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COMPOSICION, METODO Y KIT PARA LA DETECCION DE
BACTERIAS MEDIANTE SECUENCIACION

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion describe un método para detectar la presencia y tipo de
microorganismo presente en una muestra mediante técnicas de estabilizacion y de
secuenciacion, y posterior analisis de microsecuencias en genes codificantes para el
RNA ribosomal de mayor conservacion, y sobre areas especificas de la regién 16-S con

valor taxonémico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La septicemia, o sepsis, es un cuadro que se caraéteriza por la presencia y
diseminacion de bacterias en la sangre. Es una infecciéon grave, potencialmente mortal
gue empeora de forma rapida y que puede surgir de infecciones en todo el cuerpo,
incluyendo infecciones con foco en los pulmones, el abdomen y las vias urinarias. Puede
aparecer antes o al mismo tiempo que las infecciones 6seas (osteomielitis), del sistema
nervioso central (meningitis) u otros tejidos y en estos casos es una condicién
potencialmente mortal en personas con sistema inmune debilitado. La forma mas grave
es la que se denomina shock séptico, y es una forma de evolucion del cuadro que se
alcanza cuando la carga bacteriana produce una disminucién sostenida de la tension

arterial que impide el correcto aporte de oxigeno a los tejidos.

Se estima que en Espafa se producen anualmente 50.000 nuevos casos de
sepsis grave, y que por este motivo mueren 17.000 personas cada afio. En todo el mundo
se dan 18 millones de casos anuales, y como consecuencia de esta infeccion
generalizada mueren cada dia en el mundo 1.400 personas, lo que situa su morbilidad
por delante de enfermedades con gran impacto social como el cancer de mama o el
SIDA.

El diagnéstico rapido, y la identificacién precoz del microorganismo causante de
la infeccion, permiten la administracién de una terapia temprana precisa orientada hacia
el microorganismo encontrado, lo cual es crucial para la disminucién de la severidad de la
enfermedad e incluso para asegurar la supervivencia y recuperacioén de los pacientes
infectados. En este sentido, existe una correspondencia directa entre el diagnéstico e

identificacién precoces y la total ausencia de secuelas asociadas a este cuadro.
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El hemocultivo es el método tradicional mas utilizado en la identificacién de
microorganismos infectantes, pero tiene el inconveniente de tardar entre uno y cinco dias
en dar un resultado preciso. En el caso de infecciones causadas por hongos, un
diagnéstico mediante hemocultivo puede llevar por encima de ocho dias. En definitiva, el
hemocultivo es un método de diagnéstico eficaz pero lento para la determinacién del
microorganismo infectante y, en consecuencia, de la prescripcion de la terapia adecuada
para el tratamiento temprano de la infeccion. La sensibilidad diagnéstica es otro problema
adicional de las técnicas diagnosticas asociadas al hemocultivo. Esta falta de sensibilidad
también se aprecia en el método de diagnéstico mediante inmunoprecipitacion, que
ademas se ve afectado por cambios estacionales en los patrones de antigenos
superficiales para ciertos gérmenes patdégenos. Ademas, estas técnicas basadas en las
caracteristicas bioquimicas y fenotipicas de los microorganismos a menudo fallan cuando
se aplican a variantes clinicas debido a los cambios morfolégicos o al estado metabdlico

en gue se encuentra el microorganismo patégeno en un determinado momento.

De hecho, los métodos tradicionales de laboratorio para la identificacion de
microorganismos no siempre pueden identificar multiples agentes patégenos en una sola
muestra clinica, ya que la identificacion a partir de un cultivo estd basada en la
predominancia del microorganismo y puede ser influenciado por la seleccion positiva-
negativa del mismo en el medio de cultivo. Existen evidencias que confirman la presencia
en multiples ocasiones de mas de un microorganismo por muestra clinica, siendo estos
cuadros polimicrobianos muy dificiles de. caracterizar mediante los métodos de cultivo
tradicionales. El método objeto de esta invencién es idéneo para detectar varios agentes
patdégenos en una sola muestra clinica independientemente de las proporciones de cada

uno de ellos.

