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Péptidos derivados del peptidoglicano de 5. aureus y su uso como haptenos en un método de
deteccién.

DESCRIPCION

La presente invencién se refiere a compuestos derivados de la pared bacteriana de
Staphylococcus aureus para su uso como haptenos. Ademas la invencion se refiere a
los haptenos y sus conjugados utiles para la obtencidon de anticuerpos y/o para
detectar dicha bacteria. Por lo tanto, la presente invencién puede englobarse en el

campo del desarrollo de nuevas tecnologias para la medicina clinica.

ESTADO DE LA TECNICA

Staphylococcus aureus es un patégeno de gran virulencia y uno de los principales
microorganismos responsables de las enfermedades infecciosas en los paises
desarrollados. S. aureus provoca enfermedades nosocomiales, infecciones del tracto
respiratorio, endocarditis e infecciones de los tejidos blandos. Cuando la infeccidén
pasa al torrente sanguineo el tiempo de identificacion del patdégeno es un factor clave
para actuar y garantizar la supervivencia del paciente. La erradicacion de las
enfermedades provocadas por este patogeno se ve dificultada por la multirresistencia
a antibioticos que presenta y al mismo tiempo por la falta de técnicas rapidas y

especificas para identificar el causante de la enfermedad.

Ademas, S. aureus también supone un problema en seguridad alimentaria ya que
dicho patégeno puede estar presente en la flora de un individuo sano y cuando no se
toman las medidas de higiene necesarias puede ser un contaminante alimenticio y una

fuente directa de infeccion para el ser humano.

En la actualidad el cultivo celular es la técnica de referencia para la identificaciéon del
microorganismos patégenos pero dicha técnica presenta la desventaja de que el
tiempo de espera oscila entre 24-72 horas (J Clin Microbiol 2012, 50, 195), que es
demasiado elevado cuando la vida del paciente esta en juego. Por ofra parte, también
se han descrito métodos de deteccién de paredes de S. aureus mediante ensayos
inmunoquimicos utilizando anticuerpos desarrollados a partir de la inmunizacion de

formas semisintéticas del peptidoglicano de S. aureus.
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El peptidoglicano (PG) es una macromolécula no cristalina, lo cual dificulta la
determinacién de la estructura tridimensional a alta resolucién, aun asi, diversos
experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia liquida de alta
resolucion y espectrometria de masas(HPLC-MS) y de microscopia han elucidado gran
parte de dicha estructura. En general, el PG consiste en unidades repetidas de
unidades de disacarido, N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetil-muramico
(MurNAc) entrelazadas por cadenas peptidicas que alternan aminoacidos D- y L-. El
PG de S. aureus presenta un péptido tallo ([Ala-DGlu(&1)-NH,][(&1)-Lys-DAla-DAla])
entrelazado con un puente pentaglicil (Gly)s que se une por un lado a través del grupo
¢-NH. de la Lys situada en la tercera posicién de un péptido tallo y por el otro a través
del grupo carbonilo del grupo DAla situado en la cuarta posicién de otro péptido tallo
(J. Amer. Chem. Soc2009, 131, 7023-7030; J.Bacteriol. 2004, 186, 5978).

Algunos autores en el pasado se han ocupado de la produccién de anticuerpos frente
a secuencias peptidicas particulares del PG de S. aureus.En 1977, Seidl y Schleifer
(European J Biochem1977, 74 (2), 353) desarrollaron un test de aglutinacién de latex
con anticuerpos producidos contra un péptido sintético de cinco glicinas conjugado a
seroalbumina humana y Wergel et al. (JImmunolMeth1987, 104, 57) desarrollaron un
ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) en formato sandwich con
anticuerpos monoclonales de tipo IgM producidos a partir de la inmunizacién del
oligopéptido (Gly)s en su forma libre. Mas recientemente, Sandhu et al. (Analyst2012,
137 (5), 1130) reportaron la preparacidon de anticuerpos contra un precursor
semisintético del peptidoglicano usado como inmunoégeno, el cual contiene una parte
peptidica que contiene la cadena de pentaglicinas mas el acido N-acetiimuramico
unido a seroalbumina bovina (BSA). Todos estos trabajos citados han demostrado la
posibilidad de generar anticuerpos contra el PG de S. aureus pero ninguno
proporciona datos respecto a la detectabilidad de la bacteria en términos de unidades
formadoras de colonias (UFC) y tampoco muestra el rendimiento en muestras clinicas.
Por lo tanto, se hace necesario un método donde se demuestre la capacidad de dicha
deteccidn en infecciones producidas por S. aureus con tiempos de analisis bajos y con

buena sensibilidad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
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En la presente invencién se describen haptenos derivados del peptidoglicano de la
pared bacteriana de S. aureus utiles para la generacion de anticuerpos frente a dicha
bacteria y utiles para la deteccion de la misma. Se describe también un método de
deteccidbn de S. aureus mediante anticuerpos generados por inoculacién de los
inmunégenos obtenidos a partir de la bioconjugacién de los haptenos de la presente
invencién a una proteina; dicho método disminuye significativamente el tiempo de

analisis y es de facil implementacion.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula
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0
donde:
R, se selecciona de entre OH y NHR’; donde R’ se selecciona de entre H o alquilo
(C1-Cy);
n es un numero entero seleccionado de entre O y 1;
m es un numero entero seleccionado de entre Oy 7;
X1y X, se seleccionan, cada uno independientemente, de entre D-Glu, D-GIn, D-y-
Glu y D-y-Gln;
Zy Z’ se seleccionan, cada uno independientemente, de entre un aminoacido, que
puede ser L o D, seleccionado de la lista que consiste en Gly (glicina), Ala
(alanina), Leu (leucina), lle (isoleucina) o Val (valina); p y g son, cada uno
independientemente, un numero entero seleccionado de entre 0y 1;
Y e Y’ se seleccionan, cada uno independientemente, de entre Ry, COR, y Cys
(cisteina), opcionalmente la cisteina puede contener un grupo protector de tioles;
R. y Rs se seleccionan, independientemente, de entre H, alquilo (C4-C4) y CO-
alquilo (C+-Cy);
r, s, t 6 v son, independientemente, un numero entero seleccionado de entre Oy 1;
R4 es un alquilo (C4-Cs), sustituido con un grupo -SH, -halégeno, -C=CH, -N; o
-COR;;
Rs se selecciona de entre H o OR”; donde R” se selecciona de entre H o alquilo
(C1-Cy);
con la condicion de que:
sires1,sesOy
sises1,resQ0,y

siY oY’ se selecciona entre R,0 COR,4 entonces t 6 v, respectivamente, es 0.

En adelante nos referiremos a éste como al “compuesto de la invencién”.

En una realizacién preferida del compuesto de la invencion p y q son 0.

En otra realizacion preferida del compuesto de la invencién, m es de 3 a 6 y mas

preferiblemente m es 5.

En otra realizacién preferida del compuesto de la invencién, nes 0 y/o Ryes NHR'y R’

se selecciona de entre H o metilo.
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En otra realizacién preferida del compuesto de la invencién, n es 1 y/o R; es OH.

En otra realizacidn preferida del compuesto de la invencién, X; y/o X, son D-GIn o D-y-

GIn.
5
En otra realizacion preferida del compuesto de la invencién, X; y X, son iguales.
D-Glu o D-acido glutamico es el grupo:
\
NH
O
O
[VaVaVay
10 HO
D-GIn o D-glutamina es el grupo:
\
NH
O
O
(VaVaVay
H5N
15
D-y-Glu o D-y-acido glutamico o D-iGlu es el grupo:
\
NH
O
O
‘171' HO
20

D-y-GIn o D-y-glutamina o D-yGlu-NH, o D-iGIn es el grupo:
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NH

HoN

",

En otra realizacion preferida del compuesto de la invenciédn Y o Y’ es Cys,

opcionalmente sustituida por un grupo protector de tioles.

5
Cuando Y o Y’ es Cys, este aminoacido puede estar libre o protegido mediante un
grupo protector de tioles, como por ejemplo y sin limitarse a -alquilo(C+-Cs),
—COalquilo(C4-Cs), —CH,0alquilo(C4-C5), —COCeHs, —CONHalquilo(C+-C,),
—COOCH;Ph, preferiblemente el grupo protector de tioles es -COCHjs.
10

En otra realizacion preferida, t y/o v son 1, mas preferiblemente R, y/0o R; son
COalquilo(C4-Cy), y mas preferiblemente COCH,;. Mas preferiblemente R, y R; son
COalquilo(C+-C,), y mas preferiblemente COCHa.

15  En otra realizacidn preferida, el compuesto de la invencién se selecciona de entre:

H
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Por “alquilo(C-C4)” se refiere, en la presente invencién,a cadenas hidrocarbonadas
saturadas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 4 atomos de carbono, por ejemplo,
10  metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, ferc-butilo o sec-butilo. Preferiblemente el
grupo alquilo tiene entre 1 y 2 atomos de carbono o alquilo(C-C;), mas

preferiblemente es un metilo.
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Por “alquilo(C+-Cs) sustituido” se refiere, en la presente invencion, a cadenas
hidrocarbonadas saturadas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 5 atomos de
carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo,sec-butilo,
pentilo, etc., que se encuentra sustituido por al menos un sustituyente seleccionado de
la lista que consiste en-SH, -halégeno, -C=CH, -N3,-CHO, -COOH, -COOalquilo(C;-
Ca).

Un segundo aspecto de la invencién se refiere al uso del compuesto de formula (I) del

primer aspecto de la invencién como hapteno (en adelante “hapteno de la invencion”).

El término “hapteno”, tal como se emplea en la presente invencidn, hace referencia a
una molécula que por si sola no es capaz de generar una respuesta inmune en un
animal y necesita estar unida a una macromolécula para generar una respuesta
inmune. En la presente invencién, el hapteno se selecciona de un compuesto de

férmula (1) del primer aspecto de la presente invencion.

En una realizacion preferida, el hapteno se puede seleccionar de la lista que consiste
en PSau3, PSau4, PSau6y PSau8.

El término “antigeno” hace referencia a una molécula, tal como un péptido, un hidrato
de carbono, un glicolipido, una glicoproteina o una molécula que es reconocida y se
une a un anticuerpo. La parte del antigeno que es la diana de la unién del anticuerpo
corresponde al determinante antigénico. En el contexto de la presente invencion, el
antigeno hace referencia a S. aureus, o un analito derivado de S. aureus, es decir, a
una parte peptidica de la estructura quimica del peptidoglicano de la pared bacteriana

de S. aureus o0 a un hapteno de la invencién conjugado con una macromolécula.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un conjugado (a partir de ahora
conjugado de la invencion) que comprende al menos un hapteno seleccionado de un
compuesto de formula () del primer aspecto de la invencién (el hapteno de la
invencion) junto con al menos un componente seleccionado de la lista que consiste en:
una macromolécula, tal como una proteina o un fragmento de la misma, un
oligonucledétido o un polisacarido; una etiqueta detectable o un soporte, en particular el

soporte puede ser un polimero o un material inorganico.



10

15

20

25

30

35

WO 2016/193514 10 PCT/ES2016/070390

El término “conjugado” hace referencia en la presente invencién al complejo formado
por la unién covalente de un hapteno seleccionado de un compuesto de formula () y
un segundo componente seleccionado del grupo formado por una macromolécula, tal
como una proteina o un fragmento de la misma, un oligonucledtido o un polisacarido;
una etiqueta detectable o un soporte, como un polimero o un material inorganico. En
particular hace referencia al complejo hapteno-macromolécula. Métodos para la
obtencion de conjugados hapteno-macromolécula son conocidos por el experto enla

materia.

