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KIT Y METODO DE DETECCION RAPIDA DE BACTERIAS RESISTENTES A LAS
COMBINACIONES DE ANTIBIOTICO B-LACTAMICO CON UN INHIBIDOR DE B-
LACTAMASA, Y DE LA RESISTENCIA DE EXPECTRO EXTENDIDO A LOS B-
LACTAMICOS EN AISLADOS CLINICOS.

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a kits y métodos para la deteccion de ausencia o presencia
de B-lactamasa, tales como penicilinasa, cefalosporinasa o carbapenemasa, en una muestra
asi como a un método la resistencia de espectro extendido a los B-lactamicos en aislados

clinicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La resistencia microbiana a los antibiéticos (RMA) constituye un serio problema a nivel
mundial (O’Neill, 2016; WHO, 2017). La RMA es un proceso natural que se ha observado
desde el descubrimiento de los primeros antibiéticos (Alés, 2015). El uso excesivo e
indiscriminado de antibidticos, ha acelerado la aparicién y propagacién de la resistencia
bacteriana a los antibi6ticos a nivel mundial. Como resultado, los tratamientos disponibles se
vuelven ineficaces frente a estas bacterias resistentes. Se ha estimado que, de seguir asi, el
numero de muertes por bacterias multirresistentes en el ano 2050 llegara a ser de 10 millones
de personas al afo, superando asi a las muertes por cancer (O’Neill, 2016). En consecuencia,
el desarrollo de nuevas estrategias para enfrentar este peligro inminente se ha convertido en
una prioridad urgente para la OMS y muchos gobiernos. Estas estrategias incluyen
regulaciones mas estrictas sobre el uso de antibidticos, para minimizar la aparicién de
resistencia a los antibiéticos, y la financiacion de investigacion para el desarrollo de nuevos
farmacos antibacterianos. Ademas, la deteccidn y caracterizacién rapida de bacterias
resistentes a antibiéticos mediante el uso de técnicas fiables tiene una gran importancia tanto

en el tratamiento de las infecciones como en el control de la propagacion de estos aislados.

E. coli es uno de los patégenos mas importantes en los seres humanos. Entre las bacterias
gramnegativas, E. coli es la principal responsable de infecciones del torrente sanguineo e
infecciones del tracto urinario. Para el tratamiento de las infecciones causadas por E. coli se

utilizan los antibiéticos B-lactamicos con inhibidores de pB-lactamasa (BL/IBL), como
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ampicilina/sulbactam, amoxicilina/clavulanico o piperacilina/tazobactam. Sin embargo, el uso
excesivo e indiscriminado de esta familia de antibioticos esta produciendo la aparicion de
cepas resistentes y la disminucion de la eficacia de los tratamientos disponibles. Asimismo, la
aplicacion inadecuada de antibiéticos puede dar la oportunidad a las bacterias de modular su

propia patogenicidad y/o resistencia (Adamus-Bialek et al., 2019).

En la practica clinica diaria, las muestras procedentes de pacientes con posibles infecciones
intraabdominales y del torrente sanguineo son inoculadas en frascos de hemocultivo, los
cuales se incuban en un sistema automatico que detecta el crecimiento bacteriano. En
aquellos frascos que resulten con crecimientos positivos, se procede a realizar una
identificacion del microorganismo y un perfil de resistencia a diferentes antibioticos. Esta
informacidn le permitira al clinico decidir qué tratamiento es el mas adecuado. En la actualidad,
se necesitan mas de 24 h para llevar a cabo este proceso. Para optimizar este proceso, se
requiere de un método rapido, sencillo y facil de interpretar, que detecte bacterias resistentes
alos BL/IBL (Burnham et al., 2017; Sommer et al., 2017).

Recientemente, con el objetivo de cubrir esta necesidad, varios grupos de investigacién estan
desarrollando nuevos métodos para la deteccién de cepas E. coli resistentes a ampicilina (Lee
at al., 2019; Pitruzzello et al., 2019). La implementacion de estos nuevos métodos en la
practica clinica podria suponer un gran avance en la deteccion de variantes resistentes. Sin
embargo, estas técnicas actualmente no son factibles debido a su alto coste y la necesidad

de personal cualificado para desarrollarlas e interpretarlas.

Por ello, es necesario desarrollar un nuevo método capaz de detectar cepas de bacterias de
la familia Enterobacteriaceae, y en concreto de E. coli, resistentes a piperacilina/tazobactam
(P/T) y cepas que pueden desarrollar una resistencia de espectro extendido a los BL/IBL
(REEI) debido a una exposicién ineficaz a los BL/IBL, mediante un test rapido, sencillo y

barato.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig.1. Método de deteccidn de resistencia de espectro extendido a los B-lactamicos con

inhibidores de p-lactamasas (REEI).
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Fig.2. Tiempo de deteccién en cepas resistentes a P/T y sensibles al mismo, pero con

capacidad de desarrollar REEI. S: sensible, R: resistente, P/T: piperacilina/tazobactam.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado un método que solo necesita aproximadamente 10 min para
detectar aislados resistentes, y un maximo de 2 h para identificar aislados que puedan
desarrollar una REEI. Estos tiempos de deteccion son un gran avance si se comparan con las
24 h que se necesita actualmente. La deteccién temprana de estas resistencias, con
resultados obtenidos durante el mismo dia del crecimiento bacteriano, permitiria una mejor
optimizacion en el uso de los antibidticos BL/IBL, la toma de decision del tratamiento y el
manejo del paciente. Su implementacion en la practica clinica seria viable, debido a su facil
preparacién y ejecucion, sin la necesidad de reactivos ni aparatos especiales, y con la ventaja
de que la solucion de ampicilina/sulbactam es bastante estable en el tiempo. Ademas la
implementacion del nuevo método en la practica clinica no produciria un gran aumento de los

costes totales del proceso.

El test desarrollado en este estudio es capaz, tanto de detectar resistencias, como de

identificar un posible desarrollo de REEI por un uso inadecuado del antibidtico.

METODO PARA DETECTAR RESISTENACIAS A INHIBIDORES DE B-LACTAMASAS

Un primer aspecto de la invencion se refiere a un método de identificacion de aislados
bacterianos resistentes a las combinaciones de antibiético B-lactamico con un inhibidor de B-
lactamasa, capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico de una combinacién de un antibiético -
lactdmico con un inhibidor de B-lactamasa (BL/IBL), de ahora en adelante primer método de
la invencién, que comprende la deteccion de los protones que se desprenden del anillo B-

lactamico.