De las diversas técnicas existentes para la identificacion y caracterizacion de
microorganismos patégenos, las técnicas basadas en el material genético de los mismos,
ADN (acido desoxirribonucleico) y/o ARN (acido ribonucleico), adquieren cada dia mayor
importancia. Asi, actualmente existen varios ensayos de hibridacién de &cidos nucleicos
que pueden ser utilizados para identificar microorganismos. De éstos, entre los mas
utilizados se encuentran la amplificacion de &cidos nucleicos mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR - Polymerase Chain Reaction) y la transcripcion reversa
acompafada de posterior amplificacion del cDNA ftranscrito (RT-PCR - Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction), la amplificaciéon dé &acidos nucleicos en

tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR - quaniitative PCR, también lamada Real Time
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PCR), la LCR (Ligase Chain Reaction Nucleic Acid Amplification), la hi'bridacién en fase
liguida (LPH), y la hibridacion in situ, entre otras. Estos ensayos de identificacion
especifica de un determinado microorganismo utilizan diversos tipos de sondas
nucleotidicas de hibridacién marcadas principalmente con moléculas no-radioisotépicas
tales como la digoxigenina, biotina, fluoresceina o fosfatasa alcalina, a fin de generar una
sefial detectable al producirse la hibridacion especifica entre la sonda nucleotidica de
hibridacion y la secuencia del material genético, ADN y/o ARN, especifica identificativa
del microorganismo a identificar. Otra alternativa que asocia el diagndstico de la infeccion
a la identificacion del patdégeno y sus peculiaridades es el método de PCR-RFLP (del
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), referido a secuencias especificas de
nucleétidos en el ADN que son reconocidas y cortadas por las enzimas de restriccién
generando usualmente patrones de distancia, longitud y disposicién diferentes en el ADN
de distintos patégenos dentro de una poblacién polimérfica para estos fragmentos de

restriccion.

De entre las técnicas citadas, el procedimiento mas ampliamente utilizado es el
denominado PCR (Saiki et al., Science, 230, 1350-1354 (1985), Mullis et al., patentes
norteamericanas US 4.683.195, US 4.683.202 y US 4.800.159). Esta técnica permite la
amplificacion exponencial seriada de acidos nucleicos. Dicha amplificacién se consigue
mediante ciclos repetitivos de desnaturalizacion por calor del acido nucleico a estudio,
union de cebadores complementarios a dos regiones enfrentadas del acido nucleico a
amplificar, y extension de la secuencia acotada entre los dos cebadores dentro del acido
nucleico, por accién de una enzima polimerasa termoestable. La repeticién de ciclos
sucesivos en este proceso consigue una amplificacién exponencial del acido nucleico a
estudio. Asi mismo, este proceso no genera una sefial detectable e intrinseca, por lo que
el andlisis de la presencia del acido nucleico amplificado requiere un analisis adicional de
los productos generados en presencia de un agente intercalante, generalmente mediante

electroforesis sobre geles de agarosa o de acrilamida.

A fin de evitar este paso de deteccion sobre diferentes soportes, se ha
desarrollado una variante de la PCR, la PCR en tiempo real o PCR cuantitativa, donde los
procesos de amplificacién y deteccién se producen de manera simultanea, sin necesidad
de ninguna accién posterior. Ademas, mediante la deteccién por fluorescencia de los
fragmentos amplificados, se puede medir la cantidad de ADN sintetizado en cada
momento durante la amplificacion, ya que la emisién de fluorescencia producida en la

reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado, lo que permite conocer y
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registrar en todo momento la cinética de la reacciéon de amplificacién (Higuchi R, Fokler
C, Dollinger G, Watson R. Kinetic PCR analysis: Real-time monitoring of DNA
amplification reactions. Bio/Technology 1993; 11: 1026-30).

