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ES 2344210 T3

DESCRIPCION

Diagnéstico y prognosis de la infeccion de una herida mediante la medicién de una fosfolipasa A, en fluido de
herida.

La presente invencion se refiere al diagndstico y prognosis de infecciones de heridas, mediante el ensayo del fluido
de una herida para la presencia de un marcador que se encuentra presente en una cantidad que es indicativa de una
condicion inflamatoria. El marcador es una fosfolipasa A, de elevado peso molecular (cPLA,).

En mamiferos, una lesiéon desencadena una compleja cascada organizada de sucesos celulares y bioquimicos que
resulta en una herida cicatrizada. La cicatrizacién de heridas es un proceso dindmico complejo que resulta en la
restauracion de la continuidad y funcién anatémicas; una herida idealmente cicatrizada es una herida que ha vuelto a
su estructura, funcién y apariencia anatdmicas normales.

Todas las heridas crénicamente contaminadas contienen una flora bacteriana del tejido. Estas bacterias pueden ser
autdctonas del paciente o pueden ser exdgenas a la herida. El cierre, o finalmente la cicatrizacion de la herida, con
frecuencia se basa en la capacidad del médico de controlar el nivel de dicha flora bacteriana. La infeccidn de heridas
por bacterias retrasa el proceso de cicatrizacion, debido a que las bacterias compiten para la obtencion de los nutrientes
y el oxigeno con los macréfagos y fibroblastos, la actividad de los cuales resulta esencial para la cicatrizacion de la
herida. Resulta una infeccion cuando las bacterias consiguen dominar los factores sistémicos y locales de la resistencia
del huésped. Por lo tanto, la infeccion es una manifestacion de la alteracion del equilibrio huésped/bacterias en favor de
las bacterias invasoras. Esto induce una respuesta séptica sistémica, y también inhibe los multiples procesos implicados
en la cicatrizacion de las heridas. Finalmente, la infeccién puede resultar en una etapa inflamatoria prolongada y, de
esta manera, en una cicatrizacion lenta, o puede provocar la necrosis posterior de la herida. La etapa de granulacién
del proceso de cicatrizacién Gnicamente se iniciard tras ceder la infeccion.

En la préctica clinica, un diagnéstico de infeccidn se basa en la presencia de dolor local, calor, hinchazén, supu-
racién y enrojecimiento, aunque muchos indicadores clinicos, tales como la inflamacién y la supuracién, presentan
un valor de prediccién reducido de infeccidn de una herida. El diagndstico definitivo se alcanza mediante el andlisis
microbioldgico de muestras procedentes de la herida. La biopsia del tejido proporciona los resultados més exactos,
aunque es un procedimiento invasivo que resulta dificil de realizar debido a la masa de espécimen que resulta nece-
saria. La aplicacion de un apdsito en la herida es el método de muestreo de heridas mds comun utilizado en el Reino
Unido, aunque se ha cuestionado su valor clinico. Ademads, el diagndstico microbiolégico de la infeccién de heridas
puede tardar 48 a 72 horas, lo que permite que la infeccion se desarrolle adicionalmente en el caso de que no se aplique
inmediatamente un tratamiento de primera linea/de mejor prediccion.

Por lo tanto, sigue existiendo una necesidad de la técnica de un método para el diagndstico y prognosis precoces
de la infeccion de una herida, y de dispositivos y vendas para heridas de utilizacidon en la préctica de dichos métodos.

Los cPLA, son enzimas que hidrolizan la posicién sn-2 de los glicerofosfolipidos de membrana, liberando acido
araquidoénico. Por lo tanto, la actividad de estos enzimas resulta importante en la produccién de eicosanoides (por
ejemplo prostaglandinas y leucotrienos) y por lo tanto se asocian a inflamacién y a los mecanismos de defensa del
huésped. Puede encontrarse una revisién detallada en Kudo y Murakami, Prostaglandins and other Lipid Mediators
68-69:3-58, 2002.

Existen esencialmente dos grupos de PLA,: PLA, de elevado peso molecular (PLA, citosélico) y PLA, de bajo
peso molecular (PLA, soluble). El cPLA, citosélico de elevado peso molecular normalmente se localiza intracelular-
mente y por lo tanto no se esperaria su presencia en los fluidos de una herida. Existen tres isoformas de este cPLA,:
a (1.110 kDa), 8 (85 kDa) y vy (60 kDa) (ver Kudo y Murakami, 2002). Los PLA, solubles de bajo peso molecular
(sPLA,) es conocido que actian intracelularmente y, en contraste con cPLA,, los presentes inventores no han encon-
trado ninguna evidencia de que la forma de bajo peso molecular (SPLA,) se encuentre a nivel elevado en el fluido de
heridas infectadas.

