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DESCRIPCION

Procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de mycobacterium tuberculosis

Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a un procedimiento altamente seguro y a un kit para la deteccion inmunolégica de
un complejo de Mycobacterium tuberculosis que puede realizarse de manera conveniente y rapida directamente a
partir de una muestra biolégica que contiene el complejo de Mycobacterium tuberculosis sin operacion de cultivo por
tratamiento térmico de la muestra biolégica a una temperatura predeterminada. La proteina secretora especifica del
complejo Mycobacterium tuberculosis secretada extracelularmente puede ser detectada inmunoldgicamente.

Antecedentes de la técnica

La tuberculosis es actualmente una enfermedad infecciosa de gran importancia, que se presume mata a miles de
personas en Japén y millones de personas en todo el mundo cada afio. En Japon, una persona que se sospecha que
tiene infeccion por tuberculosis debe ser hospitalizada de acuerdo con la Ley de Enfermedades Infecciosas. El médico
debe informar inmediatamente a la autoridad cuando haya diagnosticado a un paciente con tuberculosis y, por tanto,
se requieren respuestas rapidas.

Mycobacterium tuberculosis (tipo humano de la bacteria de la tuberculosis), Mycobacterium bovis (tipo bovino de la
bacteria de la tuberculosis), Mycobacterium microti (tipo murino de la bacteria de la tuberculosis) y Mycobacterium
africanum (tipo africano de la bacteria de la tuberculosis), que pertenecen al complejo de Mycobacterium tuberculosis,
son conocidas como bacterias acidorresistentes patdgenas para los seres humanos. Mycobacterium avium,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum y similares se conocen como micobacterias no tuberculosas.

La infeccién humana con el complejo de Mycobacterium tuberculosis es provocada principalmente por Mycobacterium
tuberculosis y, en algunos casos raros, por Mycobacterium bovis. Los casos de infeccion con Mycobacterium avium,
entre las micobacterias no tuberculosas, han aumentado en los Ultimos afios. Puesto que ambas infecciones presentan
sintomas clinicos similares, la identificacidon del microbio causante también es importante para determinar las pautas
de tratamiento.

Por tanto, la deteccion diferencial de la infeccion tuberculosa o la infecciéon por micobacterias no tuberculosas también
es importante para reducir las cargas en los pacientes y realizar un tratamiento temprano adecuadamente. En otro
aspecto, la deteccion diferencial también es importante con el fin de evitar que una tercera persona tenga una infeccion
secundaria desde el punto de vista de la salud publica.

Hasta la fecha, se han puesto en practica procedimientos de deteccién basados en cultivo como procedimientos para
detectar el complejo de Mycobacterium tuberculosis. Dichos procedimientos de cultivo se realizan inoculando una
muestra biolodgica que se ha de someter a ensayo en un medio liquido o un medio sdlido y detectando las células
bacterianas cultivadas. El procedimiento que usa el medio liquido conlleva un alto riesgo de infeccidon secundaria
durante la operacion y, por tanto, requiere una instalacion y un aparato altamente seguros, aunque este procedimiento
puede acortar el periodo de cultivo de la muestra bioloégica que se ha de someter a ensayo. El procedimiento que usa
el medio sdlido requiere un periodo tan largo como de aproximadamente 2 meses para obtener resultados de
deteccion. El complejo de Mycobacterium tuberculosis debe cultivarse usando un aparato altamente seguro en un
entorno altamente seguro, con gran cuidado para prevenir la infeccion secundaria.

Como procedimiento para identificar el complejo de Mycobacterium tuberculosis a partir del cultivo de la muestra
bioldgica cultivada anteriormente, se conoce un procedimiento de deteccion conveniente que implica analizar
inmunoldgicamente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis secretada en el medio.

La Patente Japonesa Abierta a Inspeccion Publica Num. 11-108931 desvela un procedimiento para detectar la
presencia de un complejo de Mycobacterium tuberculosis, que comprende: inocular una muestra bioldgica recogida
de un paciente con tuberculosis, a un medio sdlido o un medio liquido; cultivar el complejo de Mycobacterium
tuberculosis durante de algunos dias a algunas semanas; y después detectar inmunolégicamente una proteina
secretora especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis MPB64 secretada en el medio. De acuerdo con esta
referencia, este procedimiento permite la identificacion y deteccion del complejo de Mycobacterium tuberculosis
inmediatamente después del cultivo y reduce el riesgo de infeccion secundaria durante la operacién, en comparacion
con los procedimientos convencionales.

Sin embargo, este procedimiento implica cultivar el complejo de Mycobacterium tuberculosis contenido en la muestra
bioldgica y usar los cultivos resultantes como muestra. Por tanto, el procedimiento requiere casi la misma cantidad de
tiempo que el periodo de cultivo hasta que se detecta e identifica el complejo de Mycobacterium tuberculosis y, por
tanto, requiere una enorme mano de obra y gasto.