El término “inmunégeno” hace referencia a un conjugado de acuerdo a la invencién
capaz de generar una respuesta inmune de generacidén de anticuerpos, es decir, un
conjugado formado por un hapteno de la invencién, seleccionado de un compuesto de
férmula (I), y un segundo componente que comprende una macromolécula que
confiere antigenicidad, siendo dicha macromolécula la responsable del caracter

inmunogénico del conjugado.

Las macromoléculas en la presente invencion pueden ser proteinas o fragmentos de
las mismas, oligonucleotidos o polisacaridos. Las proteinas utiles tienen una masa
superior a 10 kDA, preferiblemente superior a 15 kDa. Cuando los conjugados de la
invencién se utilizan para inmunizar un animal, dichas proteinas deben proceder de
una especie animal distinta de la especie que se desea inmunizar. Entre las proteinas
utiles se incluyen, sin limitacién, seroalbuminas de varias especies, por ejemplo bovina
(BSA), de conejo (RSA); hemocianinas de molusco, por ejemplo la hemocianina de
cangrejo (HCH) o la hemocianina de lapa (KLH); peroxidasa de rabano (HRP),
ovoalbumina (OVA), conalbumina (CONA), tiroglobulina y fibrinbgeno, asi como
fragmentos de dichas proteinas que confieren antigenicidad, etc. Preferiblemente la
proteina se selecciona de la lista que consiste en hemocianina de cangrejo herradura
(HCH), albumina de suero bovino (BSA), ovoalbumina (OVA) y, conalbumina (CONA).
Mas preferiblemente BSA y HCH.

En los conjugados de la invencién entre un hapteno y una proteina, las proteinas se
unen al hapteno de forma covalente por medio de los aminoacidos accesibles en su
superficie, preferiblemente aquellos aminoacidos con cadenas laterales de tipo
nucledfilo. EI aminoacido reactivo de las proteinas se selecciona de la lista que

consiste en, pero sin limitarse a, cisteina, serina, tirosina y lisina; preferiblemente es
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lisina. Los procedimientos para lograr la conjugacion de haptenos a otras moléculas
portadoras dependen del grupo funcional presente en la molécula de hapteno en

cuestién. También hay que tener en cuenta la estabilidad y la solubilidad del hapteno.

El término “oligonucledtido” se refiere a un Aacido nucleico de al menos 4,
preferiblemente al menos 10, preferiblemente al menos 15, preferiblemente no mas de
100 nucleédtidos. Se contemplan tanto oligonucledtidos formados por nucleétidos
convencionales unidos por enlaces fosfodiéster convencionales como variantes de los
mismos que incluyen modificaciones en los restos de purina o pirimidina y

modificaciones en los restos de ribosa o desoxirribosa.

En una realizacién particular del conjugado de la invencién, el hapteno y la

macromolécula estan unidos mediante un agente de entrecruzamiento.

En una realizaciéon preferida de la presente invencién, el hapteno de la invencién,
seleccionado de un compuesto de férmula (I), se conjuga a la macromolécula a través

delgrupoY oY’

En una realizacion particular el conjugado de la invencién esta formado por el hapteno

y una proteina.

Cuando el grupo Y o Y’ del hapteno es una cisteina, el grupo -SH se conjuga a
proteinas con maleimidas, o bien por activacién de las proteinas con haloacetilos

(tales como yodoacetilo).

Cuando el grupo Y o Y’ del hapteno contiene &cido carboxilico (-COOH), para la
conjugacion puede utilizarse, entre otros, el método del anhidrido mixto, el método de
la carbodiimida (CDI) o el método del éster-N-hidroxisuccinimida (NHS) (este ultimo

también conocido como método del éster activo).

Cuando el grupo Y o Y’ del hapteno contiene un aldehido (-CHO), este puede ser
transformado en grupo carboxilo mediante la formacién de O-(carboximetil)oximas. La
reaccion se efectua tratando el hapteno con O-(carboximetil)hidroxilamina. La reaccién
del acido carboxilico formado con la proteina se continda por uno de los métodos
antes mencionados. Los haptenos que presentan grupos formilo también pueden ser
acoplados directamente a través de la formacion de las bases de Schiff, que son

transformadas a aminas por reduccién con borohidruro de sodio.
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Cuando el grupo Y o Y’ contiene un halégeno la conjugacién se realiza sobre una

proteina o péptido previamente modificado de forma que tenga grupos tiol reactivos.

Todos estos métodos de conjugacidn son bien conocidos del estado de la técnica y se
describen de modo resumido en Guerra et al. 2003 (Guerra M., Morris H. 2003.
Revista Cubana de Quimica, vol. XV, n° 2). Dichos métodos se muestran aqui a titulo
orientativo y no en sentido limitativo, ya que pueden emplearse otros métodos de

conjugacion conocidos por el experto en la materia.

En otra realizacién particular, el hapteno de la invencién, seleccionado de un
compuesto de férmula (l), puede estar unido a un agente de marcaje, a modo de
marcador para su deteccion. En una realizacién particular alternativa, el hapteno
puede estar unido a un soporte, como por ejemplo un polimero 0 a un material

inorganico.

El término “soporte”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a cualquier
material sélido al que los componentes de la invencion, en particularlos anticuerpos,
los haptenos o los conjugados de la invencion, se encuentran unidos fisicamente,
quedando asi inmovilizados. Se puede emplear cualquiera de una amplia variedad de
soportes sélidos en los inmunoensayos de la presente invencién. Los materiales
adecuados para el soporte solido son sintéticos como poliestireno, cloruro de polivinilo,
poliamida u otros polimeros sintéticos, polimeros naturales tales como celulosa, asi
como polimeros naturales derivados tales como acetato de celulosa o nitrocelulosa, y
vidrio, especialmente fibras de vidrio. El soporte puede tomar la forma de esferas,
bastones, tubos, y placas de microensayo o microtitulaciéon. Las estructuras similares a
laminas tales como tiras de papel, placas pequefias y membranas también son
adecuadas. La superficie de los soportes puede ser permeable e impermeable para
soluciones acuosas. Materiales sélidos inorganicos adicionales adecuados para su uso
en la presente invencion incluyen, sin limitacion, silicona, cristal, cuarzo, ceramica,
metales y sus 6xidos, silicio, silicatos, siliciuros, nitruros, carburo de silicio amorfo asi
como cualquier otro material adecuado para microfabricacion o microlitografia.
Soportes solidos organicos adicionales adecuados para su uso en la presente
invencién incluyen, sin limitaciébn  polimeros como poliimida, acrilato,

polimetiimetacrilato, poliestireno o nitrocelulosa.
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El término “etiqueta detectable” o “agente de marcaje” hace referencia a una etiqueta
molecular quepermite la deteccién, localizacién y/o identificacion de la molécula a la
que esta unido,mediante procedimientos y equipamiento adecuados para la deteccién,
bien mediantemedios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o
quimicos. Ejemplosde etiquetas detectables para el marcaje de compuestos incluyen,
aunque no se limitan aisétopos radiactivos, sustratos enzimaticos, co-factores,
ligandos, agentes quimioluminiscentes, fluoréforos, enzimas y combinaciones de
éstos. Métodos para el marcaje y guia para la eleccidon de marcajes adecuados para

diferentes propositos son conocidos por el experto en la materia.

En otra realizacién particular de cualquiera de las anteriores, el conjugadode la

invencién tiene caracter inmunoégeno, es decir, induce la formacién de anticuerpos.

Asi, un cuarto aspecto de la invencién se refiere al uso de un conjugado del tercer
aspecto de la invencién que comprende un hapteno de la invencién, seleccionado de
un compuesto de férmula general (I), y una macromolécula, que confiere antigenicidad

para la obtencién de anticuerpos.

El término “anticuerpo”, tal como aqui se utiliza en la presente invencion, se refiere a
moléculas de inmunoglobulinas y porciones inmunoldgicamente activas de moléculas
de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de fijacion de antigeno
que se une especificamente (inmunorreacciona) con un antigeno, tal como, por
ejemplo, una proteina. Tal y como es conocido por el experto en la materia, hay 5
isotipos o clases principales de inmunoglobulinas: inmunoglobulina M (IgM),
inmunoglobulina D (IgD), inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina A (IgA) e
inmunoglobulina E (IgE). ElI término “anticuerpo” comprende anticuerpos
monoclonales, o anticuerpos policlonales, intactos, o fragmentos de ellos; e incluye
anticuerpos humanos, humanizados y de origen no humano. En el contexto de esta
invencién el término anticuerpo se refiere a la inmunoglobulina que el animal o una célula

hibrida ha sintetizado de forma especifica contra elinmundgenode la invencion.

Un quinto aspecto de la invenciéon se refiere a un anticuerpo (a partir de ahora
“anticuerpo de la invencién”) obtenido mediante la inmunizacién con el conjugado de la
invencién, este anticuerpo reconoce especificamente al hapteno del conjugado del
tercer aspecto de la presente invencion, a S. aureus y/o un analito derivado de S.

aureus. Preferiblemente el anticuerpo es monoclonal o policlonal.
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En una realizacién preferida, el anticuerpo de la invencidén esta unido a un agente de
marcaje que permita su localizacion y/o identificacion, mediante medios

espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos.

Los “anticuerpos monoclonales” son poblaciones homogéneas de anticuerpos
idénticos, producidos por una célula hibrida producto de la fusién de un clon de
linfocitos B descendiente de una sola y unica célula madre y una célula plasmatica
tumoral, que estan dirigidos contra un unico sitio o determinante antigénico. El
procedimiento de obtencion de los anticuerpos monoclonales de la invencién puede
realizarse segun métodos convencionales, conocidos en el estado de la técnica.
Basicamente, el método consiste en inmunizar un animal con un conjugado segun la
invencién que comprende un hapteno, seleccionado de un compuesto de férmula (1), y
una macromolécula que confiere inmunogenicidad, y posteriormente extraer células
del bazo del animal inmunizado, que se fusionan con células de mieloma en presencia
de un inductor de la fusién, tal como PEG-1500 por procedimientos estandar (Harlow
D y Lane D. Antibodies: a laboratory manual. 1988. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor New York). Los hibridomas se seleccionan y se subclonan
por dilucién. Los clones aptos para su expansion se constituyen en una linea celular
de hibridoma. A continuacion, dicha linea celular de hibridoma se cultiva en un medio
de cultivo adecuado para que las células de hibridoma produzcan anticuerpos y los
secreten al medio, y se recoge posteriormente el sobrenadante del medio de cultivo
que contiene los anticuerpos monoclonales producidos. Opcionalmente, dichos
anticuerpos pueden purificarse por medios convencionales, tales como cromatografia
de afinidad, proteina A-Sepharosa, cromatografia con hidroxiapatito, electroforesis en
gel o didlisis. Por lo tanto, en una realizacién de la invencién la obtencién de
anticuerpos comprende la administracidn de un conjugado de la invencién y la
recoleccidon de células tisulares de dicho animal capaces de producir dichos

anticuerpos.

Los “anticuerpos policlonales” son poblaciones heterogéneas de anticuerpos que
reconocen varios epitopos de un mismo antigeno, es decir frente a diferentes
determinantes antigénicos. Para la obtencion de anticuerpos policlonales contra un
hapteno de la invencién, seleccionado de un compuesto de férmula (I), se inmuniza un
animal no humano con un conjugado de la invencidn segun métodos conocidos por el

experto en la técnica. Una vez obtenido un titulo de anticuerpos aceptable, el animal
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es exanguinado y se recoge el antisuero que contiene los anticuerpos séricos

formados por dicho animal.