La patente WO n° 03/101487 describe un método para evaluar la enfermedad inflamatoria neural en un animal
mediante la determinacién del nivel de la proteina fosfolipasa A, (incluyendo cPLA,) en un tejido o liquido corporal,
tal como sangre, plasma y liquido cerebroespinal. Aparentemente no contiene ensefianza o sugerencia de la asociacién
de cPLA, con liquido extracelular de una herida o como marcador de infeccién bacteriana.

La patente WO n° 00/54052 describe un ensayo para la deteccién de cPLA,; en glébulos rojos o sobre los mismos,
en particular para el diagndstico de enfermedades en las que se encuentra implicada una disfuncién de los sistemas
de sefializacién celular en los que participan acidos grasos altamente insaturados. Esta referencia aparentemente no
contiene ensefianza ni sugerencia del ensayo de liquido extracelular para la presencia de cPLA, en el diagnéstico de
una infeccién de una herida.

Funakoshi et al., Pancreas 6(5):588-594, 1991, dan a conocer que los niveles séricos de PLA2 se encuentran
elevados en los sueros de pacientes con enfermedades pancredticas y que la medicién de PLA2 sérico resulta util
para el diagndstico y el seguimiento de la pancreatitis. No contiene ensefianza ni sugerencia de ninguna asociacién de
cPLA, con liquido extracelular de una herida o como marcador de la infeccién bacteriana de una herida.
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Abdul N. Hamood et al., Journal of Surgical Research 61(2):425-432, 1996, describe la produccién de factores
extracelulares de virulencia, incluyendo la fosfolipasa C, por aislados de Pseudomonas aeruginosa obtenidos de in-
fecciones traqueales, del tracto urinario y de heridas.

El documento WO n°® A-9505479 describe un nuevo ensayo para la actividad de cPLA2. No contiene sugerencia
de la aplicacion del ensayo a fluido de una herida.

El documento WO n°® A-03040406 describe la utilizacién de un fragmento de fibronectina, una proteasa de neutr6-
filo, o una proteasa de macréfago, como marcador de infeccion bacteriana en fluido de una herida.

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un método de diagndstico o prognosis de una infeccion
de una herida, comprendiendo el método someter a ensayo una muestra de fluido de una herida que ha sido extraido
del cuerpo, para la presencia o nivel de cPLA,.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un sistema para la utilizacion en el diagndstico y trata-
miento de heridas, que comprende: una venda o un biosensor de heridas que comprende componentes de un sistema
de ensayo para someter a ensayo los fluidos de una herida para la presencia o nivel de cPLA,, y una venda para heridas
que comprende por lo menos un agente antimicrobiano, para la aplicacién en la herida en el caso de que la presencia
o nivel medido de cPLA, sea indicativo de infeccién de la herida, en el que dicho sistema de ensayo comprende una
pareja de unién inmunoldgica para el cPLA,.

La presente invencion se refiere a un marcador de inflamacién/infeccién que podria utilizarse como molécula diana
en un nuevo ensayo diagndstico/de prognosis (por ejemplo en el laboratorio o en el sitio de atencidn al paciente) para
identificar una condicién inflamatoria, tal como una infeccién. El marcador es una fosfolipasa A, de elevado peso
molecular (cPLA,).

El andlisis de transferencia western de fluidos de heridas procedente de pacientes infectados y no infectados mues-
tra que se observa cPLA, y fragmentos de cPLA, (se encuentran presentes tres bandas) en el fluido de la herida
infectada (IV 13) y que no se observa ninguna inmunorreactividad contra cPLA o contra fragmentos de cPLA, en el
fluido de la herida no infectada (ver la figura 1, adjunta). Basdndose en la especificidad del anticuerpo y en el peso
molecular, se cree que las tres bandas observadas corresponden a: cPLA,a (110 kDa), cPLA,S (85 kDa) y cPLA,y
(60 kDa).

cPLA, normalmente actiia intracelularmente y no se encuentra normalmente presente en el ambiente de una herida.
Por lo tanto, la observacién de que se encuentran presentes isoformas de esta proteina en el fluido de una herida
infectada pero no en el fluido de una herida no infectada es nueva e inesperada. Se cree que los datos proporcionados
en la presente memoria representan la primera demostracién de que la forma citosélica de PLA, se encuentra presente
incluso en fluido de heridas.

El resultado de que cPLA, se encuentra presente en liquido infectado implica que la diferenciacion entre niveles
infectados y basales resulta significativa. Por lo tanto, podria utilizarse cPLA, como un marcador de condiciones infla-
matorias, tales como la infeccién, y podrian incorporarse componentes para detectar o medir las mismas en cualquier
tipo de kit diagndstico/de prognosis (de laboratorio (por ejemplo ELISA) o en el punto de atencién al paciente (por
ejemplo un kit basado en anticuerpos similar a los kits de embarazo comercialmente disponibles).

El ensayo del fluido de heridas puede ser cualitativo. Alternativamente, puede llevarse a cabo un ensayo cuantitativo
o semicuantitativo para el marcador (es decir, cPLA,). De esta manera, en una realizacién se mide la concentracién
del marcador.

