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DESCRIPCION

Procedimientos para detectar patégenos bacterianos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos para la identificacién de patégenos bacterianos incluyendo
Staphylococcus. Mas concretamente, la presente invencion se refiere a la identificacién de Staphylococcus aureus
en muestras.

Antecedentes de la invencion

El género Staphylococcus incluye al menos 20 especies diferentes. (Para una revision, véase Novick, R.P.,, The
Staphylococcus as a Molecular Genetic System, Capitulo 1, pags. 1-37 en MOLECULAR BIOLOGY OF THE
STAPHYLOCOCCI, R. Novick, Ed., VCH Publishers, Nueva York (1990)). Las especies se diferencian entre si en un
80% o mas, por cinética de hibridacién, mientras que las cepas dentro de las especies son idénticas en al menos un
90% por la misma técnica.

La especie Staphylococcus aureus es un coco gram positivo, aerobio facultativo formador de agregados considerado
entre las especies mds virulentas del género.

Staphylococcus aureus es un patégeno ubicuo. (Véase, por ejemplo, Mims y col., MEDICAL MICROBIOLOGY,
Mosby-Year Book Europe Limited, Londres, Reino Unido (1993)). Es un agente etiolégico de una variedad de dolen-
cias, de gravedad variable entre leve y fatal. Unas pocas de entre las dolencias mds comunes causadas por infecciones
de S. aureus son quemaduras, celulitis, infecciones del parpado, envenenamiento de alimentos, infecciones en las
articulaciones, conjuntivitis neonatal, osteomielitis, infecciones de la piel, infecciones de heridas quirdrgicas, derma-
titis exfoliativa, y sindrome de shock téxico. Staphylococcus aureus también produce enfermedades mas graves como
neumonia, meningitis y bacteremia.

Cuando se introduce en un alimento, Staphylococcus aureus puede producir una o mas enterotoxinas estafilococi-
cas. Si se ingieren, las enterotoxinas estafilocdcicas termoestables pueden producir sintomas de envenenamiento por
alimentos y una gama de otras enfermedades.

Staphylococcus aureus posee una pared celular protectora que comprende una capa de peptidoglicano reticulado.
La pared celular es resistente a la fagocitosis, lo que se cree es debido, en parte, a la produccién de Proteina A sobre
la superficie celular. Staphylococcus aureus también produce toxina hemolitica, que puede dafiar los glébulos rojos y
las células inmunes.

De acuerdo con lo mencionado, es claramente evidente que es importante que los patégenos bacterianos como
Staphylococcus aureus se puedan identificar en muestras, y que estos patégenos sean identificados tan rdpidamente
como sea posible, de forma que los pacientes puedan ser tratados con rapidez. A dicho fin, se han desvelado diferentes
procedimientos para detectar Staphylococcus aureus. Por ejemplo, 1a Patente de los Estados Unidos 5.496.706 desvela
un procedimiento para detectar Staphylococcus aureus en una muestra. El procedimiento usa anticuerpos anti-MRSA-
230 para detectar Staphylococcus aureus por medios de aglutinacion visible. Este procedimiento, sin embargo, es
bastante caro.

Muchos laboratorios realizan un test de la coagulasa en porta como procedimiento rdpido y barato para la presunta
identificacién de S. aureus. Este test se basa en la observacion de la aglutinacién de una suspension densa de células de
S. aureus en presencia de una gota de plasma sobre un porta. La aglutinacién va mediada por el enlace del fibrin6geno
con un receptor especifico en la superficie de la bacteria, denominado factor de aglutinacién. Sin embargo, el test de
la coagulasa en porta tiene numerosos inconvenientes. Por ejemplo, de 10 a 15% de aislados de S. aureus producen
resultados negativos falsos, obligando a la confirmacién de todos los negativos en un test de la coagulasa en tubo. Un
test de la coagulasa en tubo es otro procedimiento de uso habitual para identificar S. aureus. Este procedimiento, sin
embargo, requiere un periodo de incubacién de 4 a 24 horas.

Ademads, los procedimientos de la PCR de ciclo rdpido en tiempo real pueden proporcionar resultados en treinta
(30) minutos y los procedimientos de hibridacién in situ con sonda como FISH pueden proporcionar resultados en
noventa (90) minutos. Sin embargo, estos procedimientos son caros, y/o requieren mucho trabajo.

Ademds, el ensayo directo de botellas de cultivo celular positivo usando tests en latex no se ha recomendado debido
a la escasa sensibilidad y especificidad del ensayo. Véase Spears, D.J. y col., J. Clin. Microbiol. 36:1032-1034 (1998)
y Slidex Staph Plus, 09760 C-GB, bioMerieux, Inc. (2000). Asi, hay una necesidad en la técnica de un medio rapido,
preciso y barato para detectar e identificar Staphylococcus aureus.

También se puede hacer referencia a lo siguiente: documento US-B-6.340.571, que se refiere a anticuerpos especi-
ficos para Staphylococcus aureus y uso de los mismos; documento EP-A-0 323 331, que se refiere a un reactivo para la
deteccion de Staphylococcus aureus por aglutinacidn; y van Griethuysen, A., y col., Journal of Clinical Microbiology,
39, 2001, 86-89, que se titula “International multicenter evaluation of latex agglutination tests for identification of
Staphylococcus aureus”.
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Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento para detectar Staphylococcus aureus en una muestra que es
rdpido, preciso y menos caro que los procedimientos de la técnica anterior. El procedimiento comprende las etapas de:

(a) mezclar una muestra que comprende un medio y microorganismos con una primera solucién en un recipiente,
de los microorganismos sospechosos de comprender Staphylococcus aureus;

(b) separar los microorganismos del medio y del volumen de la primera solucién y eliminar el medio y el volumen
de la primera disolucién del recipiente;

(c) afiadir una segunda solucién al recipiente para volver a suspender los microorganismos; y

(d) detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspension resultante de la etapa (c) usando un test de
aglutinacion.

La presente invencién también proporciona otro procedimiento para detectar Staphylococcus aureus en una mues-
tra. Este procedimiento comprende las etapas de:

(a) preparar una muestra que comprende un medio, microorganismos y plasma, suero, sangre o un componente de
la sangre, de los microorganismos sospechosos de comprender Staphylococcus aureus;

(b) mezclar la muestra con una primera disolucién en un recipiente;

(c) separar los microorganismos del medio, el volumen de la primera disolucién y el volumen de plasma, suero,
sangre o componente de la sangre y eliminar el medio, el volumen de la primera disolucién y el volumen de plasma,
suero, sangre o componente de la sangre del recipiente;

(d) afadir una segunda disolucién al recipiente para volver a suspender los microorganismos; y

(e) detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la disolucién resultante de la etapa (d) usando un test de
aglutinacion.