En una realizacion preferida el conjugado de la invencién utilizado para la produccién
de anticuerpos es un hapteno de la invencion, preferiblemente PSau3, PSau4, PSau6

o PSau8, conjugado con HCH.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a un antisuero que comprende el

anticuerpo del quinto aspecto de la presente invencién.

El término “antisuero” se refiere a un suero obtenido tras la inmunizacion de un animal
con un inmundgeno. El antisuero comprende anticuerpos especificos de dicho
inmunégeno generados tras la respuesta inmune producida en el animal. En el
contexto de la presente invencidn, el inmunégeno es el conjugado de la invencién y el
antisuero comprende anticuerpos especificos generados frente al conjugado de la

invencién, los anticuerpos de la invencion.

Un séptimo aspecto de la invencidn se refiere al uso del hapteno del segundo aspecto
de la invencion, seleccionado de un compuesto de formula (1), o del conjugado del
tercer aspecto de la invencién, o del anticuerpo del quinto aspecto de la invencion o
del antisuero del sexto aspecto de la invencién para la deteccién de S. aureus en una

muestra bioldgica aislada de un sujeto.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere al uso del hapteno del segundo aspecto
de la invencion, seleccionado de un compuesto de formula (1), o del conjugado del
tercer aspecto de la invencién, o del anticuerpo del quinto aspecto de la invencion o
del antisuero del sexto aspecto de la invencién para la deteccién de S. aureus en una

muestra alimentaria.

Un noveno aspecto de la presente invencién se refiere a un método para detectar S.
aureus o un analito derivado de S. aureus en una muestra (a partir de ahora “método
de la invencion”) que comprende la utilizacion de un anticuerpo del quinto aspecto de
la invencion o de un fragmento del mismo con capacidad de union al antigeno o de un

antisuero del sexto aspecto de la invencidén que comprende el anticuerpo anterior y la
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deteccién de la union de dicho anticuerpo a S. aureus. Preferiblemente ademas

comprende el uso del conjugado de la invencion.

El término “muestra”, tal como se emplea en la presente invencion, hace referencia a
la muestra a analizar por el método de la invencién, susceptible de contener el analito
a detectar, en esta invencion se entiende por analito a S. aureus o un analito derivado
de esta bacteria. Cualquier tipo de muestra puede analizarse segun el método de la
invencién. Asi, se contempla el analisis de muestras biolégicas aisladas tanto de
procedencia animal como humana, ya sea con finalidad clinica (por ejemplo, para
detectar infecciones provocadas por la presencia de S. aureus y establecer un método
terapéutico para combatirla) o en el ambito de la seguridad alimentaria para el analisis
de contaminantes en muestras alimentarias o seguridad ambiental tales como agua,

suelo o superficie, 0 de muestras procedentes de cultivos celulares.

Por “analito derivado de S. aureus” se entiende en esta invencidon un compuesto
quimico que mantiene una parte peptidica de la estructura quimica del peptidoglicano
de la pared bacteriana de S.aureus, que puede ser reconocido especificamente por
parte de los anticuerpos de la invencién. En una realizaciéon preferida el analito
derivado del peptidoglicano de S. aureus es un compuesto de formula (1), y en una
realizacion mas preferida es un compuesto de formula (l) seleccionado entre PSau5 y
PSau7. Estos analitos se utilizan como muestra patrén para hacer la recta de calibrado

en el ensayo ELISA.

En una realizacién preferida la muestra biolégica puede ser, por ejemplo, sin limitarse,
sangre, suero, plasma, saliva, orina, esputo, lavados broncoalveolares (BAL) y
broncoaspirados (BAS). En una realizacion mas preferida, la muestra en la que se

detecta infecciones provocadas por S. aureus es una muestra de BAL o BAS.

Por tanto, el método de la invencién comprende al menos las siguientes etapas:

(a) poner en contacto la muestra a analizar con el anticuerpo de la invencién o de
un fragmento del mismo durante el tiempo necesario para su unién (o

incubacién),

(b) identificar la formacion de los inmunocomplejos formados con dicho anticuerpo

y/o medir la cantidad de dichos inmunocomplejos.
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Adicionalmente, dicho método puede requerir también un conjugado segun la
invencién. Por tanto, en una realizacién particular, ademas del anticuerpo de la
invencién en el paso (a) se utiliza un conjugado; donde dicho conjugado comprende un
hapteno de la invencién, seleccionado de un compuesto de férmula (1), y un segundo
componente que puede ser una macromolécula, un agente de marcaje detectable o un

soporte, como un polimero o un material inorganico.

El término “método de deteccidn” hace referencia a un método que permite establecer
si una muestra determinada comprende o no comprende S. aureus o un analito
derivado de S. aureus con una sensibilidad y especificidad adecuadas. Los intervalos
tipicos desensibilidad de deteccion pueden estar entre aproximadamente el 20% y
aproximadamente el 90% de la sefial maxima. La sensibilidad de un método de
deteccidén viene dada por la probabilidad de que la deteccion sea positiva en una
muestra que contiene el compuesto que se pretende detectar. La sensibilidad,
expresada en tanto por ciento, representa el porcentaje de casos de deteccion positiva
respecto al total de casos en los que el compuesto a detectar esta presente. A mayor
sensibilidad, mayor numero de casos positivos y menor numero de falsos negativos.
La especificidad de un método de diagndstico viene dada por la probabilidad de que la
deteccién sea negativa en una muestra que no contiene el compuesto que se pretende
detectar. La especificidad, expresada en tanto por ciento, representa el porcentaje de
casos de deteccidn negativa respecto al total de casos en los que el compuesto a
detectar esta ausente. A mayor especificidad, menor es la probabilidad de obtener un

falso positivo.

El término “inmunoensayo” o “técnica inmunoquimica de analisis” es un método
inmunoquimico de analisis en el que se emplea un anticuerpo que se une
especificamente a un antigeno. El inmunoensayo se caracteriza por el uso de
propiedades de union especificas de un anticuerpo particular para aislar, dirigir y/o
cuantificar el antigeno. Los inmunoensayos comprenden, sin limitarse a, técnicas
inmunologicas tales como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), Western-
blot, RIA (radioinmunoensayo), EIA competitivo (inmunoensayo de enzima
competitivo), DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-ELISA), cromatografia de
inmunoafinidad, ensayos de tira o de flujo lateral (fateral-flow immunoassay),
inmunoprecipitacion, dot-blot, radio inmunoensayo, citometria de flujo, técnicas
inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, técnicas basadas en el uso de biochips

de biomarcadores, de biosensores 0 microarrays que incluyan anticuerpos especificos



10

15

20

25

30

WO 2016/193514 18 PCT/ES2016/070390

0 ensayos basados en la precipitacién coloidal en formatos tales como los “dipsticks”.
Dentro de otros inmunoensayos también se encuentran los inmunosensores cuyo
principio de transduccion puede ser éptico, electroquimico, masico o termométrico.
Igualmente, también se incluyen los inmunosorbentes o sistemas de extracciéon por
inmunoafinidad, que permiten la extraccion selectiva del analito en el seno de una
mezcla compleja. Estos sistemas, suelen ser materiales biohibridos, resultado de la
unién estable del anticuerpo a un soporte soélido (polimero, material inorganico,
particulas metalicas, etc.), y que se utilizan para la separacién o extraccién del analito
del resto de componentes de la matriz. Tales formatos pueden ser heterogéneos u

homogéneos, secuenciales 0 simultaneos, competitivos 0 no competitivos.

En una realizacion preferida del método de la invencion, la deteccion se realiza
mediante una técnica inmunoquimica. Preferiblemente la técnica inmunoquimica es un
ensayo tipo ELISA. Son conocidos diferentes tipos de ELISA, tales como el ELISA
directo, ELISA indirecto o ELISA tipo sandwich, de caracter competitivo 0 no competitivo.
Son métodos incluidos en la presente invencion, aquellos ensayos ELISA en los que el
conjugado de la invencién esta anclado al soporte, asi como aquellos ensayos ELISA en
los que lo anclado al soporte es el anticuerpo de la invencién. Mas preferiblemente, el

método de deteccién es un ensayo ELISA competitivo indirecto.

El término “ELISA competitivo indirecto”, se refiere a un ensayo en el que se afnaden
conjuntamente la muestraa analizar, susceptible de contener una concentracion
determinada de S. aureus o un analito derivado, y un anticuerpo especifico segun la
invencién que reconoce S. aureus, donde el analito presente en la muestra competira por
su unién al anticuerpo con un conjugado inmovilizado en un soporte sélido. Cuando la
muestra contiene el analito no quedan anticuerpos disponibles para reaccionar con los
conjugados inmovilizados y por tanto la reaccién producida por el agente de marcaje es
poco intensa. Mientras que cuando no hay analito presente en la muestra se unen una
gran cantidad de anticuerpos al conjugado inmovilizado en la fase sélida. El término
“ELISA competitivo directo” es similar y caracteriza el ensayo en el que se inmoviliza a la
placa de ELISA el anticuerpo o antisuero especifico y la muestra a analizar se mezcla
con un conjugado del hapteno con un agente de marcaje detectable. Como en el caso del
ensayo indirecto ambos compuestos compiten por los anticuerpos y la sefal resultante

del ensayo es inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra.
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En una realizacion particular, el ensayo ELISA competitivo indirecto comprende las
siguientes etapas:

a. inmovilizar en un soporte sélido un hapteno o el conjugado de la invencién,
preferiblemente un conjugado que comprende un hapteno de la invencion y
una macromolécula o un conjugado que comprende el hapteno de la
invencién y un polimero;

b. eliminar el hapteno o el conjugado no inmovilizado,

c. afadir la muestra a analizar y un primer anticuerpo anti-PSau obtenido al
inmunizar un animal con un conjugado de la invencion, o bien un antisuero
que contiene el anticuerpo, al soporte sélido del apartado (a) e incubar,

d. eliminar el primer anticuerpo y la muestra no unidos al conjugado o al
hapteno,

e. afadir un segundo anticuerpo conjugado con un agente de marcaje
detectable, reconociendo dicho segundo anticuerpo al primer anticuerpo
gue queda unido en el paso (c), e incubar,

f. eliminar el segundo anticuerpo no unido al primer anticuerpo,

g. identificar y/o medir la cantidad de complejo obtenido segun el apartado (e)
con una composicién que contenga un sustrato indicador cromogénico,

fluorogénico y/o quimioluminiscente.

En la primera etapa del método de la invencion [etapa (a)] se inmoviliza sobre un
soporte solido un hapteno o un conjugado que comprende un hapteno de la invencion
y una macromolécula, preferiblemente una proteina, o bien un conjugado que
comprende un hapteno de la invencion y un polimero. Se puede emplear cualquiera de
una amplia variedad de soportes sélidos en las técnicas inmunoquimicas de la
presente invencion tal y como se han descrito anteriormente. En el contexto de la
presente realizacion el soporte solido son placas para el analisis de inmunoensayos
tipo ELISA. La inmovilizacion del conjugado en la superficie de un soporte como el
plastico de poliestireno esta dirigida por la quimica de la superficie. La capacidad de
inmovilizacion de los conjugados que en este caso actuan como antigenos
competidores, depende de muchos factores, tales como el tiempo y la temperatura. La
etapa de inmovilizaciéon del hapteno o del conjugado puede incluir el bloqueo de los
espacios de soporte que no hayan sido ocupados por dichos conjugados. El bloqueo
se lleva a cabo mediante proteinas o detergentes, preferiblemente detergentes no

i6nicos. Con el fin de disminuir las interacciones inespecificas, el conjugado que se
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inmoviliza debe comprender una macromolécula diferente a la empleada en el
conjugado utilizado como inmundgeno. En una realizacion preferida el conjugado
inmovilizado en esta etapa comprende un hapteno de la invencién y una

macromolécula, preferiblemente BSA.