El método se lleva a cabo en fluido de herida que ha sido extraido del cuerpo (por ejemplo en forma de torunda
clinica o de una muestra de fluido).

Pueden utilizarse diversos métodos para detectar o medir la concentracién del marcador. Entre los métodos ade-
cuados se incluyen la utilizacién de reacciones quimicas o ligadas a enzima, o técnicas de tipo inmunolégico (por
ejemplo ELISA, transferencias western), espectrofotométrico, colorimétrico, fluorimétrico o de deteccién de radioac-
tividad. En una realizacidn, se proporciona un ensayo de tipo tira reactiva. Este tipo de ensayo podria ser utilizado por
la comunidad médica y por el paciente, permitiendo un diagndstico/prognosis mas facil y mas precoz.

Por ejemplo, en el caso de las heridas superficiales expuestas, puede aplicarse una torunda clinica, una venda,
una “tira reactiva” u otro dispositivo biosensor directamente sobre la superficie de la herida. El dispositivo deberia
contener los componentes del sistema de ensayo para detectar el marcador, de manera que la reaccién de ensayo puede
producirse in situ. Seguidamente, el dispositivo puede extraerse de la herida y medirse la sefial por un medio apropiado.
En muchos casos, el médico puede no requerir una evaluacién exacta de la concentracién precisa del marcador, sino
que Unicamente podria desear conocer si existe una concentracion suficiente del marcador para justificar una accién
profildctica o curativa. En estos casos, la evaluacién visual de la venda puede resultar suficiente para permitir la
identificacion de las dreas especificas de infeccion. De esta manera puede evitarse el tratamiento innecesario de tejido
de granulacién sano.
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Una venda que permita la localizacién de las areas infectadas de una herida resultard preferible en determinados
casos. Las vendas de mapeado diagnéstico de heridas que podrian adaptarse a los métodos de la presente invencion se
describen en el documento GB n® A-2323166.

La inmovilizacién de componentes de reaccion sobre una tira reactiva, venda de mapeado de heridas u otro sustrato
sélido o de gel ofrece la oportunidad de realizar una medicién mds cuantitativa. Por ejemplo, en el caso de una reaccién
ligada a la generacion de un color, el dispositivo puede transferirse a un espectrometro. Los métodos adecuados de
analisis resultaran evidentes para el experto en la materia.

La inmovilizacién de los componentes de reaccién en un pequefio dispositivo biosensor también presentara la
ventaja de que resultard necesaria una menor cantidad de los componentes (tales como anticuerpo, enzima y sustrato).
De esta manera, el dispositivo resultard menos caro de fabricar que una venda que requiera una mayor superficie para
permitir el mapeado de un drea de herida grande.

Los métodos para la incorporacién de los componentes de la reaccion de ensayo sobre una venda clinica, “tira
reactiva”, venda diagndstica u otro biosensor son rutinarios de la técnica (ver, por ejemplo, Figerstam y Karlsson,
Immunochemistry, 949-970, 1994).

Convenientemente, los métodos utilizan una pareja de unién inmunoldgica para cPLA,. Este tipo de sistema de
ensayo se utiliza en el sistema de la presente invencion. Entre las parejas de unién inmunoldgica adecuadas se incluyen
anticuerpos, incluyendo anticuerpos tanto policlonales como monoclonales. Entre los anticuerpos que pueden utilizar-
se en la presente invencidn se incluyen anticuerpo policlonal contra el extremo C-terminal de PLA,(abcam 9014) y el
anticuerpo monoclonal contra cPLA2, n° de cat. US Biological P4074-0, y se encuentran disponibles comercialmen-
te. La pareja de unién inmunolédgica puede inmovilizarse o unirse a un sustrato s6lido en un dispositivo tal como se
describe en la presente memoria.

La sefial detectable producida por el dispositivo es observable o medible utilizando un medio fisico, quimico o
biolégico conocido por el experto en la materia. Una sefial detectable puede ser un cambio de la emisioén o absorbancia
de ondas electromagnéticas a una longitud de onda determinada, o una reaccién de hibridacién o enzimatica. En
realizaciones preferentes, las sefiales detectables son cambios de color observados bajo luz blanca, o fluorescencia
observada bajo luz UV. En determinadas realizaciones, el dispositivo puede comprender un sensor electrénico, por
ejemplo para detectar un cambio de color o fluorescencia, y para proporcionar un resultado cuantitativo del mismo. El
dispositivo puede incluir un sensor electrénico que puede proporcionar un resultado cuantitativo en forma digital.

El dispositivo puede comprender ademds un elemento de ensayo de referencia para determinar el contenido total
de proteinas de la muestra, de manera que el nivel medido de cPLA, puede normalizarse a un nivel constante total de
proteinas con el fin de incrementar la exactitud.