Preferiblemente la combinacidon BL/IBL se selecciona de la lista que consiste en:
ampicilina/sulbactam, amoxicilina/clavulanico, piperacilina/tazobactam, o cualquiera e sus

combinaciones.

Piperacilina/tazobactam es un antibiético de amplio espectro recomendado para el tratamiento

empirico de las infecciones graves, como sepsis o infeccidn intraabdominal. Sin embargo, el



10

15

20

25

30

WO 2020/254711 4 PCT/ES2020/070406

uso abusivo de este antimicrobiano esta llevando a la aparicion de cepas resistentes al mismo.

Por tanto, aun mas preferiblemente, la combinacioén BL/IBL es piperacilina/tazobactam.

En otra realizacidon preferida de este aspecto de la invencién, la deteccidén se realiza en un
hemocultivo o en un liquido corporal, preferiblemente un liquido corporal inoculado en frascos

de hemocultivo.

En otra realizacion preferida la deteccion de los protones se realiza mediante un indicador de

cambio de pH.

El método de la invencidén permite identificar aislados capaces de hidrolizar el anillo B-
lactamico del antibidtico, llevada a cabo por la enzima B-lactamasa. Para ello, se realizé un
ensayo enzimatico colorimétrico utilizando el rojo fenol. El rojo fenol es un indicador de pH
gque vira a tonalidades naranjas y amarillas cuando el medio se acidifica. Por lo tanto, la
presencia de una enzima B-lactamasa, hidroliza el anillo B-lactdmico del antibidtico, se
desprenden protones que acidifican el medio, y se puede visualizar un cambio de color a
tonalidades amairillas. Por el contrario, si no hay enzima, el medio se mantiene con el mismo

pH y no cambia de color (tonalidad rojo-rosa).

Por ejemplo, los métodos colorimétricos que permite detectar la hidrélisis del antibidtico
mediante el cambio de color en el medio (de rosa a amarillo), como resultado de la

disminucién del pH tras la accién de la B-lactamasa.

Por tanto, en una realizacidn preferible de este aspecto de la invencién, el cambio de pH se
mide mediante un método colorimétrico. Mas preferiblemente, el método colorimétrico es un

método enzimatico con rojo fenol.

El tiempo que tarda en cambiar de color el medio va a indicar si el aislado clinico presenta
resistencia a piperacilina/tazobactam (€10 minutos) o posible adquisicién de resistencia al

mismo (entre 11 y 120 minutos).
El método de deteccion se llevd a cabo tanto a las 6-8 horas como a las 24 horas.

La deteccidbn temprana de este mecanismo, en aislados de E. coli resistentes o
potencialmente resistentes a piperacilina/tazobactam es fundamental, para poder establecer
un tratamiento antibiético adecuado de las infecciones graves, especialmente durante las

primeras 24 horas, momento en el que el uso de piperacilina/tazobactam tiene especial
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relevancia, evitando asi un posible fracaso terapéutico por la presencia de bacterias

resistentes.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, los aislados bacterianos son del
orden Enterobacteriales, preferiblemente de la familia Enterobacteriaceae y aun mas
preferiblemente de género Escherichia. Aun mas preferiblemente son de la especie

Escherichia coll.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, los aislados bacterianos son del
orden Enterobacteriales, preferiblemente de la familia Enterobacteriaceae y aun mas
preferiblemente de género Klebsiella. Mas preferiblemente son de la especie que se
selecciona de la lista que consiste en: Klebsiella aerogenes, Klebsiella africana, Klebsiella
granulomatis, Klebsiella grimontii, Klebsiella huaxiensis, Klebsiella kielensis, Klebsiella
michiganensis, Klebsiella milletis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pasteurii, Klebsiella
planticola, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella quasipneumoniae, Klebsiella quasivariicola,
Klebsiella senegalensis, Klebsiella spallanzanii, Klebsiella steroids, Klebsiella variicola o

cualquiera de sus combinaciones.

En los servicios de Microbiologia, es frecuente observar un patrén de resistencia gradual y
unidireccional a los BL/IBL en E. coli, que se extiende desde ampicilina/sulbactam hasta
piperacilina/tazobactam, pasando por amoxicilina/clavulanico. De esta forma, un aislado de E.
coli puede presentar diferentes fenotipos de resistencia: 1) RSS, resistente a
ampicilina/sulbactam pero sensible a amoxicilina/clavulanico y piperacilina/tazobactam, 2)
RRS, resistente a ampicilina/sulbactam y amoxicilina/clavulanico pero sensible a
piperacilina/tazobactam, y 3) RRR, resistente a ampicilina/sulbactam, amoxicilina/clavulanico
y piperacilina/tazobactam. Se ha demostrado la capacidad que tiene E. coli para adquirir
resistencia a las tres combinaciones de antibidticos (RRR) a partir de aislados que presentan
un bajo nivel de resistencia a los mismos (fenotipo RSS o RRS). Estos resultados han
permitido describir un nuevo fendmeno en E. coli: el desarrollo de resistencia de espectro
extendido a los BL/IBL (REEI).

La deteccidbn temprana de este mecanismo, en aislados de E. coli resistentes o
potencialmente resistentes a piperacilina/tazobactam es fundamental, para poder establecer
un tratamiento antibiético adecuado de las infecciones graves, especialmente durante las
primeras 24 horas, momento en el que el uso de piperacilina/tazobactam tiene especial
relevancia, evitando asi un posible fracaso terapéutico por la presencia de bacterias

resistentes.
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METODO PARA DETECTAR RESISTENACIAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

La combinacién de B-lactdmicos con inhibidores de B-lactamasa (BL/IBL) representa la
principal estrategia para combatir la resistencia bacteriana frente a estos antibidticos. El uso
de estos antibidticos permite hacer frente a las infecciones urinarias, intraabdominales y del
torrente sanguineo provocadas por Escherichia coli. Sin embargo, el uso excesivo e
indiscriminado de estos BL/IBL (ampicilina/sulbactam, amoxicilina/clavulanico vy
piperacilina/tazobactam) ha producido la aparicidn de variantes resistentes. Actualmente, no
existen métodos disponibles en la practica clinica que identifiquen rapidamente aislados
resistentes y/o que puedan desarrollar una posible resistencia a los BL/IBL, causando en
muchas ocasiones el fracaso terapéutico. Por ello, el objetivo de este trabajo es desarrollar y
validar un método capaz de detectar cepas de E. coli resistentes a piperacilina/tazobactam y
cepas que pueden a desarrollar una resistencia a las tres combinaciones de BL/IBL
‘resistencia de espectro extendido a los BL/IBL” (REEI). Los resultados obtenidos en este
trabajo demuestran la eficacia y sensibilidad del método de deteccién desarrollado, mostrando
un gran potencial en su posible aplicacion clinica, lo que provocaria una reduccién en costes

innecesarios, tratamientos inefectivos y el uso inadecuado de los BL/IBL.