Los componentes pueden encontrarse inmovilizados al soporte mediante enlaces
covalentes omediante enlaces no covalentes tales como puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas o enlaces idnicos. Una revision general de micromatrices y
de soportes adecuados se ha descrito en Shalon et al. (Genome Res 1996, 6, 639).
Alternativamente, es posible usar soportes activados mediante grupos epoxi, grupos
vinil sulfénico, grupos éster activos, grupos aldehido, grupos carboxilo, grupos amino,
grupos tiol, grupos isotiocianato y similares. En el caso de que el soporte se encuentre
activado mediante grupos epoxi, estos grupos incluyen 3-glisidoxipropiltrimetoxisilano
(GTMS), 2-(3,4 epoxiciclohexil)etiltrimetoxisilano, 3-glisidoxipropilmetildietoxisilano, 3-

glisidoxipropil trietoxisilano y similares.

La etapa (b) del método consiste en eliminar el hapteno o el conjugado no
inmovilizado. Tipicamente, esto se lleva a cabo mediante lavados, habitualmente entre
1 y 10 lavados, preferiblementede 2 a 5 lavados. Los lavados tienen la finalidad de
eliminar los conjugados que no se hayan inmovilizado, de forma que todo aquello que

sea detectado sea especifico y deseado.

La tercera etapa del método de la invencién [etapa (¢)] consiste en anadir la muestra
aanalizar susceptible de contener el analito que se quiere detectar y/o cuantificar, es
decir, S. aureus o un analito derivado, y un primer anticuerpo anti-PSau segun la
invencion en el soporte sélido del apartado (a) e incubar. Esta etapa es la etapa

competitiva del ensayo.

Por “primer anticuerpo anti-PSau” se entiende un anticuerpo segun la invencién,
generado contra un conjugado que comprende un hapteno de la invencién y una
macromolécula que confiere antigenicidad, preferiblemente frente a un conjugado que
comprende el hapteno de la invencién y la proteina HCH. El S. aureus o el analito
derivado presente en la muestra a analizar y el hapteno o el conjugado inmovilizado en
el soporte solido de la etapa (a) compiten por la unién del primer anticuerpo anti-PSau.

El hapteno del conjugado inmovilizado de la etapa (a) y el hapteno del conjugado
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utilizado para laobtencién de los anticuerpos de la etapa (¢) puede o no ser el mismo.

La etapa (c) es la etapa crucial del ensayo. En una realizacién preferida la etapa (¢)
tiene una duracion comprendida entre 10 minutos y 1 hora, preferiblemente 30
minutos. Este ensayo ha demostrado tolerar un amplio rango de fuerzas ionicas y
valores de pH. Los inventores han optimizado el tampén utilizado en la etapa
competitiva del ensayo [etapa (¢)]. En una realizacién de la invencidn, la etapa (c) se

realiza en presencia de un tampén que tiene las siguientes caracteristicas:

i. una concentracion de detergente no id6nico entre 0% y 0,1% preferiblemente
de 0,05%;

ii. un pH comprendido entre 5,5 y 9,5, preferiblemente de 7,5;

iii. una conductividad comprendida entre 1,5y 52,2 mS/cm, preferiblemente de
1,5 mS/cm.

La cuarta etapa del método de la invencion [etapa (d)] consiste en eliminar el primer
anticuerpo no unido al hapteno o al conjugado inmovilizado. Este anticuerpo no unido
se habra unido al analito. Tipicamente, esto se realiza mediante lavados en las

mismas condiciones que la etapa (b).

La siguiente etapa del método de la invencién [etapa (€)] consiste en anadir un
segundo anticuerpo conjugado con un agente de marcaje detectable, reconociendo
dicho segundo anticuerpo al primer anticuerpo e incubar. Dicho segundo anticuerpo
esta conjugado con un compuesto capaz de reaccionar con algun sustrato, de forma
que se derive de ello una deteccidn cromogénica, fluorogénica y/o quimioluminiscente.
Este compuesto puede unirse al anticuerpo directamente o a través de otro
componente. El segundo anticuerpo puede ser una inmunoglobulina natural aislada de
una especie no humana y diferente de la especie utilizada para producir el primer
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo murino anti-lgG, anticuerpo de cabra anti-IgG,
anticuerpo de cabra anti-IgM) o se puede producir de forma recombinante o sintética.
Puede ser una inmunoglobulina o un fragmento de inmunoglobulina (por ejemplo,FADb,
F[Ab]2). Segun se desee, se pueden emplear otras moléculas de unién junto con o en
lugar de tales segundos anticuerpos. En una realizacion preferida, el segundo
anticuerpo esta conjugado con un enzima, preferiblemente peroxidasa, mas
preferiblemente HRP. Las condiciones adecuadas para que tenga lugar la uniéon del

segundo anticuerpo al primer anticuerpo son conocidas por los expertos en la materia.
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A continuacién tiene lugar la etapa (f) que consiste en eliminar el segundo anticuerpo
nounido al primer anticuerpo. Tipicamente, esto se efectia mediante un lavado en las

mismas condiciones que en las etapas (b) y (d).

Finalmente, la ultima etapa (g) consiste en la identificacién y/o medir la cantidad del
complejo obtenido segun el apartado (e) con una composicidbn que contenga un
sustrato indicador cromogénico, fluorogénico y/o quimioluminiscente. Un sustrato
indicador es una sustancia capaz de reaccionar con el agente de marcaje del segundo
anticuerpo dando como resultado un compuesto croméforo, fluorescente o
quimioluminiscente que puede detectarse por métodos conocidos en el estado de la
técnica. Sustratos indicadores adecuados para llevar a cabo la presente invencion son
conocidos por el experto en la materia y accesibles a partir de diversas fuentes
comerciales. Preferiblemente, el sustrato indicador es cromogénico, como por ejemplo
la 3,3,55-tetrametilbenzidina (TMB), el acidoazino-bis(3-etilbenzotiazolina 6-
sulfénico) o la fenilendiamina, sin limitacion de utilizar otros sustratos como
marcadores quimicos (por ejemplo, marcadores de oro coloidal, bolas de latex).
Cuando se emplean sustratos cromogénicos, la presencia de S. aureus o un analito
derivado en la muestra se evidencia por la aparicién de un color cuya intensidad es
inversamente proporcional al numero de moléculas de analito unidas al primer
anticuerpo anti-PSau anadido en la etapa (¢) y su cuantificacién puede llevarse a cabo,
por ejemplo, por medio de espectrofotometria. Si se emplea un sustrato fluorogénico la
deteccidén y cuantificacién se realiza por medio de fluorimetria, y si el sustrato es
quimioluminiscente, la sefal se puede cuantificar por medio de un lumindémetro. En
una realizacién particular de la invencién, el marcador enzimatico es peroxidasa de
rabano (HRP), el sustrato es cromogénico y la reaccion es enzimatica. En este caso, la
reaccion es inhibida pasado un tiempo desde que se afade el sustrato y para ello se
cambian las condiciones Optimas de funcionamiento de la enzima que se esta

utilizando.

El método puede comprender ademas un recta de calibrado preparada con
concentraciones conocidas de analitos derivados de S. aureus (entre ellos se puede
utilizar PSau5 y/o PSau7) que permite cuantificarla concentracién de S. aureus

detectada en una muestra.
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Un décimo aspecto de la presente invencion se refiere a un kit o dispositivo para la
deteccidn de S. aureus o un analito derivado en una muestra que comprende al menos
un hapteno de la invencion, un conjugado del tercer aspecto de la invencion, un
anticuerpo del quinto aspecto de la invencién o un antisuero del sexto aspecto de la
invencién, o combinaciones de los mismos. Preferiblemente el hapteno, el conjugado o
el anticuerpo estan inmovilizados sobre un soporte sélido. Aun mas preferiblemente el
kit comprende ademas un anticuerpo contra los anticuerpos anti-PSau segun la

invencion.

Un décimo aspecto de la presente invencién se refiere al uso del kit o dispositivo del
décimo aspecto de la invencion para la detecciéon de S. aureus o un analito derivado

en una muestra biolégica o en una muestra alimentaria.

A lo largo de la descripciéon y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 Curvas de calibracién normalizadas para el ELISA PSau3-MP-BSA/As291. 1A:
Curva de calibracion obtenida con el PG de S. aureus comercial en PBT.1B:Curvas de
calibracion de los epitopos peptidicos PSau5 y PSau7 en PBT, de PSau7 en PBST-D,
el tampdn del ensayo para muestras desglicosiladas y de muestras de BAL y BAS
desglicosiladas. Medidas de N=2 o 3 dias, donde cada dia la medida esta realizada

por triplicado en tres pocillos.

FIG. 2 Efectos de los diferentes pardmetros fisico-quimicos del inmunoensayo P Sau3-
MP-BSA/As291. Los experimentos se realizaron usando estandares de PG en PBST.
2A: Efecto del pH del tampén del ensayo; 2B: Efecto de la fuerza idnica del tampon
del ensayo; 3C: Efecto porcentaje de Tween 20 en el tampédn del ensayo; 2D: Efecto
del tiempo de preincubacion entre el anticuerpo y el analito; 2E: Efecto del tiempo de la

etapa de competencia. Los resultados se obtuvieron de la calibracién de las curvas de
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calibrado realizadas en las diferentes condiciones mostradas. Las curvas de
calibracion se realizaron por triplicado en los pocillos de la placa por cada una de las
concentraciones. Los valores de ICs, estdn expresados en pg mL™". Leyenda: W A,

N |C5o.

FIG. 3 Evaluacion del efecto matriz del extracto de desglicosilacion en el ELISA
PSau3-MP-BSA/As291.

FIG.4 Inmunoequivalentes de PSau7 medidos antes y despuésdel tratamiento de

desglicosilacion de PG comercial preparado a distintas concentraciones.

FIG.5 Respuesta inmunoquimica de S. aureus CECT 5190 respecto a P. aeruginosa
CECT 110 y E. coli K12 CECT 433 antes y después del tratamiento de
desglicosilacién. Todas las suspensiones se prepararon a una concentracién de 10’
UFC mL™".

FIG 6 Muestras de S. aureusCECT5190 dopadas a diferentes densidades en PBS,

BAL y BAS. *Indica el limite de deteccidn de las muestras desglicosiladas en PBS.

EJEMPLOS

A continuacidén se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

Los compuestos de férmula (I) pueden ser preparados siguiendo distintos métodos
conocidos para cualquier persona experta en el campo de la sintesis organica, en
particular por los procedimientos generales que se presentan en los esquemas
siguientes. Los materiales de partida para los métodos preparativos estan disponibles
comercialmente o bien se pueden preparar mediante métodos descritos en la

literatura.

Material y métodos:

A. QUIMICA
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Métodos generales e instrumentaciéon. Para la sintesis de los péptidos PSau3-
PSau8. El crudo de los péptidos se purificaron utilizando un método semipreparativo
RP-HPLC Water 2487 y detector de doble longitud de onda XBridge BEH 130 y
columna C18, 5 ym, 10x100 mm con una velocidad de flujo de 16 mL min™ en un
gradiente de 0-50 durante 10 min, eluyentes agua con 1% de TFA y MeCN con TFA al
1%.