En determinadas realizaciones, el dispositivo para la utilizacién en la presente invencién comprende o consiste
esencialmente de una venda para heridas, tira reactiva o torunda. En determinadas realizaciones, el dispositivo com-
prende una carcasa que contiene uno o mds reactivos y que estd dotada de una entrada para la introduccién de la
muestra. La carcasa puede ser por lo menos parcialmente transparente, o puede disponer de ventanas en la misma,
para la observacién de una region indicadora que experimenta un cambio de color o de fluorescencia. En determinadas
realizaciones, el dispositivo funciona bajo el principio del flujo lateral. Es decir, dicho dispositivo comprende una car-
casa que presenta una entrada para la muestra y paredes laterales que definen un camino de fluido de flujo lateral que se
extiende desde la entrada. La expresion “flujo lateral” se refiere a flujo de liquido en el que los componentes disueltos
de la muestra son transportados, preferentemente a tasas sustancialmente iguales, y con un flujo relativamente no alte-
rado, lateralmente a través del portador. Convenientemente, el camino de flujo de fluido contiene uno o mas materiales
de portador poroso. Los materiales de portador poroso preferentemente se encuentran en comunicacién de fluidos a
lo largo de sustancialmente la totalidad del camino de flujo fluido, de manera que ayudan a la transferencia del fluido
a lo largo del camino mediante accion capilar. Convenientemente, los materiales de portador poroso son hidrofilicos,
aunque preferentemente ellos mismos no absorben agua. Los materiales de portador poroso pueden funcionar como
sustratos solidos para la unién de reactivos o grupos indicadores. En determinadas realizaciones, el dispositivo com-
prende ademds un grupo de control situado en una zona de control en dicho dispositivo, en la que el grupo de control
puede interactuar con un componente de la muestra de fluido de herida para mejorar la precisién del dispositivo.

El tamafio y forma del portador no resultan criticos y pueden variar. El portador define un camino de flujo lateral.
Convenientemente, el portador poroso presenta la forma de una o més tiras alargadas o de columnas. En determinadas
realizaciones, el portador poroso es una o mds tiras alargadas de material de hoja, o una pluralidad de hojas que
combinadamente forman una tira alargada. En este caso normalmente se espaciarian una o mds zonas de reaccién
o de deteccidn a lo largo del eje longitudinal de la tira. Sin embargo, en algunas realizaciones el portador poroso
podria presentarse, por ejemplo, en otras formas de hoja, tal como de disco. En estos casos, las zonas de reaccién y
de deteccién normalmente se dispondrian concéntricamente en torno al centro de la hoja, con una zona de aplicacién
de la muestra en el centro de la hoja. En todavia otras realizaciones, el portador estd formado de perlas portadoras,
por ejemplo perlas fabricadas de cualquiera de los materiales indicados anteriormente. Las perlas convenientemente
pueden presentar un tamafio de entre aproximadamente 1 micrémetro y aproximadamente 1 mm. Las perlas pueden
empaquetarse en el camino de flujo en el interior de la carcasa, o pueden capturarse o soportarse sobre un sustrato
poroso adecuado, tal como una almohadilla de fibra de vidrio.
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Se apreciard que los dispositivos para la utilizacién en la presente invencién pueden adaptarse para detectar por lo
menos un analito ademds de cPLA,. Esto puede llevarse a cabo mediante la utilizacién de varios reactivos diferentes
en una Unica zona de reaccién, o preferentemente mediante la provision en un tnico dispositivo de una pluralidad de
caminos de flujo lateral, cada uno adaptado para detectar un analito diferente. En determinadas realizaciones, se define
la pluralidad de caminos de flujo lateral en forma de caminos de flujo de fluido separados dentro de la carcasa, por
ejemplo la pluralidad de caminos de flujo lateral puede distribuirse radialmente en torno a una abertura receptora de
muestra. En algunas realizaciones, en la pluralidad de caminos de flujo de fluido, estos se encuentran fisicamente sepa-
rados por la carcasa. En otras realizaciones, pueden definirse multiples caminos de flujo lateral (carriles) en una tnica
membrana de flujo lateral mediante la deposicién de lineas de cera o de material hidrofébico similar entre los carriles.

Los dispositivos para la utilizacién en la presente invencién pueden incorporarse, por ejemplo, en un dispositivo
de deteccién bacteriana del tipo siguiente.

Brevemente, los dispositivos son sensores de flujo lateral para la deteccién de un enzima proteasa endégena y/o
microbiana en fluidos de heridas con el fin de determinar la cantidad y tipo de la infeccion bacteriana. Los dispositivos
comprenden: una carcasa que presenta una entrada para la muestra y paredes laterales que definen un camino de flujo
de fluido que se extiende desde la entrada, un grupo indicador que se encuentra unido a un sustrato sélido por medio
de un grupo peptidico linker que puede ser cortado por el analito enzima, estando localizado el sustrato s6lido en una
zona de reaccion del camino de flujo de fluido, y un grupo detector localizado en una zona de deteccién mds abajo
de la zona de reaccion en el camino de flujo de fluido, en el que el grupo detector puede interactuar con un grupo
indicador que ha sido cortado del sustrato s6lido para producir un cambio detectable en la zona de deteccion.