Los procedimientos anteriormente descritos proporcionan un resultado definitivo en quince (15) minutos, permi-
tiendo que se pueda notificar al médico a cargo del paciente la identificacion de este importante patégeno.

Ademds, se pueden usar modificaciones de estos procedimientos para evaluar la presencia de otras bacterias pato-
genas que pueden expresar factores de virulencia idéntica o similar a los de S. aureus.

Descripcion detallada de la invencion

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencién proporciona un procedimiento para detectar Staphy-
lococcus aureus en una muestra caracterizado porque comprende:

(a) mezclar una muestra que comprende un medio y microorganismos con una primera disolucién que comprende
un reactivo alcalino, un detergente y un agente quelante en un recipiente, de los microorganismos sospechosos de
comprender Staphylococcus aureus;

(b) separar los microorganismos del medio y del volumen de la primera disolucién y eliminar el medio y el volumen
de la primera disolucién del recipiente;

(c) afiadir una segunda disolucién que comprende una disolucién 4cida y/o un tampén, un detergente y una sal al
recipiente para volver a suspender los microorganismos; y

(d) detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspension resultante de la etapa (c) usando un test de
aglutinacion.

Las muestras que se pueden usar en este procedimiento de la presente invencién se pueden obtener de cualquier
fuente, incluyendo, pero sin limitacién a, sangre, productos sanguineos, tejidos, ascites, medios de cultivo, fluidos
corporales, piel, pus, especimenes uro-genitales, heces, alimentos, bebidas, productos cosméticos, productos farma-
céuticos, productos para el cuidado de la salud, superficies como suelos y mesas, y particulas aéreas como polen
y polvo. La muestra serd una muestra que sea sospechosa de tener microorganismos, en particular, Staphylococcus
aureus. La muestra puede haber sido ya ensayada para la presencia de microorganismos y haber dado un ensayo posi-
tivo para los microorganismos. La muestra puede requerir la adicién de un medio antes de la etapa (a). La cantidad de
medio a afiadir, si se necesita, serfa dependiente del nimero estimado de microorganismos en la muestra y puede ser
establecida facilmente por una persona experta en la técnica.
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El plasma, suero, sangre o componente de la sangre se mezcla preferiblemente con la muestra y la primera diso-
lucién en la etapa (a). Si el plasma, suero, sangre o componente de la sangre se mezcla con la muestra y la primera
disolucidn, el volumen de plasma, suero, sangre o componente de la sangre se separa junto con el medio y el volumen
de la primera disolucién de los microorganismos y se eliminan del recipiente durante la etapa (b). La muestra, por
tanto, se puede obtener de una fuente tal como sangre, productos sanguineos, tejido, fluidos corporales, piel, pus, etc.,
y por tanto ya incluye plasma, suero, sangre o un componente de la sangre. En estos casos, el volumen de plasma,
suero, sangre o componente de la sangre se separa junto con el medio y el volumen de la primera disolucién de los
microorganismos y se elimina del recipiente durante la etapa (b).

La etapa (a) proporciona que la muestra y la primera disolucién se mezclen en un recipiente y esto puede llevarse
acabo con una vortizacion breve del recipiente. Preferiblemente, el recipiente es un tubo cénico.

La cantidad de muestra que se puede mezclar con la primera disolucion en la etapa (a) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml, preferiblemente, la cantidad de muestra mezclada con la primera
disolucién en la etapa (a) es aproximadamente de 5,0 ml.

La cantidad de la primera disolucién que se puede mezclar con la muestra en la etapa (a) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. La primera disolucién preferiblemente comprende un reactivo alca-
lino. Los reactivos alcalinos que se pueden usar con la presente invencidn incluyen, pero no se limitan a, etanolamina,
fosfato trisédico, hidréxido sédico e hidréxido potésico. La primera disolucién puede comprender también un deter-
gente. Lo mds preferible, la primera disoluciéon comprende un reactivo alcalino, un detergente y un agente quelante.
Los detergentes que se pueden usar con la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, 4cido cdlico, Triton
X-100, acido deoxicolico, cetrimida, N-dodecilsulfobetaina, digitonina, n-dodecil-8-D-maltésido, dcido glicodeoxi-
c6lico, n-lauroilsarcosina, sulfato de laurilo, saponina, monooletado de sorbitdn polioxietilenado, polietilenglicol P-
1,1,3,3-tetrametilbutilfenil éter, y derivados polioxietilenados de 4cidos grasos. Los agentes quelantes que se pueden
usar con la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, EGTA y EDTA.

En una forma de realizacion preferida, la primera disolucién comprende hidréxido sédico, Triton X-100 y EDTA.
Mais concretamente, la primera disolucién comprende hidréxido sédico 0,2 N, Triton X-100 al 1,0% y EDTA 1mM.
La cantidad de esta primera disolucién que se puede mezclar con la muestra en la etapa (a) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. Preferiblemente, la cantidad de esta primera disolucién mezclada
con la muestra en la etapa (a) es aproximadamente de 5,0 ml.

En otra forma de realizacién preferida, la primera disolucién comprende una disolucién 4cida con un pH en el
intervalo entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 5,5. Preferiblemente, la disolucién 4cida comprende acetato
o citrato. Ademads, la disolucién 4cida preferiblemente comprende uno o mds de los siguientes: un detergente, una sal,
un agente quelante y un alcohol. Se puede usar cualquiera de los detergentes y agentes quelantes anteriormente men-
cionados aunque se prefiere que la disolucién dcida incluya uno de los detergentes cetrimida o N-dodecilsulfobetaina.

El procedimiento anteriormente mencionado proporciona la separacion de los microorganismos del medio y del
volumen de la primera disolucién y elimina el medio y el volumen de la primera disolucién del recipiente. Preferible-
mente, los microorganismos se pueden separar del medio y del volumen de la primera disolucién por centrifugacién
o filtracién. Lo mads preferible, los microorganismos se separan del medio y del volumen de la primera disolucién
centrifugando durante diez (10) minutos a > 1,000 G para peletizar los microorganismos. Preferiblemente, el medio
es un medio de cultivo.

La etapa (c) del procedimiento anterior proporciona la adicién de una segunda disolucién al recipiente para vol-
ver a suspender los microorganismos. Una vez la segunda disolucién se ha afiadido al recipiente, el recipiente debe
someterse a vortizacion.

