangre B. Las muestras de sangre A se sometieron directamente y so6lo a la operacion de
filtracion, y las muestras de sangre B se sometieron a una etapa de filtracion de un minuto, interrumpida por una
etapa de diez segundos de lavado del filtro con la disolucién salina tamponada con fosfato que contiene
dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,3% en volumen, seguido de una etapa adicional de filtracion.

La figura 1 representa la cantidad de liquido filtrado para cada muestra. Para las muestras de sangre A, sélo una
muestra de sangre de 5 ml se ha filtrado completamente, sélo 2-3 ml de cuatro muestras de sangre se han filtrado
antes de la obstruccién del filtro, y una muestra de sangre no se filtr6 en absoluto, obstruyéndose el filtro
inmediatamente. Las seis muestras de sangre B se han filtrado completamente. Esto demuestra que la etapa de
lavado del filtro permite la filtracion del volumen completo de 5 ml de muestras de sangre sometidas previamente a
una lisis selectiva.

Experimento 2 — resultados comparativos de recuperacion de patégenos

La figura 2a representa resultados de la recuperacién de un patégeno especifico, P. aeruginosa, contenido en
muestras de sangre de donantes sanos normales, usando el método conforme a la presente invencién, comparado
con resultados con un método sin lavar el filtro. Las muestras de sangre A representan un punto de comparacion con
el método sin lavar el filtro, y las muestras de sangre B se ensayaron introduciendo una etapa de lavado durante la
filtracion conforme a la presente invencion. La grafica muestra que no hay efecto del lavado del filtro en la
recuperacion del patégeno de la sangre.

La figura 2b representa resultados de la recuperacién de un patégeno especifico, C. albicans, contenido en muestras
de sangre, usando el método conforme a la presente invencién, comparado con resultados con un método sin lavar
el filiro. Este experimento con el patégeno C. albicans conduce también a la conclusién de que el método conforme
a la presente invencién no tiene un efecto perjudicial en la recuperacion de los patégenos de la sangre, ya que las
muestras de sangre A (punto de comparacion, sin la etapa de lavado del filtro) muestran resultados similares a las
muestras de sangre B, ensayadas con la etapa de lavado durante la filtracion.

Experimento 3 — efecto sobre el volumen filtrable

En un tercer experimento, un cartucho desechable se disefié con un tamafo de filtro cuatro veces mas pequefio que
el tamano de filtro habitual (1,75 cm? frente a 7 cm2). Las muestras de sangre de 5 ml que provienen de sangre de
donante sano normal se han filtrado con éxito con el método conforme a la presente invencién (con una etapa de
lavado del filtro), que seria similar a muestras de sangre de 20 ml filtradas a través de filtros de tamafos habituales.
Esto es al menos dos veces el volumen filtrable que se logra con el método sin el nuevo lavado.

Se entiende que se pueden implementar mejoras y/o modificaciones obvias para un experto en la técnica, dentro del
alcance de la descripcion como se define en las reivindicaciones adjuntas. En particular, la lisis selectiva de las
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células eucariotas puede llevarse a cabo con cualquier método conocido que use un procedimiento fisico, quimico o
bioldgico.
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REIVINDICACIONES

Un método para filtrar una muestra de sangre de mamifero, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra de sangre de mamifero con células sanguineas, y que contiene o se
sospecha que contiene un microorganismo;

(b) llevar a cabo una lisis selectiva de las células sanguineas para obtener una muestra lisada;

(c) filtrar una parte de la muestra lisada obtenida en la etapa (b) a través de un filtro dispuesto para
retener el microorganismo;

(d) lavar el filtro con un tampén de lavado basado en detergente, capaz de solubilizar selectivamente

sustancias diferentes al microorganismo retenido por el filtro, haciendo pasar el tampdn de lavado basado en
detergente a través del filtro, para retirar del filtro obstrucciones que consisten en las sustancias diferentes al
microorganismo, para permitir una etapa adicional (c) de filtracién de dicha muestra lisada;

(e) repetir la etapa (c) al menos 1 vez, para filtrar al menos una parte adicional de la muestra lisada, y
repetir opcionalmente las etapas (d) y (c) para que la muestra lisada pueda filtrarse completamente.

El método conforme a la reivindicacién 1, en el que las sustancias diferentes al microorganismo son
proteinas que provienen de las células sanguineas.

El método conforme a la reivindicacién 1 o 2, en el que el tampé6n de lavado basado en detergente es una
disolucién salina tamponada con fosfato, con un pH superior a 5 e inferior a 9, y contiene un tensioactivo
como detergente.

El método conforme a la reivindicacién 3, en el que el tensioactivo es dodecilsulfato sédico (SDS) y en el
que el tampdn de lavado basado en detergente contiene entre aproximadamente 0,2% y aproximadamente
0,5% de dodecilsulfato sédico (SDS) en volumen, preferiblemente alrededor de 0,3%.

El método conforme a la reivindicacién de 1 a 4, que comprende ademas una etapa de detectar la
obstruccion del filtro durante la etapa (c) de filtracién de dicha muestra lisada.

El método conforme a la reivindicacién 5, en el que la etapa (d) de lavado del filtro se lleva a cabo cuando
se detecta una obstruccion del filtro.

El método conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la etapa (b) de lisis selectiva
de células sanguineas comprende:

(b1) una etapa de anadir un detergente de lisado y un tampoén alcalino a dicha muestra de sangre de
mamifero, seguido de

(b2) una etapa de incubar la muestra durante un periodo de tiempo suficientemente prolongado para lisar
selectivamente las células sanguineas.

El método conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la muestra de sangre proviene
de un paciente que padece un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) o endocarditis.

El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas una etapa de lisis
de dicho microorganismo.

El método conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas un analisis
molecular basado en &cidos nucleicos para detectar el microorganismo.

Un dispositivo para la filtracion de una muestra de sangre de mamifero, que comprende:

- una camara de lisis para aceptar una muestra de sangre de mamifero con células sanguineas, y
que contiene o se sospecha que contiene un microorganismo, y para llevar a cabo una lisis selectiva de las
células sanguineas, para obtener una muestra lisada,

- un filtro conectado a la camara de lisis para filtrar la muestra lisada después de la lisis selectiva,
estando dispuesto dicho filtro para retener dicho microorganismo sobre el filtro, y

- un deposito conectado al filtro y que contiene un tampén de lavado basado en detergente, capaz
de solubilizar selectivamente sustancias diferentes al microorganismo retenido por el filtro, para retirar del
filtro obstrucciones que consisten en las sustancias diferentes al microorganismo.

El dispositivo conforme a la reivindicacion 11, en el que el tampén de lavado basado en detergente es una
disolucién salina tamponada con fosfato, con un pH superior a 5 e inferior a 9, y contiene entre
aproximadamente 0,2% y aproximadamente 0,5% de dodecilsulfato soédico (SDS) en volumen,
preferiblemente alrededor de 0,3%.

El dispositivo conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 11 o0 12, que comprende ademas un sensor
dispuesto para medir una obstruccion del filtro.

El dispositivo conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, que comprende ademéas una
camara de deteccion para llevar a cabo un andlisis molecular basado en acidos nucleicos, para detectar el
microorganismo.
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