Puede incluirse convenientemente un elemento absorbente en los dispositivos para la utilizacién en la presente
invencion. El elemento absorbente es un medio para pasar la totalidad de la muestra a través del dispositivo mediante
atraccién capilar. Generalmente, el elemento absorbente consiste de un material absorbente hidrofilico, tal como un
material textil tejido o no tejido, un papel de filtro o un filtro de fibra de vidrio.

El dispositivo puede comprender ademds por lo menos un elemento de filtracién para eliminar impurezas de la
muestra antes de que ésta se someta a andlisis. El dispositivo de filtracién puede comprender, por ejemplo, una hoja
microporosa de filtracion para la eliminacién de células y otros residuos particulados de la muestra. El dispositivo de
filtracion tipicamente estd dotado mads arriba de la zona de aplicacién de la muestra del camino de flujo de fluido, por
ejemplo en la entrada de la carcasa o en la carcasa mds arriba de la entrada.

Preferentemente, los dispositivos para la utilizacion en la presente invencion incluyen un grupo de control en una
zona de control del dispositivo, en los que el grupo de control puede interactuar con un componente de la muestra de
fluido de herida para mejorar la precisién del dispositivo. Convenientemente, la zona de control estd adaptada para
reducir los resultados falsos positivos o falsos negativos. Un resultado falso negativo podria aparecer por diversos mo-
tivos, incluyendo: (1) la muestra se encuentra excesivamente diluida, o (2) la muestra inicialmente era excesivamente
pequena.

Con el fin de solucionar el mecanismo de falsos negativos, la zona de control preferentemente comprende ademas
un elemento de ensayo de referencia para determinar el contenido total de proteasa o el contenido total de proteinas de
la muestra, es decir, para establecer que el contenido total de proteasa o el contenido total de proteinas de la muestra es
mas alto que un minimo predeterminado. Resulta posible indicar la presencia de proteinas mediante la utilizacién de
azul tetrabromofenol, que cambia de incoloro a azul dependiendo de la concentracién de la proteina presente. También
resulta posible detectar glucosa (utilizando glucosa oxidasa), sangre (utilizando dihidroperdxido de diisopropilbenceno
y tetrametilbencidina), leucocitos (utilizando éster y sal diazonio). Todos ellos pueden resultar analitos ttiles para la
deteccion en la zona de control para la reduccion de falsos negativos.

La presente invencién puede utilizar un sistema de ensayo diagndstico o kit que comprende un dispositivo diag-
ndstico tal como se ha indicado anteriormente. El sistema de ensayo o kit puede comprender, ademas de un dispositivo
diagnéstico, uno o mds componentes seleccionados de entre: un grafico de colores para interpretar el resultado del
dispositivo diagndstico, un dispositivo de muestreo para recoger una muestra de fluido de herida procedente de una
herida, un liquido de lavado para transportar una muestra de fluido de herida a través del dispositivo, y una solucién
de tratamiento previo que contiene un reactivo para el tratamiento previo de la muestra de fluido de la herida.

En caso de encontrarse presente, el dispositivo de muestreo puede comprender una torunda o una pinza para
biopsia, por ejemplo un eje que presenta una torunda o una pinza para biopsia unida al mismo. Convenientemente, el
dispositivo diagnéstico incluye una abertura receptora de muestra, y preferentemente la abertura receptora de muestra
y la torunda o pinza para biopsia comprenden elementos de ajuste complementarios en los que la torunda o pinza para
biopsia pueden fijarse al dispositivo con la torunda o pinza para biopsia alojadas en la abertura receptora de muestra.

En determinadas realizaciones, el elemento fijador en el eje puede localizarse entre 1 mm y aproximadamente
30 mm de la base de la torunda o de la pinza para biopsia. Esto es consistente con la utilizacién de una abertura
receptora de muestra relativamente pequefia en la carcasa del dispositivo diagndstico. La abertura receptora de muestra
tipicamente se localiza en una superficie superior del dispositivo diagndstico, y tipicamente presenta generalmente la
forma de un tubo que se proyecta hacia arriba, abierto en la parte superior y en el que el camino de flujo de fluido se
encuentra situado en el fondo del tubo.
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El elemento fijador en el eje puede presentar una regidn conica del eje para formar un ajuste de interferencia con
la carcasa, por ejemplo puede presentar la apariencia de un cono truncado que es coaxial al eje y que se estrecha hacia
el primer extremo del eje. Alternativamente, el eje completo puede presentar un didmetro mayor que el de la torunda
0 pinza para biopsia, con una regién cénica contigua al primer extremo. En cualquier caso, el didmetro de la regién
conica que encaja con la carcasa normalmente es mayor que el didmetro de la torunda o de la pinza para biopsia, de
manera que la abertura de entrada puede alojar la torunda o pinza para biopsia.