La cantidad de la segunda disolucién que se puede afiadir al recipiente en la etapa (c) estd comprendida entre
aproximadamente 0,05 ml y aproximadamente 5 ml. Preferiblemente, la segunda disolucion comprende una disolu-
cién 4cida y/o un tamp6n como Tris, HEPES, MOPS y fosfato. Los tampones que se pueden usar con la presente
invencion tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 9,0. M4s preferiblemente, los
tampones que se pueden usar con la presente invencién tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 6,0 y
aproximadamente 8,0.

Preferiblemente, la segunda disoluciéon comprende un detergente y/o una sal. Los detergentes que se pueden usar
con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, acido cdlico, deoxidcido cdlico, cetrimida, N-docecilsulfo-
betaina, digitonina, n-docecil-3-D-maltésido, glicodeoxidcido célico, n-lauroilsarcosina, sulfato de laurilo, saponina,
monooleato de sorbitdn polioxietilenado, polietilenglicol P-1,1,3,3-tetrametilbutilfenil éter, derivados polioxietilena-
dos de acidos grasos y Triton X-100. Las sales que se pueden usar con la presente invencién incluyen, pero no se
limitan a, cloruro potdsico, cloruro sédico, cloruro magnésico, sulfato magnésico and coluro célcico.

En una forma de realizacion preferida, la segunda disolucién comprende Tris, cloruro sédico y Tween 80. Mas
concretamente, la segunda disolucién comprende Tris 0,1 M (pH 7,2), cloruro sédico 0,15 M y Tween 80 al 0,5%.
La cantidad de esta segunda disoluciéon que se puede afiadir al recipiente en la etapa (c) estd comprendida entre
aproximadamente 0,05 ml y aproximadamente 5 ml. Preferiblemente, la cantidad de esta segunda disolucién afiadida
al recipiente en la etapa (c) estd comprendida entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,0 ml.
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La etapa (d) del procedimiento anterior proporciona detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspen-
sién resultante de la etapa (c). Esto se consigue preferiblemente usando un test de aglutinacién como el test Slidex
Staph Plus. Preferiblemente, de 20 a 40 ul de la suspensién resultante de la etapa (c) se afiade a una gota del control y
a continuacion se ensaya usando un test Slidex Staph Plus. Alternativamente, se puede usar un test Staphytect Plus de
Oxoid.

La presente invencion también proporciona otro procedimiento para detectar Staphylococcus aureus en una mues-
tra. Este procedimiento comprende las etapas de:

(a) preparar una muestra que comprende un medio, microorganismos y plasma, suero, sangre o un componente de
la sangre, de los microorganismos sospechosos de comprender Staphylococcus aureus;

(b) mezclar la muestra con una primera disolucién que comprende un reactivo alcalino, un detergente y un agente
quelante en un recipiente;

(c) separar los microorganismos del medio, el volumen de la primera disolucién y el volumen de la plasma, suero,
sangre o componente de la sangre y eliminar el medio, el volumen de la primera disolucién y el volumen de plasma,
suero, sangre o componente de la sangre del recipiente;

(d) afiadir una segunda disolucién que comprende una disolucion 4cida y/o un tampon, un detergente y una sal al
recipiente para volver a suspender los microorganismos; y

(e) detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspension resultante de la etapa (d) usando un test de
aglutinacion.

La etapa (a) proporciona la preparacién de una muestra que comprende un medio, microorganismos y plasma, sue-
ro, sangre o un componente de la sangre. El tipo de muestra a ensayar determinard cémo debe prepararse la muestra.
Las muestras que se pueden usar en los procedimientos de la presente invencion se pueden obtener de cualquier fuente
incluyendo, pero sin limitacién a, sangre, productos sanguineos, tejido, ascites, medios de cultivo, fluidos corporales,
piel, pus, especimenes uro-genitales, heces, alimentos, bebidas, productos cosméticos, productos farmacéuticos, pro-
ductos para el cuidado de la salud, superficies como suelos y mesas, y particulas aéreas como polen y polvo. La muestra
serd una muestra que sea sospechosa de tener microorganismos, en concreto, Staphylococcus aureus. La muestra pue-
de haber sido ya ensayada para la presencia de microorganismos y haber dado positivo para los microorganismos. La
muestra puede requerir la adicién de un medio y/o la muestra puede requerir la adicién de plasma, suero, sangre o un
componente de la sangre. La cantidad de medio y/o plasma, suero, sangre o componente de la sangre a afiadir, si es
necesario, serd dependiente del nimero estimado de microorganismos en la muestra y puede ser establecida facilmente
por una persona experta en la técnica.

La etapa (b) proporciona que la muestra y la primera disolucién se mezclen en un recipiente y esto se puede llevar
a cabo sometiendo brevemente el recipiente a vortizacion. El recipiente es preferiblemente un tubo cénico.

La cantidad de muestra que se puede mezclar con la primera disolucién en la etapa (b) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. Preferiblemente, la cantidad de muestra mezclada con la primera
disolucién en la etapa (b) es aproximadamente de 5,0 ml.

La cantidad de la primera disolucidn que se puede mezclar con la muestra en la etapa (b) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. La primera disolucién preferiblemente comprende un reactivo alca-
lino. Los reactivos alcalinos que se pueden usar con la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, etanolamina,
fosfato trisédico, hidréxido sédico e hidréxido potdsico. La primera disolucién puede también comprender un deter-
gente. Lo mas preferible, la primera disoluciéon comprende un reactivo alcalino, un detergente y un agente quelante.
Los detergentes que se pueden usar con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, dcido célico, Triton X-
100, deoxidcido cdlico, cetrimida, N-docecilsulfobetaina, digitonina, n-docecil-8-D-maltdsido, glicodeoxidcido coli-
co, n-lauroilsarcosina, sulfato de laurilo, saponina, monooleato de sorbitan polioxietilenado, polietilenglicol P-1,1,3,3-
tetrametilbutilfenil éter y derivados polioxietilenados de dcidos grasos. Los agentes quelantes que se pueden usar con
la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, EGTA y EDTA.

En una forma de realizacién preferida, la primera disolucién comprende hidréxido sédico, Triton X-100 y EDTA.
Mis concretamente, la primera disolucién comprende hidréxido sédico 0,2 N Triton X-100 al 1,0% y EDTA ImM.
La cantidad de esta primera disolucién que se puede mezclar con la muestra en la etapa (b) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. preferiblemente, la cantidad de esta primera disolucién mezclada
con la muestra en la etapa (b) es aproximadamente de 5,0 ml.