Como se describe en la Patente Japonesa Abierta a Inspecciéon Publica Num. 11-108931, MPB64 es una proteina
secretora especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis que es producida por Mycobacterium bovis BCG (M.
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bovis BCG) y se secreta extracelularmente. MPT64 es una proteina secretora especifica del complejo de
Mycobacterium tuberculosis producida por Mycobacterium tuberculosis y se secreta extracelularmente. MPB64 vy
MPT64 se conocen como sustancias idénticas.

La Patente Japonesa Abierta a Inspeccion Publica Num. 2002-62299 establece que la proteina secretora especifica
del complejo de Mycobacterium tuberculosis MPT64 puede detectarse mediante ensayo inmunolégico sin cultivar un
complejo de Mycobacterium tuberculosis contenido en una muestra bioldgica. Este procedimiento implica tratar una
muestra bioldgica tal como el esputo y detectar MPT64 contenida en la muestra biolégica de manera que se detecte
la presencia del complejo de Mycobacterium tuberculosis.

Sin embargo, incluso si el complejo de Mycobacterium tuberculosis esta presente en la muestra biolégica, este
procedimiento no puede detectar el complejo de Mycobacterium tuberculosis a menos que MPB64 se secrete
extracelularmente por el complejo de Mycobacterium tuberculosis y esté contenida en la muestra biolégica. Ademas,
una pequefia abundancia de MPT64, aunque se secrete, requiere una gran cantidad de muestra biolégica y complica
la operacion. Esto plantea mayores cargas para los sujetos de ensayo y las personas a cargo de los ensayos. Al
mismo tiempo, la infeccion con el complejo de Mycobacterium tuberculosis puede pasarse por alto, dando como
resultado problemas de salud publica.

La Publicacion Internacional Num. WO 2009/084481 desvela un procedimiento para diagnosticar la infeccion por
tuberculosis de forma mas rapida y segura con mayor precision que nunca, que comprende detectar especificamente
MPB64 en una muestra biolégica usando un anticuerpo contra un epitopo particular en MPB64. De acuerdo con este
procedimiento, una muestra aplicable puede ser cultivos obtenidos mediante el cultivo de una muestra bioldgica
usando una pequefa cantidad de un medio liquido solo durante un tiempo antes de que las células bacterianas del
complejo de Mycobacterium tuberculosis comiencen sustancialmente a crecer.

Sin embargo, este procedimiento todavia exige un procedimiento para promover la secrecion de MPB64 de las células
bacterianas antes del crecimiento, de manera que se acumule una mayor cantidad de MPB64 en el medio.

Documentos técnicos convencionales

Documentos de patente

Documento de Patente 1: Patente japonesa abierta a inspeccion publica Nim. 11-108931
Documento de Patente 2: Patente japonesa abierta a inspeccion publica Num. 2002-62299

Documento de Patente 3: Publicacion Internacional Nim. WO 2009/084481 (también documento EP 2 226
635).

El documento WO 97/34149 A1 desvela un procedimiento de diagndstico de enfermedad micobacteriana provocada
por Mycobacterium tuberculosis en un paciente. En una muestra de heces, esputo u orina de dicho paciente, se
determina la presencia de un antigeno micobacteriano seleccionado entre el grupo que consiste en
lipoarabinomananos (LAM), arabinomananos (AM) y fragmentos de LAM y AM, por ejemplo, mediante el uso de
anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos contra dicho antigeno micobacteriano, y un ensayo que detecta
complejos antigeno/anticuerpo formados. La muestra de heces, esputo u orina puede pretratarse por esterilizacion
térmica.

Sumario de la invenciéon

Problemas gue se han de resolver por la invenciéon

Como se ha descrito anteriormente, los procedimientos convencionales requieren mucho tiempo para detectar un
complejo de Mycobacterium tuberculosis y también requieren una enorme mano de obra y gasto. Por estas razones,
no pueden realizarse un diagndstico definitivo y un inicio temprano del tratamiento para la tuberculosis. Por tanto,
existe la demanda de un procedimiento mas rapido. Ademas, la deteccioén directa de una muestra bioldgica no puede
realizarse si la muestra biolégica no contiene o contiene una cantidad muy pequefia de MPT64. Como resultado, la
infeccion con el complejo de Mycobacterium tuberculosis puede pasarse por alto. Por tanto, existe la necesidad de un
procedimiento de deteccion mas fiable. Un objeto de la presente invencién es resolver estos problemas
proporcionando un procedimiento conveniente, rapido y mas fiable para detectar un complejo de Mycobacterium
tuberculosis.

Medios para resolver los problemas

Los inventores de la presente han realizado estudios diligentes para resolver los problemas anteriores y, en
consecuencia, han descubierto que los problemas pueden resolverse por el tratamiento térmico de una muestra
biolégica que contiene un complejo de Mycobacterium tuberculosis para secretar extracelularmente una proteina
secretora especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis tal como MPB64 y detectar la proteina secretada de
este modo y, como resultado, han completado la presente invencion.
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De acuerdo con un aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento definido en la reivindicacién 1,
estando las mejoras y realizaciones favorables definidas en las subreivindicaciones 2 a 9.