En otras realizaciones, el elemento de acoplamiento puede comprender una proyeccién de ajuste por presién para
formar un ajuste por presién con una o mas proyecciones complementarias en una superficie interior de la carcasa, o
una proyeccion roscada para formar un ajuste roscado con una o ms roscas complementarias en una superficie interior
del tapon, o un ajuste de tipo cerrojo Luer.

La torunda puede ser cualquier torunda absorbente, por ejemplo una torunda fibrosa no tejida. Tipicamente, el
didmetro de la torunda es de entre aproximadamente 2 y aproximadamente 5 mm, por ejemplo de aproximadamente 3
mm. En determinadas realizaciones, la torunda puede formarse a partir de una espuma de celda abierta médicamente
aceptable, por ejemplo una espuma de poliuretano, debido a que dichas espumas presentan una elevada capacidad de
absorcion y pueden exprimirse facilmente para expulsar los fluidos absorbidos. La pinza para biopsia tipicamente es
una pinza cilindrica de acero inoxidable de didmetro comprendido entre aproximadamente 1 mm y aproximadamente
10 mm, por ejemplo de entre aproximadamente 3 mm y aproximadamente 8§ mm, convenientemente de aproximada-
mente 6 mm.

En determinadas realizaciones el eje es hueco, en donde puede pasarse un fluido por el eje desde el segundo ex-
tremo para expulsar la muestra biolgica de la torunda o de la pinza para biopsia hacia el interior del dispositivo
diagnéstico. Lo anterior ayuda a garantizar que la totalidad de la muestra pasa a través del dispositivo, evitando de
esta manera falsos negativos. El eje puede comprender un ajuste en el segundo extremo para la unién de una je-
ringa u otra fuente de fluido. En determinadas realizaciones, el aparato puede comprender un reservorio de liquido
unido al segundo extremo del eje, por ejemplo una perilla compresible que contiene el liquido, que puede activar-
se tras la utilizacién de la torunda o pinza para biopsia. Se describen dispositivos adecuados de este tipo en, por
ejemplo, el documento US n® A-5266266. En otras realizaciones, el aparato puede comprender un émbolo que pue-
de empujarse por el orificio hueco del eje para expulsar fluido u otros especimenes de la torunda o de la pinza para
biopsia.

Otra ventaja del eje hueco es que, en el caso de que el aparato sea una pinza para biopsia, la muestra de biopsia
puede empujarse o soplarse de la pinza con mayor facilidad. El aparato de pinza para biopsia puede comprender
ademads una herramienta homogeneizadora que puede pasarse por el eje hueco para homogeneizar una muestra de
tejido en la pinza para biopsia. Tras esta etapa de homogeneizacién puede pasarse, en caso necesario, un liquido por
el eje desde el segundo extremo para expulsar el tejido homogenizado de la pinza para biopsia hacia el interior del
dispositivo para el andlisis diagndstico.

La torunda o pinza para biopsia puede esterilizarse y puede empaquetarse en un recipiente impermeable a micro-
organismos. Los dispositivos diagndsticos para la utilizacién en la presente invencion también pueden esterilizarse,
aunque pueden no esterilizarse, debido a que los dispositivos con frecuencia no entran en contacto con el paciente que
se diagnostica.

La concentracién del marcador también puede medirse en un sistema de ensayo acuoso. Por ejemplo, puede ex-
traerse fluido de la herida directamente del ambiente de la herida, o puede lavarse de la herida utilizando un tampén
de solucion salina. La solucién resultante seguidamente puede someterse a ensayo para la concentraciéon del marcador
en, por ejemplo, una probeta o en una placa de microensayo.

Dicho método resultard preferible para la utilizacion en casos en los que la herida es excesivamente pequefia
o excesivamente inaccesible para permitir el acceso de un dispositivo diagndstico/de prognosis, tal como una tira
reactiva. Este método presenta la ventaja adicional de que la muestra de exudado de la herida puede diluirse.

Resultard evidente que un sistema de ensayo acuoso resulta mds aplicable a la utilizacién en un ambiente de
laboratorio, mientras que una venda para herida que contenga los componentes de reaccidn necesarios resultard mas
adecuada para la utilizacién en un hospital o en un ambiente doméstico.

En determinadas realizaciones segtin dicho aspecto, el método se adapta para determinar si la presencia o el nivel
de cPLA, en una muestra de fluido de herida excede un nivel minimo predeterminado que es caracteristico de una
infeccién. En otras realizaciones, el método se adapta para determinar si la presencia o el nivel de cPLA, en una
muestra de fluido de herida muestra un incremento con el tiempo que es indicativo del desarrollo de una infeccién.