En otra forma de realizacion preferida, la primera disolucién comprende una disolucion dcida con un pH en el
intervalo entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 5,5. Preferiblemente, la disolucién 4cida comprende acetato
o citrato. Ademds, la disolucién dcida preferiblemente comprende uno o mds de lo siguiente: un detergente, una sal,
un agente quelante y un alcohol. Se puede usar cualquiera de los detergentes y agentes quelantes anteriormente men-
cionados aunque se prefiere que la disolucion dcida incluya uno de los detergentes cetrimida o N-docecilsulfobetaina.
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El procedimiento anterior proporciona separar los microorganismos del medio, el volumen de la primera disolucién
y el volumen de plasma, suero, sangre o componente de la sangre y eliminar el medio, el volumen de la primera
disolucién y el volumen de la plasma, suero, sangre o componente de la sangre del recipiente. Preferiblemente, los
microorganismos se pueden separar del medio, el volumen de la primera disolucién y el volumen de la plasma, suero,
sangre o componente de la sangre por centrifugacién o filtracién. Lo mds preferible, los microorganismos se separan
del medio, el volumen de la primera disolucién y el volumen de la plasma, suero, sangre o componente de la sangre
centrifugando durante diez (10) minutos a > 1.000 G para peletizar los microorganismos. Preferiblemente, el medio
es un medio de cultivo.

La etapa (d) del procedimiento anterior proporciona la adicién de una segunda disolucién al recipiente para volver
a suspender los microorganismos. Una vez que se ha afiadido al recipiente la segunda disolucidn, el recipiente debe
someterse a vortizacion.

La cantidad de la segunda disolucién que se puede afiadir al recipiente en la etapa (d) estd comprendida entre
aproximadamente 0,05 ml y aproximadamente 5 ml. Preferiblemente, la segunda disolucién comprende una disolu-
cién 4cida y/o un tampé6n como Tris, HEPES, MOPS y fosfato. Los tampones que se pueden usar con la presente
invencidn tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 9,0. Mds preferiblemente, los
tampones que se pueden usar con la presente invencién tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 6,0 y
aproximadamente 8,0.

Preferiblemente, la segunda disoluciéon comprende un detergente y/o una sal. Los detergentes que se pueden usar
con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, cido cdlico, deoxidcido cdlico, cetrimida, N-docecilsulfo-
betaina, digitonina, n-docecil-3-D-maltésido, glicodeoxidcido célico, n-lauroilsarcosina, sulfato de laurilo, saponina,
monooleato de sorbitdn polioxietilenado, polietilenglicol P-1,1,3,3-tetrametilbutilfenil éter, derivados polioxietilena-
dos de acidos grasos and Triton X-100. Las sales que se pueden usar con la presente invencién incluyen, pero no se
limitan a, cloruro potésico, cloruro sédico, cloruro magnésico, sulfato magnésico and coluro célcico.

En una forma de realizacion preferida, la segunda disolucién comprende Tris, cloruro sédico y Tween 80. Mas
concretamente, la segunda disolucién comprende Tris 0,1 M (pH 7.2), cloruro sédico 0,15 M y Tween 80 0,5%.
La cantidad de esta segunda disolucién que se puede afadir al recipiente en la etapa (d) estd comprendida entre
aproximadamente 0,05 ml y aproximadamente 5 ml. Preferiblemente, la cantidad de esta segunda disolucién afiadida
al recipiente en la etapa (d) estd comprendida entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,0 ml.

La etapa (e) del procedimiento anterior proporciona detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspen-
sién resultante de la etapa (d). Esto se lleva a cabo preferiblemente usando un test de aglutinacion tal como el test
Slidex Staph Plus. Preferiblemente, de 20 a 40 ul de la suspension resultante de la etapa (d) se afiade a una gota
del control y a continuacién se ensaya usando un test Slidex Staph Plus test. Alternativamente se puede usar un test
Staphytect Plus de Oxoid.

La presente invencién también proporciona otro procedimiento para detectar Staphylococcus aureus en una mues-
tra. Este procedimiento comprende las etapas de:

(a) mezclar una muestra que comprende un medio, un adsorbente y microorganismos con una primera disolucién
en un recipiente, de los microorganismos sospechosos de comprender Staphylococcus aureus;

(b) separar adsorbente y microorganismos del medio y el volumen de la primera disolucién y eliminar el medio y
el volumen de la primera disolucién del recipiente;

(c) afadir una segunda disolucién al recipiente para volver a suspender el adsorbente y los microorganismos; y
(d) detectar Staphylococcus aureus en la suspension resultante de la etapa (c) usando un test de aglutinacion.

Las muestras que se pueden usar en este procedimiento de la presente invencion se puede obtener de cualquier
fuente incluyendo, pero sin limitacion a, sangre, productos sanguineos, tejido, ascites, medios de cultivo, fluidos cor-
porales, piel, pus, especimenes uro-genitales, heces, alimentos, bebidas, productos cosméticos, productos farmacéuti-
cos, productos para el cuidado de la salud, superficies como suelos y mesas, y particulas aéreas como polen y polvo.
La muestra serd una muestra que sea sospechosa de tener microorganismos, en particular, Staphylococcus aureus. La
muestra puede haber sido ya ensayada para la presencia de microorganismos y haber dado positivo para los micro-
organismos. La muestra puede requerir la adicién de un medio antes de la etapa (a) y/o la muestra puede requerir la
adicién de un adsorbente antes de la etapa (a). La cantidad de medio y/o adsorbente a afiadir, si fuera necesario, serfa
dependiente del niimero estimado de microorganismos en la muestra y puede determinarse facilmente por una persona
experta en la técnica.

El plasma, suero, sangre o componente de la sangre se mezcla preferiblemente con la muestra y la primera diso-
lucién en la etapa (a). Si el plasma, suero, sangre o componente de la sangre se mezclan con la muestra y la primera
disolucidn, el volumen de plasma, suero, sangre o componente de la sangre se separan junto con el medio y el volu-
men de la primera disolucién de los microorganismos y se eliminan del recipiente durante la etapa (b). La muestra,
sin embargo, puede obtenerse de una fuente como sangre, productos sanguineos, tejido, fluidos corporales, piel, pus,
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etc., y por tanto ya incluye plasma, suero, sangre o un componente de la sangre. En esos casos, el volumen de plasma,
suero, sangre o componente de la sangre se separa junto con el medio y el volumen de la primera disolucién de los
microorganismos y se eliminan del recipiente durante la etapa (b).

La etapa (a) proporciona que la muestra y primera disolucidon se mezclen en un recipiente y esto se puede llevar a
cabo sometiendo brevemente el recipiente a vortizacion. El recipiente es preferiblemente un tubo cénico.