En los servicios de Microbiologia, es frecuente observar un patrén de resistencia gradual y
unidireccional a los BL/IBL en E. coli, que se extiende desde ampicilina/sulbactam hasta
piperacilina/tazobactam, pasando por amoxicilina/clavulanico. De esta forma, un aislado de E.
coli puede presentar diferentes fenotipos de resistencia: 1) RSS, resistente a
ampicilina/sulbactam pero sensible a amoxicilina/clavulanico y piperacilina/tazobactam, 2)
RRS, resistente a ampicilina/sulbactam y amoxicilina/clavulanico pero sensible a
piperacilina/tazobactam, y 3) RRR, resistente a ampicilina/sulbactam, amoxicilina/clavulanico
y piperacilina/tazobactam. En un estudio realizado en el grupo de Enfermedades Infecciosas
en el Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS), se ha demostrado la capacidad que tiene E.
coli para adquirir resistencia a las tres combinaciones de antibidéticos (RRR) a partir de
aislados que presentan un bajo nivel de resistencia a los mismos (fenotipo RSS o RRS). Estos

resultados han permitido describir un nuevo fenémeno en E. coli: el desarrollo de REEI.

La relevancia clinica de este fendmeno hace que sea de especial importancia la identificacién
temprana de aislados clinicos tanto resistentes a piperacilina/tazobactam, en los que el
tratamiento empirico con este antibidtico no seria apropiado, como aquellos sensibles a

piperacilina/tazobactam, pero que puedan desarrollar una REEI, en los que el tratamiento con
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piperacilina/tazobactam podria llevar a un posible fracaso terapéutico por adquisiciéon de
resistencia al mismo. Sin embargo, actualmente no se dispone de ningun método que pueda
detectar rapidamente si un aislado clinico de E. coli es resistente a piperacilina/tazobactam

y/o puede desarrollar una REEI.

1) la resistencia a piperacilina/tazobactam mediada por B-lactamasas conlleva también una

resistencia a ampicilina/sulbactam y

2) el desarrollo de una REEI siempre comienza por una resistencia a ampicilina/sulbactam, lo
que nos permite detectar hidrdlisis del antibiético, aunque el aislado sea sensible a

piperacilina/tazobactam, evitando asi falsos negativos.

Por tanto, un segundo aspecto de la invencion se refiere a un método para determinar la
capacidad de desarrollo de resistencia de espectro extendido a los pB-lactamicos (REEI), de
ahora en adelante segundo método de la invencién, que comprende inducir un proceso de
presién antibidtica en aquellos aislados que presenten un bajo nivel de resistencia a BL/IBL

(RSS y RRS), identificados por el primer método de la invencion.
Preferiblemente el segundo método de la invencién comprende:

a) inocular concentraciones subinhibitorias de piperacilina/tazobactam (ratio 8:1),
correspondientes a concentraciones una dilucién por debajo de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) en los aislados que presenten un bajo nivel de resistencia a BL/IBL (RSS 'y

RRS), identificados por el método segun las reivindicaciones 1-10,

b) repetir el proceso hasta alcanzar la concentracion de 256/32 mg/L de

piperacilina/tazobactam, o hasta la concentracién que no permitia el crecimiento bacteriano,

y

¢) cultivar los aislados clinicos presionados en cada una de las concentraciones de

piperacilina/tazobactam para su determinacion posterior.

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), también llamadas B-lactamasas de espectro
ampliado (BLEA), son enzimas producidas por bacilos gramnegativos fundamentalmente
enterobacterias, con mas frecuencia por E. coli y Klebsiella pneumoniae. Son capaces de
inactivar ademas de a las penicilinas y a las cefalosporinas de primera y segunda generacion,
a las oximino-cefalosporinas y al aztreonam. El primer aislamiento tuvo lugar en Alemania en

1983 a partir de una cepa de K. Ozaenae recibiendo el nombre de SHV-2. En Espafa la
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primera se describié en 1988. Las BLEE «clasicas» derivan de las B-lactamasas de amplio
espectro del grupo 2b (TEM-1, TEM-2, y SHV-1) de la clasificacion de Bush, Jacoby y

Medeiros; poseen actividad penicilinasa y pueden ser inhibidas por el acido clavulanico.

KIT O DISPOSITIVO DE LA INVENCION

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un Kit o dispositivo para identificar aislados
bacterianos resistentes a las combinaciones de antibiético B-lactdmico con un inhibidor de B-
lactamasa, de ahora en adelante kit o dispositivo de la invencion, que comprende medios para

la deteccidn de los protones que se desprenden del anillo B-lactamico.

Preferiblemente el o dispositivo de la invencién comprende medios para identificar el pH del

medio, y aun mas preferiblemente son medios colorimétricos.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién los reactivos colorimétricos se

seleccionan de entre rojo fenol, azul de bromotimol y mas preferiblemente es rojo fenol.

AUTOMATIZACION DE LOS METODOS DE LA INVENCION IMPLEMENTANDOLOQO EN UN
PROGRAMA DE ORDENADOR

Otro aspecto de la invencion se refiere a un programa de ordenador que comprende
instrucciones para realizar el procedimiento de acuerdo con cualquiera de los métodos de la

invencion.

En particular, la invenciéon abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro de una
portadora. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de soportar el
programa. Como variante, la portadora podria ser un circuito integrado en el que va incluido
el programa y que se haya adaptado para ejecutar, o para ser utilizado en la ejecucion de los

procesos correspondientes.