Preferentemente, el sistema segun la presente invencién comprende ademds una venda para herida sustancialmente
libre de agentes antimicrobianos, para la aplicacion en la herida en el caso de que la presencia o nivel medido de
cPLA, sea indicativo de una herida no infectada. El sistema puede presentarse en la forma de un kit, y el dispositivo y
la venda o vendas para herida pueden empaquetarse conjuntamente en un tnico paquete.
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La invencién puede evitar la aplicacién innecesaria de agentes antimicrobianos en la herida, lo que resulta deseable
debido a que la mayoria de los agentes antimicrobianos son citotoxicos e interfieren con la cicatrizacion de la herida,
y también con el fin de evitar el desarrollo de microorganismos resistentes.

La venda para herida antimicrobiana utilizada en el presente aspecto de la invencién comprende una cantidad eficaz
de un agente antimicrobiano, que preferentemente puede seleccionarse de entre el grupo que consiste de antisépticos y
antibidticos y mezclas de los mismos. Entre los antibidticos adecuados se incluyen los antimicrobianos peptidicos (por
ejemplo defensinas, magalmna derivados sintéticos de los mismos), tetraciclina, penlclhnas terramicinas, eritromici-
na, bacitracina, neomicina, polimicina B, mupirocina, clindamicina y mezclas de los mismos. Entre los antisépticos
adecuados se incluyen sulfadiazina de plata, clorhexidina, yoduro de povidona, triclosan, otras sales de plata y plata
coloidal, sucralfato, sales de amonio cuaternario y mezclas de los mismos.

Los materiales de vendas para heridas utilizados en el presente aspecto de la invencién pueden proporcionarse, por
ejemplo, en forma de perlas, hojuelas, polvos y preferentemente en forma de una pelicula, almohadilla fibrosa, malla,
tejido tejido o no tejido, esponja liofilizada, espuma o de combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones,
el material de la venda se selecciona de entre el grupo que consiste de tejidos tejidos, tejidos de punto y tejidos no
tejidos, la totalidad de los cuales puede fabricarse mediante métodos convencionales. En otras realizaciones, el material
puede comprender (o consistir esencialmente) de una esponja liofilizada o de una esponja secada con solvente.

El material de la venda para herida puede encontrarse en forma de un sélido, o de una pomada semisdlida o
gel. Preferentemente el material de la venda para herida comprende tinicamente hasta 20% en peso, preferentemente
menos de 10% en peso de agua. El contenido relativamente reducido de agua mejora la estabilidad del material y
permite esterilizar por calor o irradiacién sin pérdida de actividad. El material también puede contener entre 0% y
40% en peso, preferentemente entre 0% y 25% en peso de un plastificante, preferentemente un alcohol polihidrico, tal
como glicerol. La totalidad de los porcentajes anteriormente indicados se expresan en peso seco.

Cualquier tipo de herida puede diagnosticarse o tratarse utilizando los métodos de la presente invencién. Por
ejemplo, la herida puede ser una herida aguda, tal como una laceracién traumatica aguda, quizés resultante de una
incisién operatoria intencionada. Mas habitualmente, la herida puede ser una herida crénica. Preferentemente, la herida
crénica se selecciona de entre el grupo que consiste de tilceras venosas, tlceras de presion, tlceras por dectibito, tlceras
diabéticas y tlceras crénicas de etiologia desconocida. La presente invencién puede utilizarse en el diagndstico o
prognosis de animales mamiferos humanos y no humanos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “fluido de herida” pretende referirse al exudado secretado
o descargado por células en el ambiente de la herida. La expresion “fluido de herida” en la presente memoria se refiere
a cualquier exudado u otro fluido de herida (preferentemente que sustancialmente no incluya sangre) que se retira
de la superficie de la herida mediante aspiracidn, absorcion o lavado. La expresion “fluido de herida” no se refiere
normalmente a sangre o plasma tisular situado lejos del sitio de la herida.

Mediante el ensayo de fluido de herida para la presencia o nivel de cPLA,, los presentes inventores incluyen el
ensayo de cPLA,a, cPLA,8 o cPLA,y.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados de una transferencia western para cPLA, en fluido de herida infectado y no
infectado. Fluido NV e IV diluido 1:10.

Modos de poner en practica la invencion
Ejemplo 1
Recoleccion y tratamiento de fluido de herida; retirada de fluido de herida infectado y no infectado

Todos los pacientes alistados en el estudio presentaban tlceras venosas de las piernas de por lo menos 30 dias
de duraci6n y un drea superficial de por lo menos 1 cm?. Los pacientes se diagnosticaron como “no infectados™, de
apariencia normal de la herida o “infectados” basdndose en un minimo de 4 indicios y sintomas clinicos indicativos
de infeccién. Se excluyeron pacientes del estudio en el caso de que se observase hueso con osteomielitis positiva.
Entre otros criterios de exclusion se incluian condiciones o tratamientos concomitantes que podrian haber interferido
con la cicatrizacién de la herida y una historia de no cumplimiento que haria improbable que el paciente completase
el estudio. Se recolectaron fluidos de herida de los pacientes tras obtener el consentimiento informado de todos los
pacientes o de representantes autorizados. El protocolo fue autorizado por el comité ético en el centro de estudio
participante previamente al inicio del estudio. El estudio se llevé a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y
las buenas practicas clinicas.