Sintesis de los péptidos:

Los péptidos PSau3d, PSau4, PSaub, PSaub, PSau7 y PSau8 se sintetizaron
manualmente en jeringas de polipropileno equipadas con discos porosos de polietileno
usando el soporte polimérico adecuado en cada caso. PSau3, PSau4, PSau5 y PSau6
se sintetizaron en 2-cloro resina de tritilo (2-CTC, 600 mg; 1 mmol g™") y resina H-Rink
Amide ChemMatrix® (600 mg, 0,53 mmol g"') se empleé para la sintesis de PSau7 y
PSau8. Los disolventes y los reactivos solubles se eliminaron por succion. Los
péptidos PSau se sintetizaron usando una estrategia Fmoc/tBu/Alloc, usando en todos
los casos Fmoc-L-Lys(Alloc)-OH para la L-Lys en la tercera posicion del primer péptido
tallo y Fmoc-L-Lys(Boc) para otralL-Lyslocalizada en el segundo péptido tallo. Fmoc-
DGIu-NH2 se usé para PSau5, PSau6, PSau7 y PSau8 y Fmoc-DGIn(Trt)-OH para
PSau3, PSau4.Fmoc-LCys(Trt) se empled para incorporar el LCys en estos cuatro

péptidos.

Para PSau3, PSau4, PSau5 y PSau6, previamente a la introduccién del primer
aminoacido a la resina 2-CTC se lavo con DMF (3 x 5 mL x 1 min) y CH,Cl, (3 x5 mL
x 1 min). Fmoc-DAla-OH (1 equiv.) y DIEA(10 equiv.) en CH,CI, se afiadi6é a la resina,
y la mezcla se agitd durante 55 min a 25°C. La resina se bloqued ariadiendo MeOH
durante 10 min a 25°C, después se lavé con DMF (3 x 5 mL x 1 mL) y CH,Cl, (3 x 5
mL x 1 min). Para PSau7 y PSau8 la introduccién del primer aminoacido (DAla) se

logré usando condiciones de bloqueo estandares.

En todos los péptidos PSau, la secuencia del primer péptido tallo se sintetizd y se
acetilé en la posicién N-terminal. Después, el grupo Alloc se elimind y los aminoacidos
necesarios se introdujeron para sintetizar el puente pentaglicil y el segundo péptido
tallo. Finalmente, el grupo Fmoc se elimindé de la posicion N-terminal del segundo

péptido tallo y de la amina acetilada. Las reacciones de acoplamiento se realizaron
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con el correspondiente Fmoc-aminoacido (3 equiv.) y DIC (3 equiv.) en DMF durante 1
h. El grupo Fmoc se elimind por tratamiento con una mezcla de piperidina-DMF (1:4
v/v; 2 x 5 min). El ensayo colorimétrico de Kaiser fue utilizado para la detecciéon de la
incorporacién de los aminoacidos. Cuando fue necesario el reacoplamiento se realizé
con HBTU (3 equiv), HOAT (3 equiv) y DIEA (4 equiv) en DMF durante 40 min.

Las acetilaciones se llevaron a cabo con anhidrido acético (10 equiv), DIEA (10 equiv)
en DCM durante 15 min. El grupo Alloc se eliminé con fenilsilano (10 equiv),
tetraquistrifenilfosfina Pd cero (0,1 equiv) en DCM (3 x 15 min). La escisién de los
péptidos de la resina se llevo a cabo con una mezcla de TFA-H,O-TIS (95: 2,5: 2,5)
durante 1 hora. Después de este tiempo el TFA se eliminé por evaporacién y los
péptidos se precipitaron por adicién de éter dietilico anhidro frio, se centrifugaron y el
sobrenadante se descart6. El sélidose disolvié en H,O-MeCN (1:1) y se liofilizé. Los

péptidos se caracterizaron mediante HPLC y HPLC-MS.

El crudo de los péptidos PSau se purificd por cromatografia semipreparativa HPLC de
fase reversa usando un gradiente linear de 0% B a 50% B en 10 min, a un flujo de 16
mL min™ y deteccion por UV a 220 nm. El sistema de elucion fue A:H,O:TFA (99:1,
v/v) y B: CH3CN (99:1), v/v).

PSau3: 62 mg, 98,3% pureza (determinado por HPLC a 220 nm). Masa teérica para
Cs4Hg7N19018S: 1358,48; encontrado por LC-MS(ES): 1359,0 [M+H]*

PSau4: 62 mg, 99,9% pureza (determinado por HPLC a 220 nm). Masa teérica para
Cs4Hg7N1901sS: 1358,48; encontrado por LC-MS(ES): 1359,0 [M+H]*

PSau5: 35 mg, 96,2% pureza (determinado por HPLC a 220 nm). Masa teérica para
Cs4Hg7N1901sS: 1358,48; encontrado porLC-MS(ES): 1359,0 [M+H]"

PSau6: 5 mg, 99,9% pureza (determinado por HPLC a 220 nm). Masa teoérica para
Cs4Hs7N1¢015S: 1358,48; encontrado porLC-MS(ES): 1360,18 [M+H]'y 644,77 [M+2H**

PSau7: 38 mg; 99,9% pureza (determinado por HPLC a 220 nm). Masa teérica para
CuasHs2N1sO017: 1183,28; encontrado por LC-MS(ES): 1184,65 [M+H]'y 593,04 [M+2H]**
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PSau8: 47 mg, 99,9% pureza (determinado por HPLC a 220 nm). Masa teérica para
Cs1Hs7N1¢01sS: 1286,42; encontrado por LC-MS(ES): 1287,69 [M+H]'y 644,5 [M+2H]**

B. INMUNOQUIMICA

Métodos generales e Instrumentacién. El MALDI-TOF/TOF-MS (espectrometro de
masas de tiempo de vuelo de desorcidén laser asistida por matriz de ionizaciéon)
utilizado para caracterizar los conjugados de proteina fue AUTOFLEX (Bruker-
Daltonics, Bremen, Alemania) equipado con laser SmartBeam que funciona a 200 Hz.
El pH y la conductividad de todos los tampones y soluciones se midieron con un
medidor de pH pH 540 GLP y un conductimetro LF 340, respectivamente (WTW,
Weilheim, Alemania). La purificacion de proteinas se realizd mediante dialisis
utilizando membrana tubular de celulosa regenerada con una linea de corte de un
peso molecular de 12.000-14.000 (Cellu-Sep de la serie T membranas; Membrane
filtration productes Inc., Seguin, EE.UU.) o mediante cromatografia de exclusion
molecular (HiTrap® Sephadex® G-25 columna superfina; Amersham Biosciences).
Placas de microtitulacion de poliestireno se adquirieron de Nunc (Maxisorp, Roskilde,
Dinamarca). Las etapas de lavado se llevaron a cabo usando un lavador de
microplacas ELx405 HT (BioTek, Vinooski, Vermont, EE.UU.). Las absorbancias se
leyeron usando un SpectamaxPlus (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) en un solo
modo de longitud de onda de 450 nm. Las curvas en formato competitivo fueron
analizadas con una ecuacion logistica de cuatro parametros utilizando el software
SoftmaxPro v2.6 (Molecular Devices), y GraphPad Prism® (GraphPad Sofware Inc.,
San Diego, CA). La curva estandar se ajustd a una ecuacién logistica de cuatro
parametros de acuerdo con la féormula Y = [(AB) / 1 - (x / C) » D] + B, donde A es la
sefial maxima, B es el minimo de la senal, C es la que produce el 50% de la sefial

maxima concentracion, y D es la pendiente en el punto de inflexion de la curva.

Tampones. El PBS es tampén fosfato 10 mM en una solucion de NaCl 140 mM, y el
pH es 7,5. El PBST es PBS con 0,05% de Tween 20. PBT es PBST sin NaCl. El
PBST-D es una solucién de extraccion en fase acuosa en blanco resultante del
tratamiento desglicosilacion quimica, realizado como se describe a continuacion, se
diluyé 1/3.5 con PBT. El tampdn de tapizado es tampdn carbonato-bicarbonato 50 mM

pH 9,6. Tampén citrato es una solucién 40 mM de citrato de sodio pH 5,5. La solucidn
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de sustrato contiene 0,01% TMB (3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina) y 0,004% de H.O, en

tampén citrato. El tampén borato es 0,2 M de acido bérico / borato de sodio pH 8,7.

Reactivos y inmunorreactivos. Los péptidos PSau3, PSau4, PSau5, PSau6, PSau7
y PSau8 se sintetizaron como se describe en la seccién quimica. El peptidoglicano de
Staphylococcus aureus (77140) y el anti-lgG de conejo-peroxidasa (A8275) se
adquirieron de Sigma-Aldrich. Staphylococcus aureus CECT 5190, Escherichia coli
K12 CECT 433 y Pseudomonas aeruginosa CECT 110 fueron suministrados por la
Plataforma de Produccién de Proteinas (PPP, grupo de Microbiologia Aplicada,
Universidad Auténoma de Barcelona) previamente inactivado por calor a 100°C. Las

muestras se suspendieron en PBS y se almacenaron a -40°C.

Sintesis de los bioconjugados. Los bioconjugados de proteina-péptido de haptenos
con un residuo LCys se sintetizaron utilizando propanoato de N-succinimidil-3-
maleimidilo (N-SMP) o yodoacetato de N-succinimidilo (N-SIA) como brazos
espaciadores heterobifuncionales, utilizando el procedimiento general descrito a
continuacion, para obtener el péptido malimidopropilo correspondiente (péptido-MP) o
péptido-yodoacetilo (péptido-IA-conjugados de proteina). PSau6 y PSau8 se acoplaron
a HCH (hemocianina de cangrejo herradura) y BSA (albumina de suero bovino),
mientras que PSau3 y PSau4 so6lo se acoplaron a BSA. La bioconjugacién de los
haptenos PSau3, PSau4, PSau6 y PSau8 se realiz6 a través de un procedimiento de

dos pasos:

Paso 1: Activacion de las proteinas. Se afadié una solucion de N-SMP (1,6 mol,
0,43 mg) o N-SIA (9,22 mol, 2,61 mg) en DMF seca (200 uL) gota a gota a una
solucién de la proteina (HCH o BSA, 10 mg cada uno) en tampon borato (1,8 mL). La
mezcla se agitdé 4 h a temperatura ambiente, y después se purificé por exclusién de
tamarno molecular usando tampén borato como eluyente. Las fracciones eluidas (0,5
mL) de los correspondientes MP-proteina o |A-proteina conjugados se recogieron en
tubos Eppendorf, y los que dieron positivo en la prueba de proteina de Bradford se
combinaron (3 mL). Una parte de esta solucion se reservd para analisis MALDI-TOF-

MS, y el resto se usé para la conjugacién como se describe en el paso 2.

Paso 2: Bioconjugacién. Los haptenos PSau3 (2,17 mg, 1,6 mmol), PSau4 (2,17 mg,
1,6 mmol), PSaub (6,26 mg, 4,6 mmol) y PSau8 (5,93 mg, 4,6 mmol) se disolvieron en
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1:1 ACN: HO MilliQ (200 upL) y cada disolucion se afiadi6 gota a gota a las
correspondientes soluciones de proteinas activadas purificadas (10 mg; véase la etapa
1). PSau3 y PSau4 se conjugaron a MP-proteina y PSau6 y PSau8 se conjugaron con
IA-proteina a través del grupo SH. La mezcla se mantuvo bajo una ligera agitacion
durante 4 h a temperatura ambiente para obtener el correspondiente conjugado
PSau3-MP-proteina y PSau4-MP-proteina o PSau6-CH,CO-proteina y PSau8-CH,CO-
proteina. Para los conjugados PSau6-CH,CO-proteina y PSau8-CH,CO-proteina, el
bloqueo de los atomos de yodo que no reaccionaron se realizé6 mediante la adicion de
una solucion de cisteina (80 mM, 200 plL) y agitar la mezcla durante 2 h mas a
temperatura ambiente. Finalmente, los conjugados se purificaron mediante dialisis
frente a PBS 0,5 mM (4 x 5 L) y agua MilliQ (1 x 5 L), se liofilizaron y se almacenaron
a -80°C. Las alicuotas de trabajo se prepararon a 1 mg mL™ en PBS y se mantuvieron
a4°C.