Breve explicacion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que muestra la relacion entre la temperatura de tratamiento térmico y el efecto de
promocion de la secrecién extracelular de MPB64, cuando se usaron células bacterianas de una cepa de M.
bovis BCG Tokio.

La Figura 2 es un grafico que muestra la relacion entre el tiempo de tratamiento térmico y el efecto de
promocion de la secrecion extracelular de MPB64, cuando se usaron células bacterianas de una cepa de M.
bovis BCG Tokio.

Descripcioén de las realizaciones

La muestra bioldgica utilizada en la presente invencion no se limita en particular a condicion de que la muestra biolégica
pueda contener un complejo de Mycobacterium tuberculosis. Los ejemplos de la muestra bioldgica incluyen esputo,
derrame pleural, secrecion bronquial, jugo gastrico, sangre, liquido cefalorraquideo, orina y heces. Preferentemente,
el esputo se usa debido a su alta concentracion bacteriana. Como alternativa, puede usarse el liquido de lavado
bronquial recogido durante el examen respiratorio, un tejido recogido del bronquio o el pulmén, o similares, como
muestra bioldgica. Estas muestras bioldgicas pueden usarse solas o pueden usarse como una mezcla de dos o mas
de las mismas.

El tratamiento térmico de la muestra bioldgica se realiza preferentemente colocando la muestra biolégica en un
recipiente herméticamente sellable y después sometiendo el recipiente en su conjunto a un tratamiento térmico porque
la muestra bioldgica a ser tratada contiene un complejo de Mycobacterium tuberculosis altamente infeccioso. La
operacion de tratamiento térmico se realiza preferentemente dentro de una camara de flujo laminar desde el punto de
vista de garantizar la seguridad del operador. El recipiente para su uso en el tratamiento térmico no se limita en
particular a condicién de que el recipiente pueda mantener su estado herméticamente sellado y pueda resistir una
temperatura de calentamiento predeterminada. El recipiente puede seleccionarse adecuadamente de acuerdo con la
muestra bioldgica que se ha de tratar. El recipiente puede estar equipado, en su abertura, con una boquilla cuentagotas
con un filtro para facilitar la descarga de la muestra bioldgica tratada de este modo desde el recipiente, para el analisis
inmunoldgico. Se prefiere el uso de la boquilla cuentagotas con un filtro porque la boquilla cuentagotas con un filtro
puede retirar materia sélida, tal como los componentes desnaturalizados contenidos en la muestra bioldgica tratada y,
adicionalmente, puede colocar convenientemente gotas de la muestra biolégica resultante en un aparato de ensayo
inmunoldgico.

La muestra bioldgica puede someterse a un tratamiento tal como lisis con un agente de tratamiento de muestra de
acuerdo con sus propiedades antes del tratamiento térmico. Por ejemplo, cuando se usa esputo como muestra, puede
lisarse con una sustancia alcalina, una sustancia reductora, una proteasa, un azlcar, un tensioactivo, un
desnaturalizante de proteinas o similares, lo que reduce la viscosidad del esputo, con el fin de mejorar la eficiencia del
tratamiento térmico. En particular, es conveniente y se usa preferentemente un tratamiento que usa hidroxido de sodio
como una sustancia alcalina y N-acetil-L-cisteina como una sustancia reductora en combinacion.

De acuerdo con oftra realizacion, la muestra biologica puede dispersarse o disolverse en un disolvente y después
someterse a un tratamiento térmico. El disolvente puede ser, por ejemplo, cualquier disolvente que pueda mantener
vivo el complejo de Mycobacterium tuberculosis contenido en la muestra biolégica. Puede usarse una solucién tampén,
tal como solucion salina tamponada con fosfato o un medio liquido para su uso en cultivos de aislamiento de bacterias
acidorresistentes, tal como Middlebrook 7H9. En particular, se usa preferentemente un medio liquido porque es
necesario que se secrete la proteina extracelularmente por el tratamiento térmico sin alterar la actividad del complejo
de Mycobacterium tuberculosis y porque la muestra tratada de este modo puede someterse directamente a un ensayo
inmunoloégico. Como alternativa, la muestra biolégica lisada con el agente de tratamiento de muestra puede
redispersarse en el disolvente.

La temperatura de calentamiento de la muestra bioldgica puede ser cualquier temperatura a la que la proteina pueda
secretarse extracelularmente en la muestra bioldgica o el disolvente por el complejo de Mycobacterium tuberculosis y
esta en el intervalo de 40 °C a 55 °C. En particular, la temperatura que promueve eficazmente la secrecion esta en el
intervalo de 45 °C a 50 °C.