Por ejemplo, los programas podrian estar incorporados en un medio de almacenamiento,
como una memoria ROM, una memoria CD ROM o una memoria ROM de semiconductor, una
memoria USB, o un soporte de grabacion magnética, por ejemplo, un disco flexible o un disco

duro. Alternativamente, los programas podrian estar soportados en una sefal portadora
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transmisible; por ejemplo, podria tratarse de una senal eléctrica u oOptica que podria

transportarse a través de cable eléctrico u 6ptico, por radio o por cualesquiera otros medios.

La invencion se extiende también a programas de ordenador adaptados para que cualquier
medio de procesamiento pueda llevar a la practica los métodos de lainvencién. Los programas

de ordenador también abarcan aplicaciones en la nube basadas en dicho procedimiento.

Otros aspectos de la invencidn se refieren al medio de almacenamiento legible y a la sefial
transmisible que comprende instrucciones de programa necesarias para la ejecucién del

método de invencién por un ordenador.

A lo largo de la descripcion 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 invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.
TEXTO LIBRE DE LA LISTA DE SECUENCIAS
SEQ ID NO: 1

<223> blaTEM Forward

SEQ ID NO: 2

<223> blaTEM Reverse

SEQ ID NO: 3

<223> blaOXA-1 Forward

SEQ ID NO: 4

<223> blaOXA-1 Reverse

SEQ ID NO: 5

<223> blaSHV Forward

SEQ ID NO: 6

<223> blaSHV Reverse
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EJEMPLOS DE LA INVENCION

MATERIALES Y METODOS

Aislados clinicos

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron 115 aislados clinicos de Escherichia coli
obtenidos a partir de muestras de sangre y muestras intraabdominales de pacientes con
bacteriemia o infeccidén intraabdominal ingresados en el Hospital Universitario Virgen del
Rocio, Sevilla (Tabla 1-3). Para todos los experimentos se utilizé como referencia la cepa de
coleccion E. coli ATCC 25922.

Ensayos de sensibilidad antimicrobiana

Previamente a este trabajo, se determinaron los perfiles de resistencia a ampicilina/sulbactam,
amoxicilina/clavulanico y piperacilina/tazobactam mediante el método de microdiluciéon en
caldo a través del sistema semi-automatizado MicroScan Walk Away NM44 panels (Beckman
Coulter, Inc., USA) (Tabla 1-3). La seleccion de los aislados clinicos de E. coli para este
estudio se realizd teniendo en cuenta estos perfiles de resistencia a los BL/IBL (SSS, RSS,
RRS, RRR). Posteriormente se confirmd la concentracion minima inhibitoria (CMI) de estos
aislados a piperacilina/tazobactam mediante el método estandar de microdilucién en caldo
Mueller Hinton Broth (MHB) (Sigma-Aldrich, Spain), recomendado por el Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) (CLSI 2015, 2019). La combinacién
piperacilina/tazobactam se utilizd en un ratio de 8:1 en lugar de una concentracién de
tazobactam fija a 4 mg/L (como recomienda el CLSI). Esta modificacién se ha hecho en base
a que este cociente permite obtener una relacidén entre piperacilina y tazobactam mas similar
a la alcanzada en el cuerpo humano tras una dosis de piperacilina/tazobactam. Para realizar
las diluciones se utilizaron placas Microtiter con pocillos en fondo “U” y se realizaron diluciones
seriadas con concentraciones de piperacilina/tazobactam comprendidas entre 0,125/0,015-
512/64 mg/L. Los indculos bacterianos se prepararon a partir de suspensiones a 0,5 en la
escala de McFarland (1x10® unidades formadoras de colonia (UFC)/mL), y realizando
diluciones hasta obtener una concentracion final en la placa de 5x10° UFC/mL.

Posteriormente, la placa se incub6 a 37°C durante 18-20 horas y se procedié a la lectura de
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la misma. La sensibilidad de los aislados clinicos se realizé en los aislados originales (aisladas
del paciente y sin haber sido sometidas a presidén antibidtica con piperacilina/tazobactam) vy,
posteriormente, en estos mismos aislados presionados con concentraciones crecientes de

piperacilina/tazobactam (ver seccién Presiéon Antibiética).

Método de deteccién de resistencia de espectro extendido a los B-lactamicos en

combinacién con inhibidores de B-lactamasas (REEI)

Se realizd un disefio basado en un ensayo colorimétrico. El fundamento de este test esta
basado en la capacidad de poner de manifiesto la hidrélisis del anillo R-lactamico por parte de
la betalactamasa. Esta hidrélisis produce la acidificacion del medio, la cual puede ser

detectada mediante la adicién de un indicador de pH, como el rojo fenol.

Para el desarrollo del método de deteccién, se inocularon los aislados clinicos a testar en
diferentes frascos de hemocultivos (BACTECTM Standard/10Aerobic/F y BACTECTM
Lytic/10Anerobic/F, Becton Dickinson, Estados Unidos) a una concentracion de 1x10°
UFC/mL, y se incubaron a 37°C con agitacion a 180 rpm durante 6-8 y 24 horas. Transcurridos
estos tiempos, se procedié al procesamiento de las muestras y la validacién del método de
deteccién. Para ello, se cogieron 2 mL de suspension bacteriana crecida en el hemocultivo,
se pasaron a un tubo Eppendorf y se centrifugd a 10.000 rpm durante 2 minutos.
Posteriormente, se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 1 mL de suero
fisiologico. De nuevo, la muestra se centrifugo a 10.000 rpm durante 2 minutos y se elimind el
sobrenadante. Después, el pellet se resuspendié en 100 uL de buffer de lisis B-PER I
(Bacterial Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y se incubo
a 37°C durante 30 minutos. Pasado este tiempo se procedié a centrifugar nuevamente la
muestra a 10.000 rpm durante 2 minutos. Posteriormente, en una placa multipocillo de fondo
plano, se anadieron 30 L del sobrenadante a una solucién de 195 uL compuesta por 190 uL
de ampicilina (3 mg/mL) + sulbactam (4 ug/mL) + 5 uL de rojo fenol al 0,5% v/v. Finalmente,
la placa se incubé a 37°C durante 120 minutos, con lectura cada 10 minutos (Figura 1). Para
interpretar los resultados, se consideré como resultado positivo aquellas muestras con el

minimo cambio de color con respecto al control negativo.