El adsorbente se selecciona entre el grupo constituido por 6xido de aluminio, silicatos de aluminio hidratado nativo
coloidal, silicatos de aluminio alcalinos cristalinos hidratados, silice, cristulas siliceas, fragmentos de varias especies
de diatomeas, carb6n amorfo, resinas de intercambio i6nico, adsorbentes ’de resina polimérica y resina de poliestireno
reticulada con divinil benceno.

La cantidad de muestra que se puede mezclar con la primera disolucién en la etapa (a) es de aproximadamente 0,1
ml a aproximadamente 10 ml. Preferiblemente, la cantidad de muestra mezclada con la primera disolucién en la etapa
(a) es aproximadamente de 5,0 ml.

La cantidad de la primera disolucién que se puede mezclar con la muestra en la etapa (a) estd comprendida en-
tre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. La primera disolucién preferiblemente comprende un reactivo
alcalino. Los reactivos alcalinos que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, etanolamina, fosfato trisédico,
hidréxido sédico e hidréxido potédsico. La primera disolucion puede también comprender un detergente. Lo mds pre-
ferible, la primera disolucién comprende un reactivo alcalino, un detergente y un agente quelante. Los detergentes que
se pueden usar con la presente invencidn incluyen, pero no se limitan a, dcido cdlico, deoxiacido c6lico, cetrimida, N-
docecilsulfobetaina, digitonina, n-docecil-8-D-maltésido, glicodeoxidcido célico, n-lauroilsarcosina, sulfato de lauri-
lo, saponina, monooleato de sorbitdn polioxietilenado, polietilenglicol P-1,1,3,3-tetrametilbutilfenil éter, Triton X-100
y derivados polioxietilenados de 4cidos grasos. Los agentes quelantes que se pueden usar con la presente invencién
incluyen, pero no se limitan a, EGTA y EDTA.

En una forma de realizacion preferida, la primera disolucién comprende hidréxido sédico, Triton X-100 y EDTA.
Mais concretamente, la primera disolucién comprende hidréxido sédico 0,2 N, Triton X-100 al 1,0% y EDTA 1 mM.
La cantidad de esta primera disolucién que se puede mezclar con la muestra en la etapa (a) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. Preferiblemente, la cantidad de esta primera disolucién mezclada
con la muestra en la etapa (a) es aproximadamente de 5,0 ml.

En otra forma de realizacién preferida, la primera disolucién comprende una disolucién dcida con un pH en el
intervalo entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 5,5. Preferiblemente, la disolucién dcida comprende acetato
o citrato. Ademds, la disolucién 4cida preferiblemente comprende uno o mas de lo siguiente: un detergente, una
sal, un agente quelante y un alcohol. Se puede usar cualquiera de los detergentes y agentes quelantes anteriormente
mencionados aunque se prefiere que la disolucién acida incluya uno de los detergentes cetrimida o N-docecilsulfo-
betaina.

El procedimiento anterior proporciona separar el adsorbente y los microorganismos del medio y el volumen de la
primera disolucién y eliminar el medio y el volumen de la primera disolucién del recipiente. Preferiblemente, el ad-
sorbente y los microorganismos se pueden separar del medio y el volumen de la primera disolucién por centrifugacién
o filtracién. Lo mas preferible, el adsorbente y los microorganismos se separan del medio y el volumen de la primera
disolucién por centrifugacién durante diez (10) minutos a > 1.000 G para romper el adsorbente y los microorganismos.
Preferiblemente, el medio es un medio de cultivo.

La etapa (c) del procedimiento anterior proporciona afiadir una segunda disolucién al recipiente para volver a
suspender el adsorbente y los microorganismos. Una vez la segunda disolucién se ha afiadido al recipiente, el recipiente
debe someterse a vortizacion.

La cantidad de la segunda disolucion que se puede afiadir al recipiente en la etapa (c) estd comprendida entre
aproximadamente 0,05 ml y aproximadamente 5 ml. Preferiblemente, la segunda disolucién comprende una disolu-
cién 4cida y/o un tampdén como Tris, HEPES, MOPS y fosfato. Los tampones que se pueden usar con la presente
invencién tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 9,0. Mas preferiblemente, los
tampones que se pueden usar con la presente invencién tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 6,0 y
aproximadamente 8,0.

Preferiblemente, la segunda disolucién comprende un detergente y/o una sal. Los detergentes que se pueden usar
con la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, dcido cdlico, deoxidcido cdlico, cetrimida, N-docecilsulfo-
betaina, digitonina, n-docecil-3-D-maltésido, glicodeoxiacido célico, n-lauroilsarcosina, sulfato de laurilo, Triton X-
100, saponina, monooleato de sorbitdn polioxietilenado, polietilenglicol P-1,1,3,3-tetrametilbutilfenil éter y derivados
polioxietilenados de dcidos grasos. Las sales que se pueden usar con la presente invencién incluyen, pero no se limitan
a, cloruro potésico, cloruro sédico, cloruro magnésico, sulfato magnésico y coluro célcico.

En una forma de realizacion preferida, la segunda disolucién comprende Tris, cloruro sédico y Tween 80. Mas
concretamente, la segunda disolucién comprende 0,1 M Tris (pH 7.2), cloruro sédico 0,15 M y Tween 80 L 0,5%.
La cantidad de esta segunda disolucién que se puede afiadir al recipiente en la etapa (c) estd comprendida entre
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aproximadamente 0,05 y aproximadamente 5 ml. Preferiblemente, la cantidad de esta segunda disolucién afiadida al
recipiente en la etapa (c) estd comprendida entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,0 ml.

La etapa (d) del procedimiento anterior proporciona detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspen-
sién resultante de la etapa (c). Esto se lleva a cabo preferiblemente usando un test en latex como el test Slidex Staph
Plus. Preferiblemente, de 20 a 40 ul de la suspension resultante de la etapa (c) se afiaden a una gota del control y a
continuacién se ensaya usando un test Slidex Staph Plus. Alternativamente, se puede usar un test Staphytect Plus de
Oxoid.

Otra forma de realizacion de la presente invencién proporciona detectar Staphylococcus aureus en una muestra
mediante:

(a) preparar una muestra que comprende un medio y microorganismos, los microorganismos sospechosos de com-
prender Staphylococcus aureus;

(b) mezclar la muestra con una primera disolucién en un recipiente;

(c) separar los microorganismos del medio y un volumen de la primera disolucién y eliminar el medio y el volumen
de la primera disolucion del recipiente;

(d) afiadir una segunda disolucion al recipiente para volver a suspender los microorganismos; y

(e) detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspension resultante de la etapa (d) usando un test de
aglutinacion.