El tiempo de tratamiento para la muestra bioldgica puede ser un tiempo que sea suficiente para secretar
extracelularmente una cantidad detectable de la proteina secretora especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis mientras que la temperatura del tratamiento se mantiene dentro del intervalo anterior. El tiempo de
tratamiento es preferentemente de 15 minutos o mas, mas preferentemente de 15 minutos o mas y de 2,5 horas o
menos, mas preferentemente de 15 minutos o mas y de 1,5 horas o menos, con maxima preferencia de 30 minutos o
mas y de 1 hora o menos.
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La muestra tratada térmicamente de este modo puede someterse al tratamiento de inactivacion del complejo de
Mycobacterium tuberculosis simplemente aumentando la temperatura de calentamiento. La temperatura para el
tratamiento de inactivacion del complejo de Mycobacterium tuberculosis no se limita en particular, pero es
preferentemente de 100 °C. La inactivacion del complejo de Mycobacterium tuberculosis contenido en la muestra
permite que el ensayo inmunolégico se realice de forma segura sin el riesgo de infeccidon secundaria.

El aparato de calentamiento para uso en el tratamiento térmico no se limita en particular a condicién de que el aparato
sea capaz de mantener la temperatura constante. Puede usarse un bafio termostatico, un bloque calentador, una
incubadora o similar. Se prefiere en particular un pequefio aparato de calentamiento porque todos los procedimientos
para detectar el complejo de Mycobacterium tuberculosis pueden completarse dentro de una camara de flujo laminar.

De acuerdo con la presente invencion, la proteina especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis puede
secretarse extracelularmente mediante el tratamiento térmico de la muestra biolégica. Por tanto, la presencia del
complejo de Mycobacterium tuberculosis puede detectarse faciimente mediante un ensayo inmunolégico o similar
usando la muestra bioldgica tratada de este modo.

En la presente invencion, la proteina especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis a ser secretada
extracelularmente no se limita en particular a condiciéon de que la proteina se secrete extracelularmente. Los ejemplos
de la proteina que es secretada extracelularmente por el complejo de Mycobacterium tuberculosis incluyen muchas
proteinas tales como MPT64, MPB64, MPB70, ESAT-6 y CFP-10. De estas proteinas, se prefiere una proteina que se
secrete extracelularmente en una gran cantidad en poco tiempo como proteina utilizada como indice para indicar la
presencia del complejo de Mycobacterium tuberculosis en el ensayo inmunolégico utilizado en la presente invencion.
Por ejemplo, MPB64, es decir, MPT64, se secreta o libera extracelularmente en una gran cantidad mediante el
tratamiento térmico de la muestra biolégica de acuerdo con la presente invencion sin cultivo, es decir, antes de que
las células bacterianas comiencen a crecer. Desde un punto de vista de este tipo, se usa preferentemente MPB64, es
decir, MPT64, como diana para la deteccion de la presencia del complejo de Mycobacterium tuberculosis. La MPB64,
es decir, MPT64, secretada extracelularmente puede someterse a ensayo inmunolégicamente para determinar la
presencia o ausencia del complejo de Mycobacterium tuberculosis.

En el procedimiento de deteccion de la presente invencion, el ensayo inmunolégico no se limita en particular y es
preferentemente un inmunoensayo de tipo sandwich que usa un primer anticuerpo y un segundo anticuerpo contra la
proteina secretora especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis, en particular, el ensayo inmunosorbente
ligado a enzimas (ELISA) o ensayo inmunocromatografico. El primer anticuerpo y el segundo anticuerpo pueden ser
iguales o diferentes entre si a condicion de que permitan la deteccion de la proteina secretora especifica del complejo
de Mycobacterium tuberculosis.

Este ensayo inmunolégico puede ser cualquier procedimiento capaz de detectar inmunolégicamente MPB64 secretada
extracelularmente mediante el tratamiento térmico de la muestra biolégica y es preferentemente un ensayo
inmunocromatografico, en particular preferentemente un ensayo inmunocromatografico que usa un anticuerpo
monoclonal anti-MPB64. El ensayo inmunocromatografico para la deteccion de MPB64 puede realizarse faciimente
de acuerdo con el procedimiento descrito en la Patente japonesa abierta a inspeccion publica Nim. 11-108931.
Ademas, puede usarse Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.), un aparato de ensayo
inmunocromatografico disponible en el mercado para la deteccion de MPB64, es decir, MPT64.

Ejemplos

La presente invencion se describira adicionalmente de forma especifica por medio de los Ejemplos a continuacion. Sin
embargo, no se pretende limitar la presente invencion a estos Ejemplos.

Ejemplo de Referencia 1 (Preparacion de una solucion bacteriana a ser sometida a ensayo)

Se disolvieron 4,7 g de la base de caldo Middlebrook 7H9 (fabricada por Difco Laboratories Inc.) en 900 ml de agua
destilada que contenia 0,5 g de Tween 80. La solucion se esterilizd a alta presiéon en un autoclave a 121 °C durante
10 minutos. Después de que se enfriase, se afiadieron asépticamente 100 ml de enriquecimiento de ADC (albumina-
dextrosa-catalasa) al mismo para preparar un medio liquido Middlebrook 7H9.