Cabe destacar que, aunque el test estd disehado para detectar tanto la resistencia a
piperacilina/tazobactam como el posible desarrollo de una REEI, el antibidtico utilizado en el

mismo es ampicilina/sulbactam en lugar de piperacilina/tazobactam. Esto es debido a dos
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motivos: 1) la resistencia a piperacilina/tazobactammediada por p-lactamasas conlleva
también una resistencia a ampicilina/sulbactam y 2) el desarrollo de una REEI siempre
comienza por una resistencia a ampicilina/sulbactam, lo que nos permite detectar hidrélisis
del antibidtico, aunque el aislado sea sensible a piperacilina/tazobactam, evitando asi falsos

negativos.

Presion antibidtica

Con el objetivo de determinar la capacidad de desarrollo de REEI en aquellos aislados con
bajo nivel de resistencia a BL/IBL (RSS y RRS) en los que el test ha resultado positivo, se
procedié a aplicar el método de presidén antibiética. Para iniciar el proceso de presion
antibiética y asegurar un crecimiento adecuado, se utilizaron las concentraciones sub-
inhibitorias de piperacilina/tazobactam (ratio 8:1), correspondientes a concentraciones una
dilucién por debajo de la CMI. Para ello, se inocularon los diferentes aislados en tubos Falcon,
que contenian 10 mL de MHB (Sigma-Aldrich, Espana) y piperacilina/tazobactama la
concentracion adecuada, con una suspension bacteriana ajustada a 1x10° UFC/mL.
Posteriormente se incubaron a 37°C con agitacién a 180 rpm durante 18-20 h. Transcurrido
este tiempo, en los cultivos con crecimiento positivo se volvié a repetir la inoculaciéon con 1x10°
UFC/mL de suspensidn bacteriana en medio con una concentracion 2 veces mayor de P/T.
Este proceso se repitid hasta alcanzar la concentracion de 256/32 mg/L de P/T, o hasta la
concentracion que no permitia el crecimiento bacteriano. En cada una de las concentraciones
de P/T, los aislados clinicos presionados se cultivaron en placas de agar sangre (Thermo

Fisher Diagnostics, Espafa) a 37°C para realizar determinaciones posteriores (p. ej.. CMIs).

Extracciéon de ADN, PCR, purificaciéon, secuenciaciéon y ensamblaje

Para determinar posibles mecanismos de resistencia antibidtica presentes en los aislados
bacterianos de este estudio, se determiné la presencia de los genes que codifican las B-
lactamasas mas comunes (blatem, blaoxa-1y blasny) en los aislados analizados. Para ello, los
genes codificantes de estas B-lactamasas fueron caracterizados utilizando cebadores
especificos para blatem (Forward: 5-ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG, Reverse: 5-CTG ACA
GTT ACC AAT GCT TA), blaoxa-1 (Forward: 5-GGA TAA AAC CCC CAA AGG AA-3', Reverse:
5-TGC ACC AGT TTT CCC ATA CA-3’), y blasnv (Forward: 5-GGG TTATTC TTATTT GTC
GC, Reverse: 5-TTAGCG TTG CCA GTG CTC).
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En primer lugar, se realiz6 la extraccidon de ADN bacteriano con una suspensiéon de varias
colonias frescas de la bacteria en un tubo Eppendorf en agua Milli-Q a 96°C durante 10
minutos. A continuacion, se preparo la reaccion de PCR que contenia 10 yL de tampdn de
PCR, 2,5 pL de cada cebador, 0,5 pL de polimerasa MyTaq y 29,5 uL de agua Milli-Q. Se
afnadieron 5 pL del sobrenadante del ADN extraido a la reaccién de PCR, con un volumen
final de 50 uL. Se utilizé un termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos) con el siguiente programa para la amplificacion de los
respectivos genes: un ciclo de desnaturalizaciéon de 4 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos
de amplificacion de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C para blatem, 46°C para blaoxa-1
y 62°C para blasnv, y 1 minuto y 15 segundos a 72°C, y un ciclo de extensién final de 7 minutos
a 72°C. Se realiz6é una comprobacion de la amplificacion del gen mediante electroforesis en
gel de agarosa (1%) y la visualizacién de la banda generada con un tamaro correspondiente
al gen de estudio. Para la secuenciacién del gen, se purificaron los productos de PCR
utilizando E.Z.N.A. Gel extraction kit 02500-02 (OMEGA bio.tek, Estados Unidos). Las
secuencias se analizaron en el servicio de gendmica y secuenciacion del Instituto de
Biomedicina de Sevilla equipado con el secuenciador Sanger ABI3500 Genetic 121 Analyzer
(Applied Biosystems, Foster, VA, Estados Unidos). Las secuencias se analizaron utilizando el
software SnapGene® Viewer 272 vy los servicios de Internet de BLAST
(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

Validacion del método de deteccion

Los parametros estadisticos de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo fueron utilizados en la determinacion de la validez del método de deteccidn

desarrollado y puesto a punto en este trabajo.

La sensibilidad se define como: Verdaderos Positivos / (Verdaderos Positivos + Falsos

Negativos).

La especificidad se define como: Verdaderos Negativos / (Verdaderos Negativos + Falsos

Positivos)

El valor predictivo positivo (VPP) se define como: Verdaderos Positivos / (Verdaderos

Positivos + Falsos Positivos)
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El valor predictivo negativo (VPN) se define como: Verdaderos Negativos / (Verdaderos

Negativos + Falsos Negativos)

RESULTADOS
Sensibilidad antimicrobiana en los aislados clinicos de Escherichia coli