La deteccién simultanea y/o la identificacion de especies de microorganismos en
una muestra determinada requiere la utilizacién de diferentes sondas nucleotidicas, de
diferentes cebadores en el caso de la PCR, o de diferentes cebadores y/o sondas
fluorescentes en el caso de la PCR en tiempo real. Todos han de resultar especificos
para cada uno de los microorganismos a detectar, siendo necesario usualmente realizar
ensayos diferentes para identificar cada uno de los microorganismos en cuestion. Esta
necesidad de usar diferentes sondas y cebadores especificos para identificar cada uno
de los microorganismos posiblemente presentes en la muestra complica tanto el
desarrollo experimental de las sondas o cebadores a utilizar como la viabilidad y el coste
del ensayo de identificacion de miuiltiples microorganismos en una misma muestra. Por
este motivo los sistemas multiplexados no han conseguido una implantacién real en la

rutina diagnéstica.

En el caso de la PCR, existe en ciertas ocasiones la posibilidad de disefar
cebadores de consenso capaces de amplificar una region determinada del ADN comun a
varios microorganismos. En el caso de las eubacterias, son bien conocidos los cebadores
de consenso que se unen a una o0 mMAas regiones altamente conservadas del ADN
bacteriano, por ejemplo, la region 16S altamente conservada del RNA ribosomal (rRNA) o
bien la region 23S del mismo ADN ribosomal. Los moldes correspondientes pueden ser
amplificados utilizando cebadores de consenso adecuados y el ADN bacteriano producto
de esta amplificacion puede ser entonces detectado mediante diversos métodos de
deteccién (Anthony, Brown, French; J. Olin. "Rapid Diagnosis of Bacteremia by universal
amplification of 23S Ribosomal DNA followed by Hybridization to an Oligonucleotide
Array”. Microbiol. 2000, pp. 781-788, y la solicitud de patente WO 00/66777).

Los métodos de deteccion estandares mediante amplificaciéon sobre una muestra
biolégica para la identificacion de bacterias, no siempre pueden identificar multiples
agentes patogenos presentes en la misma muestra, dado que la identificacion precisa
mediante amplificacion depende de la utilizacion de cebadores especificos para cada una
de las especies presentes en la muestra, lo que supone conocer o presuponer
previamente las especies presentes. En el caso de utilizar en la reaccién de amplificacion

cebadores genéricos, la identificacién esta basada en la predominancia del organismo y
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puede ser influenciada por la prevalencia de una bacteria sobre otra. Existen evidencias
de que en numerosos cuadros clinicos mas de un organismo puede estar presente en la
muestra de andlisis, haciendo muy dificil su deteccion por los métodos tradicionales. El
método objeto de esta patente es idéneo para la deteccidén de varios agentes patégenos
en una sola muestra clinica de manera simultanea sin conocer o presuponer previamente

las especies bacterianas presentes en la muestra.

Los adelantos en las técnicas de biologia molecular y manejo del DNA
recombinante han llevado al desarrollo de nuevos métodos de identificacién rapida de
multiples agentes patdégenos en un solo ensayo a partir de una muestra bioldgica
determinada a lo largo de los ultimos afios. Algunos de estos métodos de andlisis
multifactorial simultaneo (multiplexacién) se describen a continuacién. Klausegger et al.
("Gram-Type Specific Broad-Range POR Amplification for Rapid Detection of 62
Pathogenic Bacteria" , J. Clin. Microbiol. 1999, pp. 464-466) muestran que el ADN / ARN
de las bacterias Gram-positivas puede ser amplificado de manera especifica en una
reaccion de PCR utilizando cebadores universales disefiados especialmente para este
grupo de bacterias, y que las bacterias Gram-negativas no son amplificadas en esta
reaccion de PCR, de manera que al menos es posible subdividir las eubacterias objeto de
la investigacién en Gram-positivas y Gram-negativas. Klausegger utiliza métodos
microbiolégicos convencionales para especificar con mayor precision las bacterias Gram-
positivas que se han amplificado de esta manera. Segun Klausegger, a través de este
tratamiento al menos es posible tratar bacterias patégenas rapidamente, siendo dirigido el
tratamiento hacia bacterias Gram-positivas o Gram-negativas en base al perfil de
deteccion. Sin embargo, la publicacién de Klausegger no permite ninguna identificacion
mas precisa dentro de un corto periodo de tiempo, generando una profunda indefinicion
desde el punto de vista de la praxis médica a la hora de acotar el tratamiento para

pacientes de infeccion polimicrobiana.