Una cepa de M. bovis BCG Tokio (en adelante en la presente memoria denominada cepa BCG) se inocul6 en el medio
liquido preparado anteriormente y se cultivd de acuerdo con un procedimiento convencional. El cultivo continué hasta
que se obtuvo una turbidez correspondiente a los criterios de McFarland Num. 1. La solucién bacteriana resultante se
centrifugd para recuperar células bacterianas. Las células bacterianas recuperadas se resuspendieron mediante la
adicion del medio liquido Middlebrook 7H9 mencionado anteriormente y después se centrifugaron adicionalmente para
recuperar células bacterianas. Esta operacion se repitio tres veces. Las células bacterianas se lavaron para retirar las
proteinas secretoras del complejo de Mycobacterium tuberculosis unidas a las células bacterianas. Se aplicaron 100 pl
del sobrenadante después de la operacion de lavado a Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.), un
aparato de ensayo inmunocromatografico para la deteccion de MPB64. Como resultado, este producto presentd
negatividad para confirmar que la MPB64 secretada estaba ausente en el sobrenadante.
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Ejemplo 1 (Estudio sobre las condiciones dptimas para la temperatura de tratamiento térmico)

La densidad optica de la solucién bacteriana que tiene la turbidez correspondiente a los estandares McFarland Num.
1, preparada en el Ejemplo de Referencia 1, se ajusto a la D.O. 0,1 a una absorbencia de 530 nm para preparar una
solucién bacteriana para ensayo (recuento bacteriano: correspondiente a 10” UFC). La solucion bacteriana para el
ensayo se diluyd adicionalmente con un medio liquido para preparar una solucion bacteriana diluida 10 veces
(recuento bacteriano: correspondiente a 108 UFC) y una solucién bacteriana diluida 100 veces (recuento bacteriano:
correspondiente a 10° UFC). Se dispensaron 200 ul de cada solucion bacteriana preparada a cada tubo de plastico
(un tubo para la amplificacién de acido nucleico) y se trataron térmicamente usando un blogue térmico controlable por
temperatura para un aparato de amplificacion de acido nucleico. La temperatura de calentamiento se ajusté a
temperaturas que diferian en 5 °C de 35 °C a 75 °C. El tratamiento térmico se realizé durante 30 minutos. Se usaron
muestras tratadas térmicamente a una temperatura de cultivo habitual de 35 °C como controles. Se recogié una
alicuota de 100 pl de cada muestra tratada de este modo y se aplicé a Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories,
Inc.) de la misma manera que en el Ejemplo de Referencia 1 para detectar la presencia de MPB64. La absorbancia
del area de lectura se midié usando Immno Chromato-Reader (fabricado por Otsuka Electronics Co., Ltd.).

Los resultados se muestran en la Figura 1. En la Figura 1, la ordenada representa el valor de medicion de la intensidad
del color (absorbancia) en Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.) y la abscisa representa la temperatura
de calentamiento. La relacion entre la absorbancia y la temperatura de tratamiento se indica mediante una linea
continua para los resultados de la solucion bacteriana para el ensayo (recuento bacteriano: correspondiente a
107 UFC), mediante una linea discontinua para los resultados de la solucion bacteriana diluida 10 veces (recuento
bacteriano: correspondiente a 10 UFC) y mediante una linea discontinua larga para los resultados de la solucion
bacteriana diluida 100 veces (recuento bacteriano: correspondiente a 10° UFC).

Como se observa a partir de los resultados, todas las muestras sometidas a ensayo presentaron un aumento en la
absorbancia de 40 °C a 60 °C, en particular, un aumento notable de 45 °C a 50 °C. Esto indica que el tratamiento
térmico de las células bacterianas promovié su secrecion extracelular de MPB64. Los controles tratados en
condiciones de cultivo habituales de 35°C no mostraron aumento en la absorbancia, lo que demuestra que
simplemente mantener una muestra a temperatura ambiente o en condiciones equivalentes a la misma, no provoca
que MPB64 se secrete extracelularmente. Por otro lado, no se confirmé ningdn aumento en la absorbancia en un
intervalo de temperaturas superior al intervalo de temperaturas de 40 °C a 60 °C donde se confirmé la secrecion de
MPB64. Esto demostré que MPB64 no se secreta en un intervalo de temperaturas igual o superior a 60 °C.

En consecuencia, a partir de estos resultados, se confirmé que el tratamiento térmico de una muestra bacteriana de
40 °C a 60 °C, en particular, de 45 °C a 50 °C, promueve notablemente la secrecion extracelular de MPB64 y aumenta
notablemente la tasa de deteccién del ensayo inmunolégico.