En esta forma de realizacion, el plasma, suero, sangre o componente de la sangre se puede afiadir a la muestra en la
etapa (a) y separar y eliminar del recipiente en la etapa (c) junto con el medio y el volumen de la primera disolucién.

La etapa (a) proporciona la preparacién de una muestra que comprende un medio y microorganismos. El tipo de
muestra a ensayar determinard como se preparard la muestra. Las muestras usadas en este procedimiento y en cualquier
procedimiento para detectar S. aureus de acuerdo con la presente invencién se pueden obtener de cualquier fuente
incluyendo, pero sin limitacién a, sangre, productos sanguineos, tejido, ascites, medios de cultivo, fluidos corporales,
piel, pus, especimenes uro-genitales y heces. Las muestras se pueden obtener para deteccién de alimentos y bebidas;
de productos cosméticos, farmacéuticos, y para el cuidado de la salud; de superficies como suelos, mesas y similares; y
de particulas aéreas, como polen y polvo. La muestra serd una muestra que sea sospechosa de tener microorganismos,
en particular, Staphylococcus aureus. La muestra puede haber sido ya ensayada para la presencia de microorganismos
y haber dado positivo para microorganismos. La muestra a preparar durante la etapa (a) incluye medio. Si la muestra
no tiene medio ninguno, se necesitard afiadir medio a la muestra durante la etapa (a). La cantidad de medio a afiadir a
la muestra durante la etapa (a), si fuera necesario, dependera del nimero estimado de microorganismos en la muestra
y esto serd facilmente determinable por una persona experta en la técnica.

La etapa (b) de esta forma de realizacion proporciona que la muestra y primera disolucién se mezclen en un
recipiente y esto se puede llevar a cabo sometiendo brevemente el recipiente a vortizacion. El recipiente es prefe-
riblemente un tubo cénico. La cantidad de muestra que se puede mezclar con la primera disolucién en la etapa (b)
es de aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 10 ml. Preferiblemente, la cantidad de muestra mezclada con la
primera disolucién en la etapa (b) es aproximadamente de 5,0 ml. La cantidad de la primera disolucién que se puede
mezclar con la muestra en la etapa (b) estd comprendida entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. La
primera disolucién preferiblemente comprende un reactivo alcalino. Los reactivos alcalinos que se pueden usar inclu-
yen, pero no se limitan a, etanolamina, fosfato trisédico, hidréxido sédico e hidréxido potédsico. La primera disolucién
puede también comprender un detergente. Lo mds preferible, la primera disolucién comprende un reactivo alcalino,
un detergente y un agente quelante. Se puede usar cualquiera de los detergentes y agentes quelantes anteriormente
mencionados.

Se prefiere en esta forma de realizacion que la primera disolucién comprenda hidréxido sédico, Triton X-100 y
EDTA. Mas concretamente, la primera disolucién comprende hidréxido sédico 0,2 N, Triton X-100 al 1,0% y EDTA 1
mM. La cantidad de esta primera disolucién que se puede mezclar con la muestra en la etapa (b) estd comprendida entre
aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml. Preferiblemente, la cantidad de esta primera disolucién mezclada con
la muestra en la etapa (b) es aproximadamente de 5,0 ml.

Alternativamente, la primera disolucién puede comprender una disolucién dcida con un pH en el intervalo en-
tre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 5,5. Preferiblemente, la disolucién 4cida comprende acetato o citrato.
Ademés, la disolucidén 4cida preferiblemente comprende uno o mds de lo siguiente: un detergente, una sal, un agente
quelante y un alcohol. Se puede usar cualquiera de los detergentes y agentes quelantes anteriormente mencionados
aunque se prefiere que la disolucién 4cida incluya uno de los detergentes cetrimida o N-docecilsulfobetaina.

Este procedimiento proporciona separar los microorganismos del medio y el volumen de la primera disolucién
y eliminar el medio y el volumen de la primera disolucién del recipiente. Preferiblemente, los microorganismos se
pueden separar del medio y el volumen de la primera disolucién por centrifugacién o filtraciéon. Lo mas preferible,
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los microorganismos se separan del medio y el volumen de la primera disolucién por centrifugacién durante diez (10)
minutos a > 1.000 G para peletizar los microorganismos.

La etapa (d) de este procedimiento proporciona anadir una segunda disolucién al recipiente para volver a suspen-
der los microorganismos. Una vez la segunda disolucién se ha afiadido al recipiente, el recipiente debe someterse a
vortizacion. La cantidad de la segunda disolucién que se puede afiadir al recipiente en la etapa (d) estd comprendida
entre aproximadamente 0,05 ml y aproximadamente 5 ml. Preferiblemente, la segunda disolucién comprende una di-
solucién 4cida y/o un tampé6n como Tris, HEPES, MOPS y fosfato. Los tampones que se pueden usar con la presente
invencion tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 9,0. M4s preferiblemente, los
tampones que se pueden usar con la presente invencién tienen un pKa en el intervalo entre aproximadamente 6,0 y
aproximadamente 8,0. Preferiblemente, la segunda disolucién comprende un detergente y/o una sal. Se puede usar
cualquiera de los detergentes y sales anteriormente mencionados

Se prefiere que la segunda disolucién comprenda Tris, cloruro sédico y Tween 80. Mdas concretamente, la segunda
disoluciéon comprende Tris 0,1 M (pH 7,2), cloruro sédico 0,15 M y Tween 80 al 0,5%. La cantidad de esta segunda
disolucién que se puede afiadir al recipiente en la etapa (d) estd comprendida entre aproximadamente 0,05 y aproxi-
madamente 5 ml. Preferiblemente, la cantidad de esta segunda disolucién afiadida al recipiente en la etapa (d) estd
comprendida entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,0 ml.

La etapa (e) del procedimiento anterior proporciona detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspen-
sion resultante de la etapa (d). Esto se realiza preferiblemente usando un test en latex tal como el test Slidex Staph
Plus. Preferiblemente, de 20 a 40 ul de la suspension resultante de la etapa (d) se afiaden a una gota del control y a
continuacion se ensaya usando un test Slidex Staph Plus. Alternativamente, se puede usar un test Staphytect Plus de
Oxoid.

El término “adsorbente” tal como se usa en los procedimientos de la presente invencion se selecciona preferi-
blemente del grupo anteriormente proporcionado, sin embargo, para los objetivos de esta solicitud, el término “ad-
sorbente” incluye todos los materiales adsorbentes que neutralizan, enlazan, e inhiben sustancias antimicrobianas.
Estos adsorbentes incluyen resinas segin se definen en la Patente de los Estados Unidos 4.632.902, y adsorbentes no
1esinosos.