La deteccion simultanea y/o la identificacién de especies de microorganismos en
una muestra dada se ha reportado recientemente con la técnica de multiplexado en PCR
de mudiltiples cebadores para amplificaciones no solapantes, con muiltiples grupos de
especies-pares de oligonucledtidos especificos y sondas correspondientes a los
diferentes objetivos de amplificaciéon (Corless, C. E., M. Guiver, R. Borrow, V. Edwards-
Jones, A. J. Fox, and E. B. Kaczmarski. “Deteccion simultanea de Neisseria meningitidis,

Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae en casos sospechosos de
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meningitis y septicemia usando PCR en tiempo real”. 2001. J. Clin. Microbiol. 39:1553-
1558).

El uso de PCR multiplexada para la deteccion de genes de resistencia a
antibiéticos también ha sido descrito (J. Clin. Microbiol, 2003, 4089-4094, y 2005, 5026-
5033). La sensibilidad de este ensayo (100 pg corresponden a 10 células de
Staphylococcus, utiles en la deteccion directa de cultivos positivos) y la especificidad del
mismo, requiere, sin embargo, mejoras procedimentales que aumenten su valor

diagnéstico al situarse éste por debajo del horizonte clinico.

En la actualidad, existen varios métodos de multiplexacién, pero cada uno
conlleva diversas limitaciones. En la deteccion multiplexada de bacterias mediante
analisis de las temperaturas de fusion de las cadenas de acido nucleico amplificadas
(curvas de melting), se usan dos cet;adores oligonucleotidicos por bacteria y cada
bacteria es diferenciada segun el tamafio y composicién en bases nucleotidicas de la
secuencia amplificada. Una limitacién importante de este ensayo es que si hay dos
bacterias presentes, o diferentes niveles de bacterias-blanco presentes, el método no
funciona correctamente. Bajo estas condiciones la amplificacion sigue un perfil no lineal y

se generan falsos positivos y negativos que son un problema intrinseco de este método.

Otras formas de deteccion multiple de bacterias utilizan la amplificacion de
regiones conservadas mediante cebadores universales. Un ejemplo de utilizacién de este
método se puelde encontrar en la patente US 6.699.670. Este método permite una rapida
identificacion de los agentes causantes de infeccion. Para identificar el microorganismo
particular causante de la infeccion se hacen necesarios otros analisis, dado que, a priori,
no se conoce la identidad del microorganismo, y en consecuencia se desconocen las
sondas especificas a utilizar para la identificacion individual. Asi, el nimero de sondas
especificas de cada especie bacteriana que pueden incluirse en una reaccién individual
(incluidas la sonda universal y el control positivo) esta restringido por la propia cinetica
enzimatica de la reaccion de amplificacion y posterior generacion de la sefal de
identificacion medible. Este método también adolece de demasiados falsos positivos y

falsos negativos por la propia estequiometria del proceso de hibridacion.

Otros métodos describen la posibilidad de realizar, tras una amplificacion obtenida
utilizando cebadores universales, detecciones multiples mediante la utilizacion de sondas
universales que hibridan con regiones altamente conservadas con el fin de detectar la

presencia de microorganismos, para posteriormente utilizar sondas especie-especificas



10

15

20

25

30

WO 2011/048227 PCT/ES2009/000507

7

gue hibridan a regiones no conservadas de los acidos nucleicos extraidos de la muestra a
fin de identificar individualmente cada uno de los microorganismo con precision, de forma
gue se consigue evitar en buena medida los falsos positivos y negativos. Un ejemplo de

estos métodos se puede encontrar en la solicitud de patente WO 2009/049007.