Los perfiles de resistencia de los aislados clinicos que se han utilizado en este estudio fueron
previamente analizados (Tabla 1-3). Estos resultados permitieron seleccionar 115 E. coli con
diferentes perfiles de resistencia para desarrollar y validar el método de deteccién de estudio.
La evaluacién de la sensibilidad a piperacilina/tazobactam por el método de microdilucién en
caldo, confirmé el perfil de resistencia de la mayoria de aislados clinicos de E. coli a este
antibiético. Sesenta y siete aislados de E. coli (58,3%) mostraron sensibilidad a
piperacilina/tazobactam, segun los puntos de corte establecidos por el CLSI (CLSI, 2019). Por
el contrario, 41 aislados de E. coli (35,7%) presentaron resistencia a piperacilina/tazobactam,
con CMls =128 mg/L. El resto de aislados (6,1%) presentaron un perfil intermedio. Aunque en
la mayoria de los casos los resultados obtenidos por E-test y/o Microscan, en el servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Virgen del Rocio, y microdilucion en caldo, en el
Instituto de Biomedicina de Sevilla, fueron los mismos, se observaron algunas excepciones
que a continuacion se van a detallar. C2-169 con un perfil de resistencia RRR tuvo una CMI
de 64 mg/L (Tabla 1). Las cepas C1-8 y C1-102 con una CMI de 4 mg/L tenian un perfil RRR
(Tabla 2). Finalmente, las cepas C1-136 (RRS) y C1-166 (RSS) con una CMI >512 mg/L, y
C1-189 (RSS) con una CMI de 128 mg/L (Tabla 3). En todos los aislados con resultados
discordantes entre ambos métodos, se realizaron réplicas biolégicas para confirmar los
valores de CMIs, obteniendo los mismos resultados. En el primer caso, la cepa C2-169
muestra una CMI préxima al punto de corte, lo que podria explicar su perfil intermedio-
resistente (CLSI, 2019). En el resto de cepas, las diferencias se podrian deber a problemas

técnicos en el desarrollo de E-test.
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Método de deteccidon de resistencia de espectro extendido a los p-lactamicos en

combinacién con inhibidores de B-lactamasas (REEI)

La principal finalidad del método de deteccion de REEI es la identificacion de aislados
de E. coli capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico del antibiético, llevada a cabo por
la enzima B-lactamasa. Para ello, se realizb un ensayo enzimatico colorimétrico
utilizando el rojo fenol. El rojo fenol es un indicador de pH que vira a tonalidades naranjas
y amarillas cuando el medio se acidifica. Por lo tanto, la presencia de una enzima -
lactamasa, hidroliza el anillo B-lactamico del antibiético, se desprenden protones que
acidifican el medio, y se puede visualizar un cambio de color a tonalidades amarillas.
Por el contrario, si no hay enzima, el medio se mantiene con el mismo pH y no cambia

de color (tonalidad rojo-rosa).

El método de deteccion se llevo a cabo tanto a las 6-8 horas como a las 24 horas. Se
eligieron estos tiempos con la finalidad de comprobar su eficacia en el lapso de tiempo
en el que un hemocultivo de un paciente con bacteriemia por E. coli puede resultar
positivo, 1o que permite una mayor relevancia en la futura aplicacién clinica. En las
Tablas 1-3 se pueden observar los resultados de todos los aislados clinicos en los dos
tiempos de medida. Las tablas agrupan de manera muy precisa las cepas de E. coli en
base a los resultados del método de deteccion de REEI. La Tabla 1 muestra los aislados
con resultados negativos para el test en ambos tiempos. Estos resultados son
consistentes con los resultados anteriores, ya que estos aislados son sensibles a
piperacilina/tazobactam. En estos aislados no se ha detectado la presencia de las B-
lactamasas (TEM, OXA-1 o SHV) que confieren resistencia a piperacilina/tazobactam,
por lo que no se hidroliza el anillo B-lactdmico durante el método de deteccion y el color
no vira de rosa a tonalidades naranjas-amarillas. Por el contrario, los aislados clinicos
de la Tabla 2 y 3 mostraron resultados positivos para el ensayo. En la Tabla 2 los
aislados son sensibles a piperacilina/tazobactam pero presentan un fenotipo de bajo
nivel de resistencia a BL/IBL (RSS o RRS) y con la presencia de TEM, OXA-1 o SHV,
excepto para las cepas C1-8, C1-91, C1-93, C1-118, C1-162 y C1-171. Este
comportamiento podria traducirse en el desarrollo de una REEIL En la Tabla 3 los
aislados tienen perfil resistente y las enzimas B-lactamasas (TEM y SHV) estan
presentes, excepto en las cepas C2-57, PTR3, PTR4 y PTR12. Estos resultados nos
indican que este método permite identificar y distinguir aislados con o sin resistencia a

piperacilina/tazobactam (también a ampicilina/sulbactam y amoxicilina/clavulanico).
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Entre los dos grupos con resultados positivos para el test (Tabla 2 y 3) se observaron
diferencias en los tiempos de positividad del test o cambio de color. Los aislados
sensibles a piperacilina/tazobactam, pero capaces de desarrollar una REEI (Tabla 2)
tuvieron un tiempo de detecciéon por encima de los 10 minutos, mientras que en los
aislados resistentes a piperacilina/tazobactam (Tabla 3) este tiempo de positividad fue

mayoritariamente en los primeros 10 minutos (Figura 2).

Capacidad de desarrollar REEI en aislados clinicos de Escherichia coli sensibles

a piperacilina/tazobactamP

Los aislados clinicos sensibles a piperacilina/tazobactam (Tabla 1-2), fueron
presionados a concentraciones crecientes de piperacilina/tazobactam (hasta 256/32
mg/L) para determinar su capacidad de desarrollar una REEI. De esta manera, se ha
comprobado la eficacia del método con respecto a las cepas sensibles con un resultado

positivo en el test de deteccidn.

En la Tabla 1 se muestran los 23 aislados clinicos que no adquirieron resistencia al ser
presionados con piperacilina/tazobactam y cuyo resultado del test fue negativo. Las
CMIs originales y obtenidas después de presionar con piperacilina/tazobactam no
fueron significativamente diferentes. En la Tabla 2 se muestra los 47 aislados clinicos
que desarrollaron una REEI al ser presionados con piperacilina/tazobactam. En este
caso, las nuevas CMIs aumentaron entre 8-256 veces con respecto a la CMI original,
con resultados >512 mg/L (a excepciéon de C1-102 y C1-31). Los aislados resistentes
no fueron presionados (Tabla 3). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este apartado
afianzan la validez del método de deteccién, ya que ademas de identificar resistencia a

piperacilina/tazobactam, puede detectar posible desarrollo de REEI.