El término “resina” tal como se usa en el presente documento es un subtipo de adsorbentes, y ademads se define para
incluir resinas naturales y sintéticas, por ejemplo, ion resinas de intercambio i6nico, adsorbentes de resinas poliméricas
no funcionales y, en particular, resinas de poliestireno reticuladas con divinilbenceno.

Los “adsorbentes no resinosos” tal como se usa en el presente documento son otro subtipo de adsorbentes y se
definen como adsorbentes no resinosos y tamices moleculares naturales y sintéticos que se pueden usar para clarificar,
desodorizar, decolorar y filtrar. Algunos de estos adsorbentes no resinosos son los mismos que los usados en la pro-
duccién de antibidticos para retirar los antibidticos del medio de cultivo en el que crecen las bacterias que producen
los antibiéticos.

Estos adsorbentes no resinosos incluyen varias formas de 1) éxido de aluminio (alimina), 2) silicatos de alumi-
nio hidratado nativo coloidal (arcillas), como bentonita, caolin, y tierra de Fuller, 3) silicatos de aluminio alcalinos
cristalinos hidratados (zeolitas de sodio o calcio), 4) silice (gel de silice, perlas de silice) como Davisil, 5) fristulas si-
liceas y fragmentos de varias especies de diatomeas (tierra de infusorios, tierra de diatomeas) como Celite® (Manville
Products Corporation, Denver, Colo., EEUU) y 6) carb6n amorfo (en particular, carb6n activado) como Carboraffin,
Norit® (American Norit Company Inc., Jacksonville, Fla., EEUU), Opocerbyl, y Ultracarbon. También se puede usar
como adsorbente el carb6n activado natural, que se ha usado para evitar los efectos letales de la oxidacién en medio
de transporte y medio de crecimiento. Este medio se ha usado también para el transporte de organismos peligrosos
como Neisseria gonorrhoeae y para el cultivo de especies de Legionella. Los adsorbentes no resinosos no requieren
pretratamiento con un tensioactivo con el fin de activarlos. El tratamiento con tensioactivos puede incluso disminuir
las capacidades de adsorcion de estos materiales.

Muchos de estos adsorbentes no resinosos eliminan sustancias antimicrobianas en cultivo. Los adsorbentes no re-
sinosos preferidos son silicatos de aluminio hidratado nativo coloidal (arcillas), y los grupos de materiales adsorbentes
de los carbonos amorfos (carbén activado) Los materiales adicionalmente preferidos son la tierra de Fuller o el carb6n
activado usados en solitario o en combinacion.

Las muestras usadas en los procedimientos para detectar S. aureus de acuerdo con la presente invencién contienen
medios. Preferiblemente, el medio es medio de cultivo y el medio de cultivo puede incluir medios generalistas como
el caldo de soja triptico, caldo de infusidn de cerebro-corazén, caldo de Columbia, y caldo de Brucella.

En las disoluciones primera y segunda se pueden incluir tensioactivos o potenciadores de la absorcién adecuados,
tal como se ha descrito brevemente con anterioridad. Otros tensioactivos o potenciadores de la absorcién adecuados
que se pueden usar en las disoluciones primera y segunda incluyen, por ejemplo, acido oleico, derivados polioxieti-
lenados de 4cidos grasos, ésteres parciales de sorbitol anhidro, como por ejemplo, Tween 20, polioxil 40 estearato,
polioxietileno 50 estearato, fusiatos, sales biliares, octoxinol y sus combinaciones. Los tensioactivos adecuados inclu-
yen tensioactivos no i6nicos, aniénicos y catiénicos.
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La presente invencién se detalla ademads en el siguiente Ejemplo que se ofrece a efectos de ilustracién y que no se
pretende que limite la invencion en forma alguna. Se utilizan técnicas convencionales bien conocidas en la técnica o
bien técnicas especificas que se detallan a continuacion.

Ejemplo

Se inocularon botellas de cultivo de plastico BacT/ALERT SA (bioMerieux, Inc.) con 10 ml de sangre humana
normal y uno de treinta y tres (33) aislados estafilocécicos (17 S. aureus, 16 adicionales que son aislados no de S.
aureus). Las cepas de ensayo se identificaron usando un instrumento VITEK 2 (bioMerieux, Inc.) y un ensayo de
coagulasa en tubo. Las muestras de caldo de las botellas positivas se mezclaron con un volumen igual de una primera
disolucién (Disolucién A) y se centrifugaron para peletizar los microorganismos. El pelet se volvid a suspender en un
pequeiio volumen de una segunda disolucién (Disolucién B) y se ensayé con los reactivos en latex Slidex Staph Plus.
Las muestras de caldo (10 y 100 ul) se ensayaron también usando el ensayo de coagulasa en tubo. Una descripcién
mas detallada del procedimiento es como sigue:

1. Afiadir 5 ml de una muestra procedente de una botella BacT/ALERT SA positiva a 5 ml de Disolucién A en un
tubo cénico.

2. Mezclar el contenido del tubo y centrifugar durante 10 min a > 1.000G para peletizar los microorganismos.
3. Eliminar todo el sobrenadante.
4. Volver a suspender completamente el pelet en 0,5-1,0 ml de Disolucién B sometiendo el tubo a vortizacién.

5. Afadir 20-40 ul de la suspension bacteriana resultante a 1 gota del control y ensayo usando los reactivos en latex
Slidex Staph Plus (u otro kit comercialmente disponible, por ejemplo, Staphytect Plus de Oxoid).

6. Leer la reaccidn en el latex de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La disolucién A inclufa NaOH 0,2N, Triton X-100 al 1,0% y EDTA 1mM, y la Disolucién B incluia Tris 0,1M pH
7,2, NaCl 0,15M y Tween 80 al 0,5%. Otros compuestos fuertemente basicos como etanolamina, hidréxido potésico
y fosfato trisédico se pueden sustituir por hidréxido sédico.

Los resultados de este experimento se muestran a continuacion en la Tabla 1. En particular, la Tabla 1 muestra los
resultados del ensayo directo de cultivos positivos de sangre SA con el ensayo Slidex Staph Plus Latex. Las reacciones
en latex se clasificaron con una reactividad de 1+ a 4+ segtin se describe en las instrucciones del fabricante.