Andlisis de la densidad de hapteno. Las densidades de los conjugados de BSA se
calcularon mediante MALDI-TOF/TOF-MS comparando el peso molecular de la
proteina nativa con el correspondiente MP-o |A-proteina y con el conjugado péptido-
MP-proteina o péptido-CH,CO-proteina. Los espectros de MALDI se obtuvieron
mediante la mezcla de la matriz-trans-3,5-dimetoxi-4 hidroxicinamico (2 pL, 10 mg mL™"
en CH3;CN/H,0 70:30, acido formico al 0,1%, recién preparada) y la solucién de la
conjugado o proteina (2 uL, 10 mg mL" en CH;CN/H,O 70:30, TFA al 0,1%) (la tabla

1).

Tabla 1. Densidades de hapteno de los conjugados péptido-proteina.

inmunoreactivo d-hapteno? % conjugacion

PSau3-MP-BSA 2 5-6

PSau4-MP-BSA 2 5-6
PSau6-CH,CO-BSA 6 20-17
PSau8-CH,CO-BSA 9 26-30

Los analisis se realizaron mediante MALDI-TOF/TOF-MS.
*Moles de hapteno por moles de proteina. *La conjugacién se
calcula en base a la asuncién que la BSA tiene entre 30-35

grupos lisina libres.
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Los anticuerpos policlonales. Cuatro conejos hembra New Zealand blancos que
pesaban de 1-2 Kg fueron inmunizados de acuerdo con el protocolo de inmunizacién
previamente reportado (Anal. Chim. Acta 1997, 347 (1-2), 139-147). El antisuero
obtenido de la inmunizacion con PSauB-CH.CO-HCH fueron etiquetados como As288
y As289 y aquellos inmunizados con PSau8-CH,CO-HCH como As290 y 291. La
evolucion de los titulos de anticuerpos se evalué mediante la medicién de la unién de
diluciones en serie de los antisueros a placas de microtitulacién recubiertas con el
conjugado homdlogo (PSau6-CH,CO-BSA y PSau8-CH,CO-BSA). Después de
obtener un titulo de anticuerpo aceptable, los conejos se desangraron y la sangre se
recogié en tubos vacutainer provistos de un gel de separacién de suero. El antisuero
se obtuvo por centrifugaciéon 15 min a 4000 rpm y se almacend a -80 °C en presencia

de 0,02% NaNs. Las alicuotas de trabajo se almacenaron a 4 °C.

Tratamiento Desglicosilacion. La desglicosilacion quimica del peptidoglicano (PG) a
partir de preparados comerciales o de suspensiones bacterianas se realizé con acido
trifluorometanosulfénico (TFMSA). PG (1 mg), PSau7 (1 mg) o muestras bacterianas
(S. aureus, E. coliy P. aeruginosa; 1 mL de 10° UFCmL™ de bacterias liofilizadas) se
suspendieron en una soluciéon 2:1 de TFMSA: anisol (0,5 mL) y se agit6 durante 1 hora
a temperatura ambiente. Posteriormente, se anadidé éter dietilico (1,5 mL) gota a gota a
la suspension y a continuacion se anadio la mezcla a una soluciéon 1:1 de piridina:agua
Milli-Q (2,5 mL). La fase acuosa se lavo con éter dietilico (2,5 mL x 3) y se secd

usando un flujo de nitrogeno durante 10 min.

Muestras de lavados broncoalvelolares (BAL) y broncoaspirados (BAS). BAL o
BAS de 10 pacientes diagnosticados de no tener infeccién por S. aureus fueron
tratados con ditiotreitol (DTT) para hidrolizar su estructura mucolitica. Las muestras de
BAL o BAS se pesaron (50 mg) y se afadié una solucién de DTT 0,1% p/v (200 uL) y
se agité durante 30 min. Después, se afadieron 200 uL de PBS y la mezcla se filtrd
con un filtro de nailon de 48 um y se centrifugd (10 min, 4000 G). El sobrenadante se
dividié en alicuotas y se almacen6 a -40°C. Una muestra blanco representativa de BAL
o BAS fue preparada mediante la mezcla a volumenes iguales de BAL o BAS con
muestras provenientes de 10 individuos diagnosticados de no tener S. aureus,

respectivamente.

Estudios del efecto Matriz



10

15

20

25

30

35

WO 2016/193514 31 PCT/ES2016/070390

Tratamiento de desglicosilaciéon. Se determinaron las interferencias no especificas
producidas por el tipo de muestra analizada

a. Blanco Un extracto acuoso blanco, preparado usando el procedimiento de
desglicosilacidon en ausencia de muestra, se us6 para preparar las curvas de
calibracion PSau7 PBST-D y se utilizd para comparar la respuesta en el ELISA, con
respecto a la misma curva preparada en PBST,

b. BAL o BAS: se prepararon las curvas de calibracién en BAL o BAS y se evalu6 por
ELISA para comparar el paralelismo con la curva estandar preparada en PBST-D.

(Véase la figura 1B y tabla 3)

Muestras dopadas no-desglicosiladas: a. Muestras preparadas en tampén. Se
dopdé PBS a varias concentraciones de PSau7, PG y S. aureus y se midieron los
equivalentes de inmunorreactivos de PSau7en la curva de referencia PSau7 PBT
mediante ELISA (figura4 y 6 y tabla 4).

Muestras dopadas desglicosiladas: a. Muestras preparadas en tampén: Se dopé
PBS a varias concentraciones de PSau7, PG, S. aureus, P. aeruginosa o E. coli. Se
desglicosilaron como se describe anteriormente y se midieron los equivalentes de
inmunorreactivos de PSau7en la curva de referencia PSau7 PBST-D mediante ELISA
usando el procedimiento descrito para las muestras desglicosiladas (tabla 4 y figura 4
para PG; figura 5 P. aeruginosa y E. coli) b. Muestras dopadas de BAL o BAS. Se
dopd BAL o BAS a varias concentraciones de S. aureus y se midieron en el ELISA
PSau7 PBST-D. (Figura 6 para S. aureus dopado en PBS, BAL o BAS).

ELISA competitivo indirecto: Se seleccionaron las concentraciones apropiadas de
los antisueros (As288-As291) y de los bioconjugados (PSau3-MP-BSA, PSau4-MP-
BSA, PSau6-CH,CO-BSA o PSau8-CH,CO-BSA) para establecer las pruebas ELISA
tras un ensayo de placa de titulacion 2D que se realizé como esta descrito (Anal. Chim
Acta 1997, 347 (1-2), 139) (tabla 2). Con la mejor combinacion As/bioconjugado se
establecio el siguiente procedimiento cuantitativo:

Las placas de microtitulacion se tapizaron con PSau3-MP-BSA (0.125 mg mL™" en
tampén de tapizado, 100 uLpocillo) 4 horas a 25°C. Después, las placas se lavaron
con PBST (4 x 300 uL pocillo’) y se afiadieron las soluciones estandares del péptido
(PSau5 o PSau7, desde 1,500 nM a 0 nM en PBT) o PG (de 200 ug mL" a 0 ug mL™

en PBST) o muestras (suspensiones bacterianas), previamente preincubados con el
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antisuero (As291, 1/6000 diluido en PBT) durante 30 min a temperatura ambiente,
(100 pL pocillo). Después de 30 min a temperatura ambiente, las placas se lavaron
como antes y se afadié la solucion anti-lgG-HRP (1/6000 en PBST, 100 uL pocillo™) y
se incubé durante 30 min mas. Después de otro ciclo de lavados, se afiadid la solucidon
de sustrato (0,01% TMB (3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina) y 0,004% de H,O, en tampon
citrato) (100 pL pocillo™), y la reaccién enzimatica se detuvo después de 30 min a
temperatura ambiente con H,SO44N (50 uL pocillo™). Las absorbancias se midieron a
450 nm.

Cuando las muestras a medir previamente habian sido tratadas con TFMSA, el
tapizado de las microplacas se realizé con PSau3-MP-BSA (1,5 mg mL" en tampén de
tapizado, 100 pL pocillo™) y las muestras o las soluciones estandar PSau7 (de 3350
nM a 0 nM en PBST-D, 90 uL pocillo™") previamente preincubadas con As291 (1/500
diluido en PBT, 10 pL pocillo™).

Tabla 2: Parametros inmunoquimicos del ELISA competitivo indirecto usando

soluciones de PG como estandares.

I-!apten_o de ICso _
inmuniza- Ensayo AbSmax AbSmin 4, Pendiente R?
cién (hg mL7)
As288/P Sau4-MP-BSA 1,033 0,225 3,08 -1,32 0,990
As288/P Sau3-MP-BSA 1,055 0,251 263 -1,75 0,982
As288/PSau8-CH,CO-BSA| 0,922 0,331 491 -1,06 0,993
PSaub As288/PSau6-CH,CO-BSA| 0,936 0,208 2,58 -1,52 0,984
As289/P Saud- MP-BSA 0,820 0,208 2,58 -1,21 0,977
As289/P Sau3- MP-BSA 1,343 0,226 1,23 -0,92 0,989
As289/PSau8-CH,CO-BSA| 0,926 0,263 1,68 -0,98 0,995
As289/PSau6-CH,CO-BSA| 1,167 0,325 226 -1,15 0,995
As290/P Saud- MP-BSA 0,718 0,154 2,07 -1,73 0,977
As290/P Sau3- MP-BSA 1,125 0,221 269 -1,66 0,989
As290/PSau6-CH,CO-BSA| 1,441 0,239 344 -1,32 0,995
PSaus As290/PSau8-CH,CO-BSA| 1661 0,296 6,61 -1,14 0,995
As291/PSaud- MP-BSA 0,806 0,149 1,20 -1,31 0,987
As291/PSau3- MP-BSA 1,340 0,165 1,59 -1,38 0,993
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As291/PSau6-CH,CO-BSA| 1,445 0,274 6,66 -1,02 0,997
As291/PSau8-CH,CO-BSA| 1,790 0,299 12,43 -0,78 0,991

Tabla3. Parametros del ELISA desarrollado basado en microplaca, utilizando distintos

5

10

15

20

analitos (PSaub, PSau7 and PG) y distintas condiciones (PBT and PBST-D).

Analito» PSaub PSau7 PG®
Condicio-
nes del b c cd BAL BAS b
ensayo) PBT PBT PBST-D Desg"c_c,d Desg"c_c,d PBT
A nax 0,926+0,010 |0,926+0,010|1,609+0,039 1,696+0,043 | 1,612+0,061 | 0,752+0,02
Anin 0,059+0,006 |0,059+0,006 |0,089+0,044 0,166+0,042 | 0,152+0,056 |0,078+0,019
Pendiente | -1,14+0,06 | -1,14+0,06 | -1,26+0,09| -1,17+0,14 -1,27+0,22 | -1,15+0,13
Cso, NQ mL" 0,86+0,03 | 0,85+0,06 7,62+0,54 | 18,92+1,55 14,98+2,20 | 1002+920
nM o 1 | 0,69+0,02° | 0,72+0,05° | 6,42+0,46°|128,10+10,75' [101,20+14,93" -
nmolKg
LoD, 1ng mL 0,11+0,01 | 0,13%0,01 1,68+0,11 1,13+£0,43 1,11£0,22 120+90
nM o A 0,10£0,01° |0,11+0,01° |1,37 +0,09° 19,08+7,35' 18,8+3,7° -
nmolKg
R: 0,998+0,001| 0,999+0,001 [0,931+0,154| 0,958+0,126 | 0,878+0,21 [0,995+0,004

2El peso molecular del PG no se conoce. Los ensayos se realizaron usando tres
pocillos de replicado bajo las condiciones mostradas en la tabla. PBT indica que el
protocolo del inmunoensayo se usé para muestras no-desglicosiladas, mientras
PBST-D indica que el ensayo se realice bajo las condiciones de muestras
desglicosiladas. Los valores mostrados son el promedio y la desviacién estandar de
los parametros de la curva de calibracion obtenidos en dos dias diferentes. ‘Los
valores mostrados son el promedio y la desviacidén estandar de los parametros de la
curva de calibracién obtenidos en tres dias diferentes. “Se ha aplicado un factor de
multiplicacion de 2.5 a los valores de ICso y LOD correspondiente al tratamiento de
desglicosilacién. °Los valores se expresan en nM. ‘Los valores se expresan en

nmoles de PSau7Kg™” BAL. %Los valores se expresan en nmoles de PSau7Kg™' BAS.