Mecanismos de resistencia a BL/IBL

Uno de los principales mecanismos relacionados con la resistencia a los BL/IBL es la
produccién de B-lactamasas. Entre estas enzimas, se encuentran especialmente las de
tipo TEM (gen blatewm), pero también se pueden observar las de tipo OXA-1(gen blaoxa-
1) Y SHV (gen blasnv). Por ello, en todas las cepas de estudio se comprobé mediante
PCR especifica si contenian o no estos genes (Tabla 1-3). Los productos de PCR (o
amplificaciones) que fueron positivas, fueron secuenciadas para determinar

especificamente el tipo de enzima (p. gj.. TEM-1). Los aislados que presentaron algun
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mecanismo de resistencia, mostraron concordancia con los resultados obtenidos en
todos los ensayos anteriores (CMls, test de deteccion, presion adquirida). En las cepas
sensibles (Tabla 1) no se detectd la presencia de ninguna de las B-lactamasas de
estudio. Por ello, estas cepas son sensibles a piperacilina/tazobactam a ademas no
pueden desarrollar una REEI. En el resto de cepas si que se observd la existencia de
una o varias B-lactamasas (Tabla 2 y 3). Del total de cepas analizadas en las que se
detectd alguna betalactamasa, el 86,7% presentaba betalactamasas de tipo TEM, el
27,7% de tipo SHV y el 8,4% de tipo SHV. Las B-lactamasas predominantes fueron los
de tipo TEM, especialmente TEM-1 en 58 aislados clinicos. Las enzimas tipo OXA-1

solo se encontraron en el grupo de aislados resistentes (Tabla 3).

Validacion del método

Todos los aislados resistentes a piperacilina/tazobactam fueron detectados mediante el
ensayo de estudio, sin obtener falsos positivos ni falsos negativos. La sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del método resultd del
100% (Tabla 4). El test también fue capaz de detectar cepas sensibles que podian
desarrollar REEI. En este caso, también se obtuvieron valores del 100% en todos los
parametros estadisticos, excepto cuando el test se realiz6 a las 6-8 horas y se obtuvo

una sensibilidad del 96% y un valor predictivo negativo del 93% (Tabla 5).

Tabla 4. Validez del test en la deteccidn de resistencia a piperacilina/tazobactam (N=68)

Test Sensibilidad Especificidad VPP VPN
6-8 horas 100% 100% 100% 100%
24 horas 100% 100% 100% 100%

VPP: valor predictivo positivo

VPN: valor predictivo negativo
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Tabla 5. Validez del test en la deteccion de REEI (N=70)

Test Sensibilidad Especificidad VPP VPN
6-8 horas 96% 100% 100% 93%
24 horas 100% 100% 100% 100%

VPP: valor predictivo positivo

VPN: valor predictivo negativo
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REIVINDICACIONES

1.- Un método de identificacion de aislados bacterianos resistentes a las combinaciones
de antibiético p-lactamico con un inhibidor de B-lactamasa, capaces de hidrolizar el anillo
B-lactamico de una combinacidén de un antibiotico B-lactamico con un inhibidor de B-
lactamasa (BL/IBL), que comprende la deteccién de los protones que se desprenden del

anillo p-lactamico.

2.- El método segun la reivindicacién anterior donde la combinacién BL/IBL se
selecciona de la lista que consiste en: ampicilina/sulbactam, amoxicilina/clavulanico,

piperacilina/tazobactam, o cualquiera e sus combinaciones.

3.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la combinaciéon BL/IBL

es piperacilina/tazobactam.

4 - El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la deteccidn se realiza
en un hemocultivo 0 en un liquido corporal, preferiblemente un liquido corporal inoculado

en frascos de hemocultivo.

5.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la deteccion de los

protones se realiza mediante un indicador de cambio de pH.

6.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el cambio de pH se

mide mediante un método colorimétrico.

7.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde el método

colorimétrico es un método enzimatico con rojo fenol.

8.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde el método de

deteccidén se llevo a cabo tanto a las 6-8 horas como a las 24 horas de hemoculivo.

9.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde los aislados
bacterianos son del orden Enterobacteriales, preferiblemente de Ila familia

Enterobacteriaceae y aun mas preferiblemente de género Escherichia.

10.- El método segun la reivindicacion anterior, donde los aislados bacterianos son de

la especie Escherichia coli.
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11.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde los aislados
bacterianos son del orden Enterobacteriales, preferiblemente de Ila familia

Enterobacteriaceae y aun mas preferiblemente de género Klebsiella.

11.- Un método para determinar la capacidad de desarrollo de resistencia de espectro
extendido a los B-lactamicos (REEIl) que comprende inducir un proceso de presion
antibiotica en aquellos aislados que presenten un bajo nivel de resistencia a BL/IBL

(RSS y RRYS), identificados por el método segun las reivindicaciones 1-11.

12.- El método de determinacién la capacidad de desarrollo de REEI segun la

reivindicacién anterior, que comprende:

a) inocular concentraciones subinhibitorias de piperacilina/tazobactam (ratio 8:1),
correspondientes a concentraciones una dilucién por debajo de la CMI en los aislados
que presenten un bajo nivel de resistencia a BL/IBL (RSS y RRS), identificados por el

método segun las reivindicaciones 1-11,

b) repetir el proceso hasta alcanzar la concentraciébn de 256/32 mg/L de
piperacilina/tazobactam, o hasta la concentracidn que no permitia el crecimiento

bacteriano, y

¢) cultivar los aislados clinicos presionados en cada una de las concentraciones e

piperacilina/tazobactam para su determinacion posterior.

13.- Un Kit o dispositivo para identificar aislados bacterianos resistentes a las
combinaciones de antibiético B-lactdmico con un inhibidor de pB-lactamasa que
comprende medios para la deteccion de los protones que se desprenden del anillo B-

lactamico.

14.- ElI Kit o dispositivo para identificar aislados bacterianos resistentes a las
combinaciones de antibidtico B-lactamico con un inhibidor de B-lactamasa segun la

reivindicacioén anterior, que comprende medios para identificar el pH del medio.