Entre las regiones de mayor valor taxonémico de cara a articular este tipo de
aproximaciones se encuentra la secuencia del gen 16S del ARN ribosomal eubacteriano
(16S rRNA) localizada entre las posiciones 1671 y 3229 de la cadena H del ADN
mitocondrial. Este gen posee regiones altamente conservadas, practicamente idénticas
para todos los microorganismos, y regiones divergentes que son diferentes para las
diversas especies de microorganismos. Este gen 16S esta presente en multiples copias
en los genomas de todos los patdgenos bacterianos humanos que pertenecen al reino
Eubacteria, y muchas especies bacterianas contienen hasta siete copias del gen. Un gen
objetivo que esta presente en muiltiples copias aumenta la posibilidad de deteccién de los
patégenos infectantes cuando estos se encuentran en baja proporcion o diluidos en un
cuadro de infeccion polimicrobiana. Dado que la totalidad de la secuencia 16S rRNA esta
disponible, y estos datos indican la naturaleza altamente conservada del gen dentro del
reino eubacteria, esta region es diana de identificacién genérica para los integrantes de
cualquier género eubacteriano. Ademas, hay suficiente variaciébn en otras regiones
internas y aledafas al gen 16S rRNA para proporcionar discriminacioén especifica entre
las especies de los principales agentes causantes de cuadros clinicos infecciosos como
la meningitis y diferentes variedades de septicemia. Es pbr ello que este gen
ampliamente estudiado es utilizado por defecto en la identificacion y caracterizacion de
eubacterias. Diferentes descripciones de la utilizacién de este gen ribosomal pueden
encontrarse en Weisburg W G., Barns S.M., Pelletier D., Lane D.“16S Ribosomal DNA
Amplification for Phylogenetic Study” Journal of Bacteriology, Jan. 1991, Vol 173 p. 697-
703; Case RJ, Boucher Y, Dahlléf |, Holmstrém C, Doolittle WF, Kjelleberg S. "Use of 16S
rRNA and rpoB genes as molecular markers for microbial ecology studies". January 2007.
Appl. Environ. Microbiol. 73 (1): 278-88.y en Coenye T, Vandamme P "Intragenomic
heterogeneity between multiple 16S ribosomal RNA operons in sequenced bacterial
genomes". November 2003. FEMS Microbiol. Lett. 228 (1): 45-9.

Con el fin de poder distinguir entre especies o mostrar variaciones genéticas tales
como la presencia de factores de patogenicidad dentro de una misma especie bacteriana,
la obtencion de la secuencia nucleotidica desde su material genético constituye en

muchos casos la Unica posibilidad de diferenciacion. Esta secuencia nucleotidica puede
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ser obteniaa usando protocolos' de secuenciacion coﬁvencionales, basados. en el
procedimiento descrito por Sanger y Coulson en 1975 (Sanger F, Coulson AR. “A rapid
method for determining sequences in DNA by primed synthesis with DNA polymerase”. J
Mol Biol. Mayo 25, 1975, 94(3):441—448 y Sanger F, Nicklen s, y Coulson AR, “DNA
sequencing with chain-terminating inhibitors”, Proc Natl Acad Sci U S A. 1977 Diciembre;
74(12). 5463-5467). Estos métodos estan basados en el empleo de dideoxinucleétidos
(ddNTPs) que carecen de uno de los grupos hidroxilo, de manera que cuando uno de
estos nucledtidos se incorpora a una cadena de ADN en crecimiento, esta cadena no
puede continuar elongandose ya que la enzima ADN polimerasa utilizada para realizar la
elongacién necesita un extremo 3° OH para afadir el siguiente nucleétido y el
deoxinucleétido incorporado carece de este grupo hidroxilo. Posteriormente, se utilizan
“procedimientos electroforéticos, en gel o mediante electroforesis capilar automatizada,
para resolver la secuencia nucleotidica en tripletes de incorporacién para cada especie
de dideoxinucleotidos. Estos procedimientos electroforéticos son de dificil introduccidn en
la practica clinica, debido principalmente a su coste econémico y al tiempo que se
requiere para el analisis.

Un ejemplo de aplicacién de la secuenciacion convencional basada en el método
Sanger en la identificacién de bacterias puede encontrarse en Fontana, et. al. “Use of
MicroSeq 500 16S RNA Gene-Based Sequencing for Identification of Bacterial Isolates
that Commercial Automated Systems Failed to Identify”, 2005. J Clin. Micr. Vol.43, No. 2.