Ejemplo 2 (Estudio sobre las condiciones dptimas para la temperatura de tratamiento térmico)

La densidad 6ptica de la solucién bacteriana que tiene la turbidez correspondiente a los estandares McFarland Num.
1, preparada en el Ejemplo de Referencia 1, se ajusté a la D.O. 0,1 a una absorbencia de 530 nm para preparar una
solucién bacteriana para ensayo (recuento bacteriano: correspondiente a 107 UFC). Se dispensaron 200 ul de la
solucion bacteriana preparada a cada tubo de plastico (un tubo para la amplificaciéon de acido nucleico) y se trataron
térmicamente usando un bloque térmico controlable por temperatura para un aparato de amplificacion de acido
nucleico. La temperatura de calentamiento se ajusté a 35 °C, 13 temperaturas que diferian en 2 °C de 40 °C a 64 °C
y 2 temperaturas de 70 °C y 80 °C como intervalo de temperaturas altas. El tratamiento térmico se realizé durante 60
minutos. Se usaron muestras tratadas térmicamente a una temperatura de cultivo habitual de 35 °C como controles.
Se recogid una alicuota de 100 ul de cada muestra tratada de este modo y se aplicé a Capilia® TB (fabricado por
TAUNS Laboratories, Inc.) de la misma manera que en el Ejemplo de Referencia 1 para detectar la presencia de
MPB64. La evaluacion se realizé mediante la observacion visual de la intensidad del color de una sustancia marcadora
acumulada en el area de lectura. La intensidad del color se evalud visualmente como el grado de color magenta sobre
la base de 5 grados: - (sin color), + (color débil), + (color evidente), ++ (color mas evidente) y +++ (color marcado). Los
resultados de la evaluacion se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1

Temperatura de tratamiento Evaluacion
35 °C (control) -
40 °C +
42°C +
44 °C +
46 °C ++
48 °C +++
50 °C +++
52°C ++
54 °C +
56 °C +
58 °C +
60 °C +
62 °C -
64 °C -
70°C -

80 °C -

Como se observa a partir de los resultados de la Tabla 1, se observd un aumento en la intensidad del color de 40 °C
a 60 °C y, en particular, se confirmé un aumento notable de 44 °C a 52 °C. Esto indica que el tratamiento térmico de
las células bacterianas promovid su secrecion extracelular de MPB64, como en el Ejemplo 1. Los controles tratados
en condiciones de cultivo habituales de 35 °C no mostraron aumento en la absorbancia, lo que demuestra que
simplemente mantener una muestra a temperatura ambiente o en condiciones equivalentes a la misma, no provoca
que MPB64 se secrete extracelularmente. Por otro lado, no se confirmd ningun aumento en la absorbancia a
temperaturas iguales o superiores a 62 °C o en el intervalo de temperaturas altas de 70 °C y 80 °C. Esto demostré que
MPB64 no se secreta en un intervalo de temperaturas igual o superior a 60 °C.

En consecuencia, a partir de estos resultados, se confirmé que el tratamiento térmico de una muestra bacteriana de
40 °C a 60 °C, en particular, de 45 °C a 50 °C, promueve notablemente la secrecion extracelular de MPB64 y aumenta
notablemente la tasa de deteccién del ensayo inmunolégico.

Ejemplo 3 (Estudio sobre las condiciones dptimas para el tiempo de tratamiento térmico)

La densidad o6ptica de la solucién bacteriana que tiene la turbidez correspondiente a los estandares McFarland Num.
1, preparada en el Ejemplo de Referencia 1, se ajusté a la D.O. 0,1 a una absorbencia de 530 nm para preparar una
solucion bacteriana para ensayo (recuento bacteriano: correspondiente a 10” UFC). La operacién de calentamiento se
realizé con la temperatura de calentamiento ajustada a temperaturas que diferian en 5 °C de 35 °C a 75 °C. El tiempo
de tratamiento se ajusté a 0 minutos, 15 minutos, 30 minutos y 60 minutos. Se recolecté una alicuota de 100 ul de
cada muestra tratada de este modo y se aplicd a Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.) de la misma
manera que en el Ejemplo de Referencia 1. La absorbancia del area de lectura se midié usando Immno Chromato-
Reader (fabricado por Otsuka Electronics Co., Ltd.).
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Los resultados se muestran en la Figura 2. En la Figura 2, la ordenada representa el valor de medicion de la intensidad
del color (absorbancia) en Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.) y la abscisa representa la temperatura
de calentamiento. La relacion entre la absorbancia y la temperatura de tratamiento se indica mediante una linea
discontinua para los resultados de las muestras tratadas durante el tiempo de tratamiento de 15 minutos, mediante
una linea continua para los resultados de las muestras tratadas durante el tiempo de tratamiento de 30 minutos y
mediante una linea discontinua para los resultados de las muestras tratadas durante el tiempo de tratamiento de 60
minutos.