RESULTADOS

Con el fin de mimetizar una parte del Peptidoglicano (PG) de la pared bacteriana de S.
aureus se sintetizaron dos epitopos de péptidos correspondientes a las estructuras
PSau5 y PSau7 que servirian como analitos en el proceso de optimizacion del método
de deteccion de S. aureus. PSau5, contiene la secuencia de DAla-DAla del

peptidoglicano de la pared bacteriana de S. aureus, y PSau7 contiene un sélo residuo
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DAla. Para la sintesis de estos péptidos, ambos residuos terminales carboxi y amino
fueron amidados (-CONH, y CH3;CONH-, respectivamente). Sélo en el caso del

segundo residuo DAla del PSau5 el grupo carboxiterminal se dejé libre.

Los haptenos de inmunizacion PSau6 y PSau8 fueron disefiados para mimetizar y
maximizar el reconocimiento de estos epitopos mediante la colocacién de un residuo
LCys en el extremo amino, junto a uno de los residuos LAla que estan vinculados a los
residuos MurNAc de PG.

Otros dos haptenos peptidicos (PSau3 y PSau4), diferentes de los haptenos de
inmunizacion, fueron disefiados y sintetizados introduciendo ligeras modificaciones
con respecto al epitopo peptidico PSau5, para ser utilizados como competidoresy
mejorar la capacidad de deteccion del ensayo. PSau3 es muy similar al hapteno de
inmunizacion PSau6 excepto por el residuo DGIn que sustituye al D-yGlu-NH,, que
esta presente en la estructura del PG y en PSau6. Por lo tanto, como se puede
observar en la PSau3, el DGIn forma un enlace amida normal con el acido amino
vecino a través del grupo a-COOH, a diferencia de D-yGlu-NH; del PSau6, que esta
enlazado a través del grupo y-COOH, como en la estructura real del PG de S. aureus.
PSau4 también posee esta modificaciéon, pero ademas, el residuo Cys esta situado en
el lado opuesto dejando el DAla-DAla terminal mas accesible para el reconocimiento
de anticuerpos. Se obtuvo una colecciéon de cuatro bioconjugados proteina-péptido
competidores con diferentes grados de heterologia (PSau4-MP-BSA>P Sau3-MP-
BSA> PSau6-CH,CO-BSA = PSau8-CH,CO-BSA) para el desarrollo del inmunoensayo

competitivo.

La afinidad de los antisueros para los diferentes bioconjugados se ensayé en
experimentos de titulacién. Todos los antisueros mostraron una mayor afinidad por los
conjugados homologos. Posteriormente, las combinaciones de
antisueros/bioconjugado que mostraron buenos titulos fueron probados por su
capacidad de reconocer el PG de S. aureus. Como resultado de ello, se obtuvieron
dieciséis ensayos inmunoquimicos con detectabilidades similares (la tabla 2). Ambos
haptenos de inmunizacién PSau6 y PSau8 resultaron obtener buenos inmunoensayos,
lo que indica que ambos epitopos peptidicos son igualmente accesibles para el
reconocimiento del anticuerpo en el PG. Sin embargo, si bien la heterologia del

hapteno no jugbé un papel importante para los anticuerpos de PSau6, para aquellos



10

15

20

25

30

WO 2016/193514 35 PCT/ES2016/070390

contra PSau8, la detectabilidad fue ligeramente mejor utilizando competidores
heterdlogos (Tabla 2).PSau3-BSA/As291 fue seleccionado para estudios posteriores,
ya que fue una de las combinaciones que muestran un mejor valor de I1Cs, y relaciéon
AbSmin/AbSpax.

Estudio parametros fisico-quimicos en el ensayo

Con el objetivo de evaluar el efecto de los parametros fisico-quimicos en el ensayo y
mejorar la detectabilidad de la pared celular de S. aureus, se evaluaron parametros
como el pH (5,5 a 9,5), la fuerza i6nica (1,5 a 52,2 mS cm™), el tanto por ciento de
Tween 20 (0-0,1%) del tampdn de ensayo como otros parametros tales como la
longitud de la etapa competitiva (10-60 min) o la introduccién de una fase de
preincubacion (0-60 min) del analito con el antisuero. Como se puede observar en la
figura 2, el ensayo es estable entre valores de pH de 5,5y 8,5, valores de fuerza iénica
bajos mejoran la detectabilidad del ensayo y el efecto el Tween20 no afecta
significativamente el ensayo (figura 2A, 2B y 2C). Por otra parte, la introduccidén de una
etapa de preincubacion e incrementando el tiempo de la etapa de competencia,
mejoran la detectabilidad del ensayo (figura 2D y 2E). Por lo tanto, se establecié una
preincubacion de 15 min seguido de 30 min de etapa competitiva, utilizando un tampdn
de ensayo con una fuerza ionica de 1,5 mS cm™. Bajo estas condiciones, el ELISA es
capaz de alcanzar un LOD de 120 # 90 ng mlI”( = 3 ngpocillo”; N = 2 dias) con una
ICso de 1002 + 920 ng mL" (N = 2 dias) de PG (figura 2A y tabla 3), y el tiempo total

del ensayo es de 2,5 h, usando sélo 25 uLde muestra.

Establecimiento de un ensayo inmunoquimico de tipo ELISA para la deteccién

de epitopos peptidicos en la pared bacteriana de S. aureus

Debido a la falta de estandarizacidén de los preparados comerciales de PG, que son
diferentes en funcién del procedimiento utilizado para su extraccion de la pared celular,
en los estudios dirigidos a la determinacién de preparados bacterianos se decidié usar
los epitopos PSau7 o PSau5 como estandares de cuantificacién. Contrariamente a los
preparados comerciales, estas estructuras estan bien definidas y quimicamente
caracterizadas, lo cual proporciona resultados mas reproducibles que confieren una

mayor fiabilidad al ensayo.
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Como se puede observar en la Figura 1B y la tabla 3, los epitopos de péptido
seleccionado (PSau5 y PSau7) fueron reconocidos en un grado comparable con
valores de ICs, similares de alrededor de 0,7 nM (0,8 ng mL™"). Se escogi6é PSau7 para
calibrar el ensayo, expresando los resultados como equivalentes de
inmunorreactividad de PSau7 (equiv IR PSau7). Por ofra parte, el ensayo podria ser
utilizado para caracterizar losdiferentes lotes de PG como una funcion de su respuesta

inmunoquimica en el ensayo, expresados como equivs IR de PSau7.

Desglicosilacion del peptidoglicano para incrementar la detectabilidad del
método ELISA

El objetivo era desarrollar una herramienta inmunoquimicade diagnostico capaz de
detectar infecciones causadas por S. aureus sin necesidad de pre-enriquecimiento de

la muestra.

Inicialmente, midiendo suspensiones de diluciones seriadas preparadas en PBS, se
observdé que en estas condiciones sélo los preparados con densidades celulares
superiores a 10’ UFC mL"' podian ser detectados con eficacia. Aunque esta
detectabilidad se encuentra cerca de otros ensayos reportados mediante
determinaciones inmunoquimicas de S. aureus (Diagn Microbiol Infect Dis 2013, 75
(1), 28-36), esta detectabilidad es insuficiente para fines de diagnostico y por esta
razon otros autores han desarrollado métodos de amplificacién y otras técnicas para

mejorar la sensibilidad.

Para incrementar la detectabilidad del ensayo los inventores establecieron que los
epitopos peptidicos estuvieran mas accesibles para el anticuerpo mediante la rotura o
desglicosilacion de la pared celular del PG. Los métodos de escision de la pared
celular bacterianas se han estudiado ampliamente para elucidar la estructura PG o
incluso para desarrollar nuevos agentes antimicrobianos pero no se han descrito para
incrementar la detectabilidad del ensayo. El método de desglicosilacion utilizado se
bas6 en la hidrélisis quimica con TFMSA, aunque se podrian haber utilizado otros
métodos descritos en la literatura.El TFMSA es no dependiente de las mutaciones, el
enlace amida de los péptidos no se ve afectado y solo rompe los enlaces de las

fracciones de glicano.
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Teniendo en cuenta que el tratamiento TFMSA podria alterar no sélo el PG, sino
también las caracteristicas fisico-quimicas de la muestra resultante, en una primera
instancia, se evalu6 el potencial de interferencias no especificas causadas por este
tratamiento en el ELISA PSau3-MP-BSA/As291. Para este proposito, se realizd el
tratamiento de desglicosilacion tal y como se describe en la seccidén experimental pero
en ausencia de matriz, y se empleé la solucién final para preparar las curvas de
calibracion. Como se puede observar en las figuras 3A y 3B, la sefal fue
completamente inhibida en este medio. El extracto tuvo que ser diluido al menos 80
veces con el fin de tener un ensayo utilizable, disminuyendo sustancialmente la
detectabilidad. En su lugar, se opté por volver a ajustar la concentracion de los
reactivos inmunitarios en este medio de desglicosiliacién, llevando a cabo
experimentos 2D utilizando el extracto TFMSA diluido 1/4 en PBT (pH de 5,5 y una

conductividad de 28 mS cm™).

La figura 1B muestra la curva de calibracion registrada bajo estas condiciones y la
Tabla 1 (columna titulada PBST-D) muestra los parametros extraidos del ajuste de la
curva de calibracién a una ecuacién de cuatro parametros. El LOD para PSau7 en la
matriz fue 1,37nM, un valor mayor que en el tampén de ensayo (figura 1B), pero

suficientemente buenopara seguir con nuestros estudios.

La robustez de ensayo, evaluada mediante la ejecucién de las curvas de calibracién
de PSau7 durante varios dias (N = 3 dias) demostré que el ensayo es reproducible.
Asi, en el valor de ICs, el coeficiente de variacion (% CV) es 7,1%, mientras que en el
LOD es de 6,7 %. (figura1B y tabla 3, columna titulada PBST-D).

Recuperacién de PSau7 en el tratamiento de desglicosilacién

Por otra parte, la recuperacion de la desglicosilacién se evalué mediante el dopaje de
muestras a concentraciones conocidas de PSau7, obteniendo recuperaciones
préximas al 100%. Estos resultados indican que los epitopos peptidicos no se ven
alterados por el tratamiento, ya que los equivalentes de inmunorreactividad (IR equiv.)

medidos antes y después del tratamiento no difieren significativamente (tabla 4).

Tabla 4. Recuperacion de la desglicosilacién quimica.
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Medido, nM(% recuperacion)

dopado, nM PBST PBST-D
22 19,5 £ 0,88 (88) 21,1 £ 0,99 (96)
23 25,1 £1,05 (109) 26,5+0,98 (115)

Las muestras de doparon con PSau7y se midieron por ELISA antes y después del
tratamiento de desglicosilacion. Los resultados mostrados son el promedio y la
correspondiente desviacion estandar de tres muestras dopadas a la misma

concentracién, cada uno de ellos medido por triplicado en tres pocillos de la placa.