La elevada demanda de secuenciacién de bajo coste que se ha generado desde
el planteamiento de iniciativas como el Proyecto Genoma Humano y sus derivaciones a
otros modelos animales, vegetales y microbianos, principalmente, ha dado lugar a la
aparicién de nuevas tecnologias de secuenciacién. Una de estas nuevas tecnologias de
secuenciacion es la denominada "secuenciacién mediante sintesis”, la cual utiliza el
proceso de sintesis de ADN por ADN polimerasa para identificar las bases presentes en
la molécula complementaria de ADN. Basicamente, los diversos métodos de
secuenciacion mediante sintesis desarrollados hasta el momento consisten en marcar el
cebador oligonucleotidico o los terminadores con un compuesto fluorescente, para
posteriormente activar la reaccién de secuencia. Los productos de la reaccién se
detectan directamente durante la electroforesis al pasar por delante de un laser que

excitando los fluoréforos permite detectar la fluorescencia emitida.
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Uno de los métodos de seclenciacién mas difundidos mediante sintesis és la
pirosecuenciacién, técnica que utiliza la polimerizacién del ADN dependiente de la
enzima ADN polimerasa para polimerizar nucledtidos en secuencia. El proceso se
completa incorporando cada vez un tipo de deoxinucleétidos diferente para detectar y
cuantificar después el nimero y especie de nucleétido afiadido a una determinada
localizacion por medio de la luz emitida en la liberacién de los pirofosfatos (subproductos
de la extension por polimerizacién de la cadena de ADN). Descripciones de esta técnica
pueden encontrarse en M. Margulies, et al. “Genome sequencing in microfabricated high-
density picolitre reactors”. 2005. Nature 437, 376-380 y en M. Ronaghi, S. Karamohamed,
B. Pettersson, M. Uhlen, and P. Nyren “Real-time DNA sequencing using detection of
pyrophosphate release”. 1996. Analytical Biochemistry 242, 84:89. Métodos de
secuenciacion utilizando la pirosecuenciaciéon pueden encontrarse en las solicitudes de
patentes WO01998/028440 y WO02000/043540, asignadas a Pyrosecuencing AB, y
WO2005/060345, asignada a Biotage AB. Debido a las limitaciones inherentes a la
técnica, la pirosecuenciacion Unicamente permite la secuenciacién de fragmentos cortos

de ADN, con un maximo de entre 50 y 80 nucleétidos por reaccion completada.

La pirosecuenciacion estd empezando a ser una técnica ampliamente utilizada
para identificar la especie a la que pertenecen bacterias cuya presencia se sospecha o
que ya ha sido previamente comprobada por otros métodos de identificacion, tales como
la PCR en tiempo real. Su aplicacion sobre muestras clinicas permite incluso efectuar la
identificacion de factores de patogeneidad y/o resistencias a antibiéticos de determinadas
bacterias, pero no existe en la actualidad un método de pirosecuenciacién que pueda ser
utilizado en la identificacién taxén-especifica de bacterias a partir de muestras clinicas, de
alimentos o medioambientales, sin tener un conocimiento previo del grupo genérico al
que pertenece la/s bacteria/s que se encuentran en esa muestra, asi como para la
identificacion simultanea de varias bacterias presentes en una muestra sin conocer ni

sospechar previamente qué bacterias pueden encontrarse en ella.

Basicamente, la pirosecuenciacion se ha orientado desde su nacimiento al analisis
masivo, pero no focalizado, de secuencias mas o menos cortas dentro de una mezcla de
muestras de ADN por identificar. De hecho, la revista Science ha registrado dentro de su
lista de los avances moleculares mas relevantes del afio 2008 la extraccion de mas de un
millén de bases del ADN de un fésil de Neandertal, 13 millones de bases del genoma de
un Mamut, y mas de 15 millones de bases del ADN de bacterias, hongos, virus y plantas

de la época en que vivieron esos animales; usando nuevas técnicas de analisis como la
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metagenémica y la pirosecuenciacién. Por este motivo, la aproximacion de analisis
focalizado taxon-especifico para cualquier especie eubacteriana mediante
pirosecuenciacion busca una aplicacién nueva en un campo de menor avance para esta

técnica.