Como se observa a partir de los resultados, todas las muestras tratadas durante el tiempo de tratamiento de 15
minutos, 30 minutos y 60 minutos presentaron un aumento notable en la absorbancia a la temperatura de 45 °C a
50 °C. No se observaron diferencias entre los tiempos de tratamiento. Incluso no se confirmé que las muestras tratadas
durante el tiempo de calentamiento de 60 minutos difirieran en gran medida de las otras muestras. En consecuencia,
se confirmd que el tiempo de tratamiento térmico de al menos 15 minutos tiene el efecto de promover la secrecion
extracelular de MPB64.

Ejemplo 4 (Estudio sobre las condiciones dptimas para el tiempo de tratamiento térmico)

La densidad optica de la solucién bacteriana que tiene la turbidez correspondiente a los estandares McFarland Num.
1, preparada en el Ejemplo de Referencia 1, se ajusté ala D.O. 0,1 a una absorbencia de 530 nm para preparar una
solucién bacteriana para ensayo (recuento bacteriano: correspondiente a 10 UFC). Se dispensaron 200 ul de la
solucion bacteriana preparada a cada tubo de plastico y se trataron térmicamente a 50 °C usando un bloque térmico
controlable por temperatura para un aparato de amplificacion de acido nucleico. El tratamiento térmico se realizé con
el tiempo de tratamiento ajustado a 0 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos, 75 minutos, 120
minutos y 150 minutos. Como control, la misma solucién bacteriana anterior que se ha de someter a ensayo se dejé a
temperatura ambiente sin tratamiento térmico. Se recolecté una alicuota de 100 pl de cada muestra tratada de este
modo y se aplico a Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.) de la misma manera que en el Ejemplo de
Referencia 1. La intensidad del color de una sustancia marcadora acumulada se observé visualmente. La intensidad
del color se evalu6 visualmente como el grado de color magenta sobre la base de 5 grados: - (sin color), * (color débil),
+ (color evidente), ++ (color mas evidente) y +++ (color marcado). Los resultados de la evaluacién se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2
Tratamiento térmico a 50 °C Control (sin tratamiento térmico)
Evaluacion Evaluacion

0 min - -

15 min + -

30 min + -

45 min ++ -

60 min +++ -

75 min +++ -

120 min +++ -

150 min +++ -

Como puede observarse a partir de los resultados de la Tabla 2, se confirmé que la muestra de control no tratada
térmicamente y la muestra tratada durante el tiempo de calentamiento de 0 minutos no desarrollaron color en el area
de lectura. Se confirmd que el tratamiento térmico durante 15 minutos produjo color derivado de la secrecion
extracelular de MPB64. Se confirmd que la muestra tratada térmicamente durante 60 minutos desarrollé un color
notable. Las muestras tratadas térmicamente durante hasta 150 minutos no presentaron ningiin aumento adicional en
la intensidad del color y se confirmé que desarrollaron un color notable al mismo nivel que el de la muestra tratada
térmicamente durante 60 minutos. A partir de estos resultados, se confirmé que el tratamiento térmico durante al
menos 15 minutos tenia el efecto de promover la secrecion extracelular de MPB64, que alcanzé su punto maximo a
los 60 minutos.
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Ejemplo 5 (Estudio sobre el disolvente)

La solucién bacteriana que tenia la turbidez correspondiente a los estandares McFarland Num. 1, preparada en el
Ejemplo de Referencia 1, se preparo en soluciones bacterianas que tenian un recuento bacteriano correspondiente a
107 UFC, 10 UFC o 10° UFC usando una solucion tampén de fosfato que contenia Tween 80 o un medio liquido
Middlebrook 7H9 como disolvente para el tratamiento de muestras bioldgicas para preparar muestras de ensayo. Se
dispensaron 200 pl de cada muestra de ensayo a cada tubo de plastico. Después, la muestra se tratdé térmicamente a
50 °C durante 30 minutos en un bloque térmico. Después, se recogié una alicuota de 100 pl de la muestra tratada de
este modo y se aplicé a Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.) de la misma manera que en el Ejemplo
1, seguido de evaluacion. La evaluacion se realizé mediante la observacion visual de la intensidad del color de una
sustancia marcadora acumulada en el area de lectura. La intensidad del color se evalud visualmente como el grado
de color magenta sobre la base de 5 grados: - (sin color), * (color débil), + (color evidente), ++ (color mas evidente) y
+++ (color marcado). Los resultados de la evaluacion se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Disolvente
Solucién de tampdn de fosfato|Medio liquido
que contenia Tween 80 Middlebrook 7H9
Correspondiente al+ ++
105CFU
Muestra de ensayo | Correspondiente al++ +++
(concentracion bacteriana) 108CFU
Correspondiente al+++ +++
10’CFU

Como es evidente a partir de los resultados de la Tabla 3, pudo detectarse MPB64 secretada extracelularmente en
ambos casos en los que la soluciéon de tampdn de fosfato que contenia Tween 80 se usé como disolvente y en los que
el medio liquido Middlebrook 7H9 se usé como disolvente. Por tanto, no se confirmé ninguna diferencia en el ensayo
inmunoldgico entre las variaciones en la composicion de un disolvente.