Muestras de preparados comerciales de PG y de varias suspensiones bacterianas (S.
aureus, P. aeruginosa y E. Coli, 10%-10 UFC mL™) se desglicosilaron siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente y se midieron los equiv IR de PSau7 antes y
después del tratamiento.El tratamiento permiti6 aumentar significativamente la seial
inmunoquimica en el preparado PG comercial (figura 4) y en muestras de cultivos de
S. aureus (figura 6) lo que indica que el procedimiento de la desglicosilacién
incrementa de manera eficiente la liberacién de epitopos de péptidos que reaccionan
con los anticuerpos. Mediante este procedimiento de desglicosilacién, S. aureus puede
detectarse en concentraciones hasta 10* UFC mL™ sin pre-enriquecimiento del cultivo
celular (t-Test p< 0.05 (p= 0.04) respecto a la concentracién celular de S. aureus de 0
CFU mL™"). En contraste, las muestras de E. coli y P. aeruginosa no muestran ninguna
respuesta, ni antes ni después del tratamiento con TFMSA, en concentraciones de
hasta 10® y 10" UFC mL" (figura 5) lo que demuestra la especificidad del protocolo

inmunoquimico que se presenta aqui.

Evaluacion en muestras reales

La incidencia y la importanciadeS. aureus en las vias respiratorias condujeron a la
evaluacion de la funcionalidad de esta técnica inmunoquimicaen muestras de BAL y
BAS. Asi, una mezcla demuestras de BAL o BAS obtenidas de pacientes no infectados

por S. aureus se utilizaron para evaluar el rendimiento del ensayo.

Después de un tratamiento simple de BAL y BAS con DTT seguido del tratamiento de
desglicosilacién se vio que bajo estas condiciones el ensayo seguia funcionando bien.

Las muestras BAL y BAS desglicosiladas mostraron una respuesta similar
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comparandola con la curva ELISA de PSau7 PBST-D (figura 1B) sin necesidad de

realizar otro tratamiento para minimizar el efecto matriz.

La fraccion peptidica especifica del PG deS. aureus puede ser detectada en muestras
de BAL y BAS con un LOD de 19,08 + 7,35 nmoles Kg' (N = 3 dias) y 18,8 + 3,70

nmoles Kg' (N = 3 dias), respectivamente.

Se prepararon unas muestras de BAL y BAS dopadas con S. aureus a diferentes
concentraciones. Las muestras se trataron como antes y después se valoraron con la
curva de referencia ELISA PSau7 PBST-D. Como se puede observar en la figura 6, la
respuesta inmunoquimica de las muestras de BAL y BAS era muy similar a la obtenida
a la de las muestras de S. aureus dopadas en PBST, excepto por el hecho de que la
detectabilidad lograda fue menor (10° BAS y 10° para BAL), pero sigue siendo Util para
el diagnostico, teniendo en cuenta que el ELISA descrito no necesita pasos de cultivo

de pre-enriquecimiento de células para alcanzar esta detectabilidad.

En la fibrosis quistica (FQ), la bronquitis y la neumonia de pacientes a menudo se han
reportado cargas bacterianas alrededor de 10° UFC mL™". Como ejemplo, Corne et al.
(J Clin Microbiol 2005, 43, 3491) en un estudio con pacientes con neumonia reportd
concentraciones > 10* UFC mL" de S. aureus a partir de cultivos de BAL y
concentraciones > 10”7 UFC mL" a partir de cultivos de BAS de los pacientes con
neumonia. En pacientes con FQ, S. aureus es uno de los primeros agentes
patogénicos que colonizan las vias respiratorias y las cargas bacterianas alcanzan
hasta 108 UFC mL™" en el esputo (J Clin Microbiol 2002, 40, 2300).

En la presente invencion se presenta por primera vez un método de deteccidén basado
en un ELISA competitivo, utilizando anticuerpos especificos del PG de S. aureus,
capaz de detectar este microorganismo a niveles de 10* UFC mL”’, sin pre-
enriquecimiento en cultivo celular. Documentos del estado de la técnica que abordaron
el desarrollo de anticuerpos contra el PG de S. aureus no muestran resultados
suficientes para demostrar la posibilidad de detectar bacterias en muestras clinicas, y
con frecuencia s6lo muestran los datos relativos a la detectabilidad de los preparativos

de PG o de la pared celular.
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En este aspecto, la estrategia usada en este documento para generar anticuerpos
contra epitopos sintéticos especificos del PG ha permitido la creacién de un ensayo
inmunoquimico con una mejor detectabilidad y capacidades de rendimiento de
muestreo mas alta, reduciendo significativamente el tiempo de ensayo y el volumen de
muestra necesario. Asi, mientras este ELISA es capaz de detectar 3 ng (120 ng mL™)
de PG (sin desglicosilacién) con tan so6lo 50 yl y 2,5 h, el ensayo de aglutinacién de
latex reportado por Seidl y Schleife (European J. Biochem1977, 74, 353-363) detecta
10 ng usando 1 mL de muestra (el volumen total de ensayo es de 11 mL) después de
14 h (2 horas a 56°C), y Wergeland et al. (J Immunol Methods1987, 104, 57-63)
desarrollé un ELISA sandwich alcanzando un LOD de 200 ng mL" después de un
tiempo de ensayo total de aproximadamente 21 h. Mas recientemente, Sandhu et al.

(Analyst 2012, 737, 1130-1136) han reportado un ELISA de 4h basado en la deteccién

de PG previamente adsorbido las placas de pocillos que alcanzan un valor

detectabilidad que es dos érdenes de magnitud mayor que el ensayo aqui descrito.

Ademas, el ELISA aqui descrito, detecta S. aureus directamente (sin cultivo de células
0 pre-enriquecimiento) en muestras clinicas a densidades celulares, que puede ser util
para el diagnostico en casi 2,5 horas (1 h de tratamiento de la muestray 1,5 h para el
ensayo). Por otra parte, el ensayo es facil de realizar, tiene capacidad para un elevado

analisis de muestras y necesita muy pequenos volumenes de muestra.



10

WO 2016/193514 41 PCT/ES2016/070390

REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general (1)
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donde:

R; se selecciona de entre OH y NHR’; donde R’ se selecciona de entre H o
alquilo(C+-Cy);

n es un numero entero seleccionado de entre O y 1;

m es un numero entero seleccionado de entre 1y 7;
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X1y X, se seleccionan, cada uno independientemente, de entre D-Glu, D-GIn, D-y-
Glu y D-y-Gln;

Z y Z se seleccionan, cada uno independientemente, de entre un aminoacido
seleccionado de la lista que consiste en Gly, Ala, Leu, lle y Val; p y q son, cada
uno independientemente, un numero entero seleccionado de entre Oy 1;

Y e Y’ se seleccionan, cada uno independientemente, de entre Ry, COR4y Cys,
opcionalmente la cisteina puede contener un grupo protector de tioles;

R, y Rs se seleccionan, independientemente, de entre H, alquilo(C-C4) y CO-
alquilo(C+-Cy);

r, s, t o v son, independientemente,un numero entero seleccionadode entre Oy 1;
R4 es un alquilo(C4-Cs), sustituido con un grupo -SH, -halégeno, -C=CH, -N; o
—COR;;

R; se selecciona de entre H o OR”; donde R” se selecciona de entre H o
alquilo(C+-Cy);

con la condicién de que:

sires1,sesO,

sises1,resQ,y

siY oY’ se selecciona entre R,0 COR,4 entonces t 6 v, respectivamente es 0.

Compuesto segun la reivindicacién 1, donde p y q son 0.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, donde m es 5.
Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde n es 0.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R; es NHR’y R’

se selecciona de entre H o metilo.
Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde n es 1.
Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde R, es OH.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde X; y X; son

iguales.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde X, y/o X, son D-

GIn o D-y-Gin.



10

15

WO 2016/193514 43

PCT/ES2016/070390

10. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde Y o Y’ son Cys.

11. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde R, y/o R; son

el grupo-CO-alquilo(C+-C>)

12. Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde R, y/o R; son el grupo

—COCHa.

13. Compuesto segun la reivindicacion 1 seleccionado de entre

o=
NH
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde el compuesto es PSau3,
PSau4, PSau6 o PSau8.

Uso del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 como hapteno.

Conjugado que comprende al menos un hapteno seleccionado de un compuesto
de formula (l) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 junto con al menos
un segundo componente seleccionado de la lista que consiste en: una
macromolécula, preferiblemente una proteina o un fragmento de la misma, un

oligonucledétido o un polisacarido; una etiqueta detectable y un soporte.

Conjugado segun la reivindicacién 16, donde el segundo componente se

selecciona de una macromolécula, preferiblemente una proteina.

Conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 16 o 17 donde la
macromolécula se selecciona de la lista que consiste en: hemocianina de cangrejo
herradura (HCH), hemocianina de lapa (KLH), albumina de suero bovino (BSA),
peroxidasa de rabano (HRP), ovoalbumina (OVA), y conalbumina (CONA),
preferiblemente HCH y BSA.

Uso de un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 17 o 18 para la

obtencion de anticuerpos.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Anticuerpo obtenido mediante la inmunizacién con un conjugado definido en

cualquiera de las reivindicaciones 17 0 18.

Anticuerpo segun la reivindicacion 20 donde el anticuerpo es monoclonal o

policlonal.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 20 o 21 donde ademas el

anticuerpo esta unido a un agente de marcaje.

Antisuero que comprende el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones
20 a22.

Uso del hapteno seleccionado de un compuesto de férmula (I) segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 14, o del conjugado segun cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 18, o del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones
20 a 22 o del antisuero segun la reivindicacion 23 para la deteccién de S. aureus o

un analito derivado en una muestra.

Uso segun la reivindicacion anterior, donde la muestra se selecciona de una

muestra bioldgica aislada de un sujeto, una muestra alimentaria o ambiental.

Método in vitro para detectarS. aureus o un analito derivado de S. aureus en una
muestra que comprende la utilizaciéon del anticuerpo descrito en cualquiera de las
reivindicaciones 20 a 22 o del antisuero segun la reivindicacion 23 y la deteccion
de la unién de dicho anticuerpo o antisuero a S. aureus o un analito derivado de S.

aureus.

Método segun la reivindicacién 26que ademas comprende el uso de un conjugado

segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 26 o 27 donde la deteccion se

realiza mediante una técnica inmunoquimica.

Método segun la reivindicacién 28 donde la técnica inmunoquimica es un ELISA,

preferiblemente ELISA competitivo indirecto.
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29 donde la muestra se
selecciona de una muestra biolégica aislada de un sujeto, una muestra alimentaria

0 ambiental.

Método segun la reivindicacion 30, donde la muestra biolégica aislada se
selecciona de la lista que consiste en: sangre, suero, plasma, saliva, orina,esputo,
BAL y BAS.

Kit o dispositivo que comprende al menos un hapteno seleccionado de un
compuesto de férmula (I) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, 0 un
conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, o un anticuerpo segun
cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21 o un antisuero segun la reivindicacién 22

0 cualquiera de sus combinaciones.

Kit o dispositivo segun la reivindicacion 32 en donde el hapteno, el conjugado o el

anticuerpo estan inmovilizados sobre un soporte solido.

Kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 32 o 33, que comprende

al menos un conjugado y un anticuerpo.

Uso del kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 32 a 34 para la

deteccidn de S. aureus en una muestra biolégica aislada, alimentaria o ambiental.
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