Se prepararon también suspensiones a partir de unas pocas cepas de of S. aureus y S. epidermidis usando un
procedimiento de centrifugacién en dos etapas y un procedimiento de centrifugacién en cuatro etapas. Para el primer
procedimiento, se centrifugaron aproximadamente 7 ml de caldo, a continuacidn se elimind la parte superior, se afiadié
solucidn salina y el caldo se centrifugd de nuevo y se volvié a suspender en un pequefio volumen de solucién salina.
El Segundo procedimiento implica preparar el pelet con solucién salina seguido por dos lavados con agua destilada,
volviendo a suspender el pelet final en solucién salina. Los pelet del caldo de cada procedimiento de centrifugacion se
ensayaron con los reactivos en latex Slidex Staph Plus. La Tabla 2 muestra los resultados de una comparacién directa
del procedimiento novedoso de la presente invencion con los procedimientos de centrifugacién en 2 etapas y en 4
etapas.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2
Procedimiento Centrifugacion
novedoso diferencial tradicional
_ . Tiempo de | Resultado en | Resultado | Resultado
Designacién . . ) ] . )
de la cepa Vitek 2 1D deteccion latex, tampoén | en latex, 2 | en latex, 4
en BTA A/B etapas etapas
ATCC 25923 S. aureus 12,8 2+ neg neg
ATCC 12600 | S. aureus. 11,5 4+ neg neg
ATCC 29213 | S. aureus 11,7 3+ neg neg
D14906 S. aureus 13,7 3+ neg neg
D15077 S. aureus 13,8 1,5+ neg neg
Promedio = 12,7 2,7+ neg neg
ATCC 12228 S. epidermidis 16,8 neg neg neg
ATCC 14990 | S. epidermidis 16,5 neg neg neg
ATCC 49134 S. epidermidis 18,8 neg neg neg
71701B S. epidermidis 17,7 neg neg neg
72501B S. epidermidis 16,3 neg neg neg
Promedio = 17,2 neg neg neg

Como es evidente de las Tablas 1y 2, las reacciones positivas de S. aureus en litex fueron visibles para todas las
suspensiones de S. aureus preparadas usando las soluciones descritas, pero no todas las cepas de S. aureus ensayadas
fueron no reactivas dando como resultado un 100% de sensibilidad y especificidad. Los resultados en latex estuvieron
disponibles en aproximadamente 15 minutos. Las suspensiones de S. aureus preparadas usando el procedimiento tra-
dicional de centrifugacién diferencial fueron negativas. Los resultados en latex estuvieron completamente de acuerdo
con los resultados de coagulasa en tubo y VITEK 2.

El procedimiento descrito y usado en este experimento proporciona un procedimiento ripido y barato para el
procesado de botellas de cultivo de sangre convencionales BacT/ALERT con soluciones, mejorando espectacularmente
la sensibilidad de un test en latex rapido para S. aureus. El procedimiento descrito permite confirmar S. aureus alos 15
minutos de obtener el resultado de la cepa gran de una botella de cultivo de sangre BacT/ALERT positiva y proporciona
direccién para un ensayo de susceptibilidad y en consecuencia ayudar a la recuperacién del paciente.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para detectar Staphylococcus aureus en una muestra, caracterizado porque comprende:
(a) mezclar una muestra que comprende un medio y microorganismos con una primera disolucién que comprende
un reactivo alcalino, un detergente y un agente quelante en un recipiente, dichos microorganismos sospechosos de

comprender Staphylococcus aureus;

(b) separar dichos microorganismos de dicho medio y un volumen de dicha primera disolucién y retirar dicho
medio y el volumen de dicha primera disolucién de dicho recipiente;

(c) afiadir una segunda disolucién que comprende una disolucién 4cida y/o un tamp6n, un detergente y una sal a
dicho recipiente para volver a suspender dichos microorganismos; y

(d) detectar Staphylococcus aureus en la suspension resultante de (c) usando un test de aglutinacién.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que de 0,1 a 10 ml de la dicha muestra se mezclan
con la dicha primera disolucién en (a).

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que de 0,1 a 10 ml de la dicha primera disolucién se
mezclan con la dicha muestra en (a).

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que la dicha primera disoluciéon comprende hidréxido
sodico, Triton X-100 y EDTA.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4 en el que de 0,1 a 10 ml de la dicha primera disolucién se
mezclan con la dicha muestra en (a).

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que la dicha segunda disoluciéon comprende Tris,
cloruro sédico y Tween 80.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6 en el que de 0,5 a 5 ml de la dicha segunda disolucién se
afiaden a dicho recipiente en (c).

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que plasma, suero, sangre o un componente de la
sangre se mezclan con la dicha muestra y la dicha primera disolucién en (a).

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que el dicho test de aglutinacién es un test Slidex
Staph Plus.

10. Un procedimiento para detectar Staphylococcus aureus en una muestra caracterizado porque comprende:

(a) preparar una muestra que comprende un medio, microorganismos y plasma, suero, sangre o un componente de
la sangre, dichos microorganismos sospechosos de comprender Staphylococcus aureus;

(b) mezclar la dicha muestra con una primera disolucién que comprende un reactivo alcalino, un detergente y un
agente quelante en un recipiente;

(c) separar dichos microorganismos de dicho medio, un volumen de dicha primera disolucién y un volumen de
dicho plasma, suero, sangre o componente de la sangre y retirar dicho medio, el volumen de dicha primera disolucién
y el volumen de dicho plasma, suero, sangre o componente de la sangre de dicho recipiente;

(d) afadir una segunda disolucién que comprende una disolucién dcida y/o un tampoén, un detergente y una sal a
dicho recipiente para volver a suspender dichos microorganismos; y

(e) detectar la presencia de Staphylococcus aureus en la suspension resultante de (d) usando un test de aglutinacion.

11. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10 en el que de 0,1 a 10 ml de la dicha muestra se mezclan
con la dicha primera disolucién en (b).

12. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacioén 10 en el que de 0,1 a 10 ml de la dicha primera disolucién
se mezclan con la dicha muestra en (b).

13. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10 en el que la dicha primera disolucién comprende hidré-
xido sédico, Triton X-100 y EDTA.
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14. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13 en el que de 0,1 a 10 ml de la dicha primera disolucién
se mezclan con la dicha muestra en (b).

15. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10 en el que la dicha segunda disolucién comprende Tris,
cloruro sdédico y Tween 80.

16. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15 en el que de 0,05 a 5 ml de la dicha segunda disolucién
se afiaden a dicho recipiente en (d).

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10 en el que de 0,05 a 5 ml de la dicha segunda disolucién
se afiaden a dicho recipiente en (d).

18. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10 en el que el dicho test de aglutinacién es un test Slidex
Staph Plus.
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