Ejemplo 6 (Deteccion a partir de una muestra de esputo)

La solucion bacteriana que tenia la turbidez correspondiente a los estandares de McFarland Num. 1, preparada en el
Ejemplo de Referencia 1, se afiadid al esputo que se habia confirmado que era negativo para la infeccién por
tuberculosis para preparar una muestra de esputo pseudopositivo que tenia un recuento bacteriano correspondiente
a 107 UFC. Esta muestra se dispenso a tubos de plastico. A cada una de estas muestras de esputo, se le afiadieron
N-acetil-L-cisteina y una solucion acuosa de hidroxido de sodio en cantidades iguales y la mezcla se dejo en reposo
a temperatura ambiente durante 15 minutos para lisar la muestra. Después, la muestra se traté térmicamente a 50 °C
durante 30 minutos usando un bloque térmico. Después, se recogio una alicuota de 100 pl de la muestra tratada de
este modo y se aplicé a Capilia® TB (fabricado por TAUNS Laboratories, Inc.) de la misma manera que en el Ejemplo
1, seguido de evaluacion. Las muestras de esputo de control se trataron de la misma manera que anteriormente,
excepto porque se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos sin el tratamiento térmico, seguido de
evaluacion. La evaluacion se realiz6 mediante la observacion visual de la intensidad del color de una sustancia
marcadora acumulada en el area de lectura. La intensidad del color se evalud visualmente como el grado de color
magenta sobre la base de 5 grados: - (sin color),  (color débil), + (color evidente), ++ (color mas evidente) y +++ (color
marcado). Los resultados de la evaluacion se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4
Sin tratamiento térmico Tratamiento térmico a 50 °C
Muestra <1> - +
Muestra <2> - .
Muestra <3> -at ++
Muestra <4> - +

Como resultado, se confirmé que las muestras tratadas térmicamente desarrollaron un color evidente en el area de
lectura, lo que demostré la presencia de MPB64 en las muestras. Por el contrario, las muestras de control difirieron
evidentemente de las muestras tratadas térmicamente, aunque algunas muestras presentaron un ligero color en el
area de lectura. En consecuencia, se confirmé que el tratamiento térmico promueve la secrecion de MPB64 incluso
en una muestra de esputo, lo que demuestra que el complejo de Mycobacterium tuberculosis puede detectarse rapida
y convenientemente a partir de una muestra bioldgica.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona un procedimiento para detectar un complejo de Mycobacterium tuberculosis que
puede realizarse de manera conveniente y rapida directamente a partir de una muestra biolégica que contiene el
complejo de Mycobacterium tuberculosis sin operacion de cultivo por tratamiento térmico de la muestra biologica a
una temperatura predeterminada y sometiendo a ensayo inmunolégicamente una proteina secretora especifica del
complejo de Mycobacterium tuberculosis secretada extracelularmente de este modo, y también proporciona un kit
dirigido al mismo. La presente invencion es util no sélo para la deteccion del complejo de Mycobacterium tuberculosis,
sino para el diagnoéstico y el tratamiento adecuados de la tuberculosis.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis, que comprende someter una muestra biolégica que contiene el complejo de Mycobacterium
tuberculosis a un tratamiento térmico de 40°C a 60°C durante al menos 15 minutos y como maximo 2,5 horas.

2. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la muestra bioldgica es al menos una muestra seleccionada
del grupo que consiste en estupo, secrecion bronquial, derrame pleural, jugo gastrico, sangre, liquido cefaleorraquideo,
orina, heces, fluido de lavado bronquial, y un tejido recolectado del bronquio o el pulmon.

3. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la muestra biolégica es estupo.

4. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra bioldgica se lisa con un
agente de tratamiento de muestra antes de someterla al tratamiento térmico.

5. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la muestra biolégica lisada con un agente de tratamiento de
muestra se dispersa o se disuelve en un disolvente antes de someterla al tratamiento térmico.

6. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que ademas comprende detectar la proteina
secretada por un ensayo inmunoldgico que es un inmunoensayo de tipo sandwich utilizando un primer anticuerpo y
un segundo anticuerpo contra la proteina secretora especifica del complejo de Mycobacterium tuberculosis.

7. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el ensayo inmunoldgico es un ensayo inmunocromatografico.

8. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el ensayo inmunolégico es ELISA.

9. Un procedimiento para secretar extracelularmente una proteina especifica del complejo de Mycobacterium
tuberculosis de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la proteina secretora especifica
del complejo de Mycobacterium tuberculosis es MPB64 o MPT64.

11
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Estudio de condicion optima para temperatura de tratamiento térmico
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Figura 1

Estudio de condicion optima para tiempo de tratamiento térmico
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