15.- ElI Kit o dispositivo para identificar aislados bacterianos resistentes a las
combinaciones de antibidtico B-lactamico con un inhibidor de pB-lactamasa segun
cualquiera de las reivindicaciones 13-14, donde los medios para identificar el pH del
medio son reactivos colorimétricos que se seleccionan de entre rojo fenol y azul de

bromotimol,
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16.- El Kit o dispositivo segun la reivindicacion anterior donde el reactivo colorimétrico

es rojo fenol.
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——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— FR3034523 B1 e e
W02015193501 Al 23122015 e 18.08.2017
CN107076743 A 18.05.2017
US2017138944 A1 26.04.2017
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— EP3158339 Al e
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A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

C12Q1/10 (2006.01)

GOIN33/84 (2006.01)

De acuerdo con la Clasificacidn Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

C12Q, GOIN

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, MEDILINE/NLM, EMBASE/Elsevier, XPESP y Bases de Datos TXT

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

- D itad indicacion. si de. de1 ) Relevante para las
Categoria ocumentos citados, con indicacion, s1 procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°

P. X RODRIGUEZ VILLODRES, A. "Bacteriemias por Escherichia coli: 1-11, 13-16
Andlisis clinico-epidemiolédgico, de factores de patogenicidad
y mecanismos de resistencia a betalactdmicos/inhibidores

de betalactamasas.”. Tesis Doctoral, 15/11/2019,

Y7F> capitulo 111

Y WO 2015193501 Al (UNIVERSITE CATHOLIQUE DE LOUVAIN 1-11,13-16
ET AL.) 23/12/2015,
Reivindicaciones 12y 13

En la continuacioén del recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias especiales de documentos citados: "T" documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

"A" documento que define el estado general de la técnica no presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
considerado como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la la comprensién del principio o teorfa que constituye la base
fecha de presentacién internacional o en fecha posterior. de la invencidn.

"L" documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién "X" documento  particularmente  relevante; la  invencién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la una actividad inventiva por referencia al documento
indicada). aisladamente considerado.

"Y" documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

"O" documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacion, a una exposicién o a cualquier otro medio.

"P" documento publicado antes de la fecha de presentacion
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad

reivindicada.
"&" documento que forma parte de la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.
23/10/2020 23 de octubre de 2020 (23/10/2020)
Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado
biisqueda internacional M. Garcia Coca

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
N° de fax: 91 349 53 04 N° de teléfono 91 3493411

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)
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Recuadro 11 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de bisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de bisqueda internacional no se ha realizado en relacidn a ciertas reivindicaciones segiin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estéd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. O Las reivindicaciones n™:
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente:

3. O Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro ITI Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

Ver Recuadro Suplementario.

1. O pado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda.

2. O pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. [ bado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n*:

4. Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencidn mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta

por las reivindicaciones n”:1-11 'y 13-16

Indicacién en cuanto a la protesta Ose acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

Or pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Enero 2015)
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SUPLEMENTARIO DE RECUADRO III

La solicitud internacional no presenta un concepto general Unico tal y como se exige en la Regla 13.1
PCT.

El concepto general que se desprende de la reivindicacién 1 es un método de identificacién de aislados
bacterianos resistentes a las combinaciones de antibiéticf -lactdmico con un inhibidor df8 -lactamasa,
capaces de hidrolizar el anillo B-lactdmico de una combinacién de un antibiétifo -lactdmico con un
inhibidor de B- lactamasa (BL/IBL), que comprende la deteccién de los protones que se desprenden del
anillo B-lactamico.

Sin embargo, la reivindicacién 11 reivindica un método para determinar la capacidad de desarrollo de
resistencia de espectro extendido a los p-lactimicos (REEI) que comprende inducir un proceso de
presion antibidtica en aquellos aislados que presenten un bajo nivel de resistencia a BL/IBL (RSS y
RRS), identificados por el método segin las reivindicaciones 1-11.

No existe un concepto general inico, ya que entre estas reivindicaciones no existe una relacién técnica
relativa a uno o varios elementos técnicos particulares idénticos o correspondientes, ya que dichos
elementos son, por un lado, un método de identificacién basado en la deteccidén de protones y por otro
lado, un método para determinar la capacidad de desarrollo de resistencia de espectro extendido basado en
un proceso de presion antibidtica.

Como tampoco se encuentran otras caracteristicas que puedan considerarse como elementos particulares
en el sentido de la Regla 13.2 PCT, existe falta de unidad de invencién.

Asi se identifican las siguientes invenciones:

Invencién 1: Reivindicaciones 1-11 y 13-16 (relativas al método de identificacién)

Invencién 2: Reivindicaciones 11 y 12 (relativas al método para determinar la capacidad de desarrollo de
resistencia de espectro extendido)

Nota: Hay 2 reivindicaciones con el nimero 11, la primera de ellas se incluye en la invencién 1 y la
segunda se incluye en la invencién 2.

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Enero 2015)
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C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa *

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°®

Y

KUMAR M S et al.. "Molecular identification of multi drug
resistant bacteria from urinary tract infected urine samples".
Microbial Pathogenesis Academic Press Limited,

New York, Ny, Us. Saito Atsushi, 30/11/0002,

Vol. 98, paginas 37 - 44, ISSN 0882-4010,

<DOI: 10.1016/j.micpath.2016.06.029> punto 2.8.2.

US 2018105862 Al (DEQUAIRE-ROCHELET MURIELLE ET AL)
19/04/2018,
todo el documento.

PASTERAN F et al.. "Simplified protocol for Carba NP test for enhanced
detection of carbapenemase producers directly from bacterial cultures".
Journal of Clinical Microbiology 20151201 American Society for
Microbiology Usa., 01/12/2015,

Vol. 53, N° 12, paginas 3908 - 3911, ISSN 0095-1137 (print)

ISSN 1098-660X (electronic),

<DOI: 10.1128/JCM.02032-15 pubmed:26424841> Todo el documento.

1-11, 13-16

1-11, 13-16

1-11, 13-16

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Enero 2015)
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Informaciones relativas a los miembros de familias de patentes PCT/ES2020/070406
Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de

en el informe de biisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
US2018105862 Al 19.04.2018 BR112017021186  03.07.2018

A2 07.06.2018
JP2018514227 A 02.09.2020
JP6748701B B2 21.07.2020

US10718006 B2 02.02.2018

CN107660233 A 07.02.2018

EP3278095 Al 06.10.2016

W02016156605 A1 07.10.2016

FR3034523 Al 17.01.2020
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— FR3034523 B1 e e
W02015193501 Al 23122015 e 18.08.2017
CN107076743 A 18.05.2017

US2017138944 A1 26.04.2017
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— EP3158339 Al e

PCT/ISA/210 (Anexo — familias de patentes) (Enero 2015)
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