Preparacion de las muestras

Se determind el contenido total de proteinas en cada muestra de fluido de herida extraida utilizando el ensayo de
proteinas de Bradford, siguiendo las instrucciones del fabricante para la utilizacién de un kit de ensayo de proteinas
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Bio-Rad. A continuacién, todas las muestras no infectadas se codificaron como NV seguido de un nimero especifico,
y las muestras infectadas se codificaron como IV seguido de un nimero. Se diluyeron 1:5 y 1:10 en PBS muestras
lavadas y después se mezclaron mediante pipeteado con tampén de tratamiento reducido (20 ul de fluido de herida
mezclados con 5 ul de tampén de tratamiento reducido) y después se sometieron a ebullicién durante 5 minutos en un
bafio de agua para degradar las proteinas hasta fragmentos y producir muestras reducidas (nota: los tubos Eppendorf
deben dejarse abiertos). Tras este tratamiento, se congelaron todas las muestras a -20°C hasta la realizacién de los
andlisis de transferencia western.

Transferencias western

Se utiliz6 fluido de herida procedente de un paciente no infectado, identificado como NV 12, y del paciente infec-
tado IV13. Se utilizé marcador de SDS-PAGE de amplio rango (nimero de catdlogo 161-0318, obtenido de Biorad)
como estdndar y geles de Tris-HCI al 10%. Se cargaron las muestras en el gel y se llevo a cabo electroforesis en SDS-
PAGE a 60 mA hasta que las muestras habfan corrido hasta el fondo del gel. Se transfirieron los geles a papel de nitro-
celulosa de tamafio de poro 0,45 um (Biorad) a 200 mA durante 3 horas bajo inmersion en hielo. Tras la transferencia
del gel, se lavé el papel de nitrocelulosa en solucién de PBS/Tween al 0,1% durante 5 minutos y después se bloquearon
en leche al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente (RT), bajo agitacién. Tras un lavado adicional en solucién de
PBS/Tween, se trat6 un filtro con anticuerpo primario (un anticuerpo policlonal Abcam 9014) diluido en solucién de
PBS/Tween como control. Se dejaron ambos filtros en el agitador durante la noche a temperatura ambiente. Se obtuvo
el anticuerpo policlonal primario de Autogen Bioclear UK (sc20105) a una concentraciéon de 200 ug/ml y se diluyé
(100 1 puros afiadidos a 9.900 ul de solucion de PBS/Tween). Tras la incubacién con el anticuerpo primario, los filtros
se lavaron cada 5 minutos en solucién de PBS/Tween durante 30 minutos y después se trataron con anticuerpo secun-
dario (anticuerpo antioveja ligado a HRP obtenido de Sigma) durante 1 hora a RT bajo agitacién. A continuacion, se
revelaron los filtros utilizando el kit Opti4 CN (Biorad) durante 5 a 10 minutos y se observaron las bandas.

Datos adicionales

La figura 1 muestra informacién de un paciente infectado de un paciente no infectado. Para confirmar esta obser-
vacion, se evaluaron los fluidos de heridas de cinco pacientes no infectados (NV2, 5,9, 12 y 14) y de cinco pacientes
infectados (IV 1, 4, 10, 13 y 22) utilizando el método descrito anteriormente.

Estos resultados demuestran que no se observd cPLA, en los pacientes no infectados y que cPLA, se encontraba
presente en 4 de entre los cinco pacientes infectados. Este experimento adicional confirmé que cPLA, es un marcador
de la infeccién de una herida.

Se entendera que la invencién ha sido descrita mediante ejemplos Gnicamente y que pueden realizarse modifica-
ciones sin apartarse del alcance de la invencion segin se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Método de diagndstico o prognosis de una infeccién de una herida, comprendiendo el método someter a ensayo
una muestra de fluido de herida que ha sido extraido del cuerpo, para la presencia o nivel de la fosfolipasa citosélica
A, (cPLA)).
2. Método segtin la reivindicacién 1, en el que cPLA, es cPLA,a, cPLA,5 o cPLA,y.

3. Sistema para la utilizacién en el diagndstico y tratamiento de heridas, que comprende:

una venda para herida o un biosensor que comprende componentes de un sistema de ensayo para someter a
ensayo un fluido de una herida para la presencia o el nivel de cPLA,, y

una venda para herida que comprende por lo menos un agente antimicrobiano para la aplicacion en la herida en
el caso de que la presencia o el nivel medido de cPLA, sea indicativo de infeccién de la herida,

en el que dicho sistema de ensayo comprende una pareja de unién inmunolégica para cPLA,.
4. Sistema segun la reivindicacion 3, que comprende ademds una venda para herida sustancialmente libre de agen-

tes antimicrobianos, para la aplicacién en la herida en el caso de que la presencia o el nivel de cPLA, sea indicativo
de una herida no infectada.
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FIG. 1
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