Se citan a continuacién, a modo de referencia, diversos ejemplos de la utilizacion
focalizada de esta técnica en el campo de la identificacion de microorganismos: Brown-
Elliott BA, Brown JM, Conville PS, Wallace RJ Jr. “Clinical and laboratory features of the
Nocardia spp. based on current molecular taxonomy”. Clin Microbiol Rev. 2006 Apr;19(2),
259-82: Jalava J and Marttila H. “Application of molecular genetic methods in macrolide,
lincosamide and streptogramin resistance diagnostics and in detection of drug-resistant
Mycobacterium tuberculosis”. APMIS. Dec 2004, 112(11-12): 838-855; Clarke SC.
“Pyrosequencing: nucleotide sequencing technology with bacterial genotyping
applications”. Expert Rev Mol Diagn. 2005 Nov. 5(6):947-53; Ronaghi M., Elahi E.
“Review Pyrosequencing for microbial typing”. Journal of Chromatography B. 2002, 782
67-72; Engstrand L. “The usefulness of nucleic acid tests for the determination of
antimicrobial resistance”. Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory Investigation.
2003, Volume 63, Supplement 239: 47-52.

Un ejemplo de utilizacion de la secuenciacion mediante sintesis utilizando el gen
16S puede encontrarse en J. A. Jordan, A. R. Butchko, M. B. Durso “Use of
Pyrosequencing of 16S rRNA Fragments to Differentiate between Bacteria Responsible

~ for Neonatal Sepsis.”. Journal of Molecular Diagnostics, February 2005, Vol. 7, No. , 105-
110. Otro ejemplo de utilizacion puede encontrarse en la patente WO/2004/046385 “A
method for inter-species differentiation and identification of a gram-positive bacteria”,

asignada a Biotage AB.

Otro ejemplo de la utilizacién de la secuenciacién mediante sintesis en la
identificacion de microorganismos en una muestra puede encontrarse en la patente  US
2004 023209, asignada a Pyrosequencing AB. Esta patente describe un procedimiento de
identificacion de bacterias que utiliza como cebadores de la reaccién de amplificacion
oligonucledtidos degenerados o de baja especificidad, mediante el procedimiento de
amplificacién de acidos nucleicos denominado “primer extensién”, que amplifican
regiones inespecificas de los genes bacterianos 16S y CoNS, en lugar de los cebadores
oligonucleotidicos especificos de regiones determinadas del gen 16S descritos en la

presente invencién. Los fragmentos nucleotidicos obtenidos mediante la utilizacion de los
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cebadores degenerados presentan diferentes tamafios, y estos fragmentos de diferentes
tamarios son posteriormente secuenciados, analizandose las secuencias obtenidas para

conseguir la identificacion a nivel especie del microorganismo en cuestion.

Un ejemplo de comparacion de homologias relativas entre M. genitalium y H.
influenzae (240 genes comunes), asi como con 25 grupos bacterianos [no se dibujan
todos ellos; solo el area de solapamiento genémico] seleccionados de manera aleatoria
(80 genes). En todos los casos, los genes ribosomales sobre los que se centra esta
invencién estan conservados y adoptan una distribucion relativa segun el diagrama de la
figura 1. (C): Distribucién relativa -segin diagrama circular- del area de solapamiento
gendémico correspondiente a la primera superposicién de la figura anterior. Los arcos
correspondientes a genes ribosomales presentan una longitud proporcional al total de la

homologia entre las especies analizadas (M. genitalium y H. influenzae).

En la amplificacion de acidos nucleicos mediante estas técnicas (amplificacion que
también es utilizada en los procedimientos de secuenciacién mediante sintesis), cada uno
de los componentes que intervienen en la reaccion, es decir, la enzima ADN polimerasa,
el tampoén de reaccidén con los aditivos mejorantes de la reaccion o estabilizantes, el
cloruro de magnesio, o cloruro de manganeso en caso de RT, los oligonucledtidos
utilizados como cebadores de la reaccién, los desoxirribonucleétidos (dATP, dCTP, dGTP
y dTTP) y la muestra conteniendo el acido nucleico a amplificar, se encuentran por
separado, conservados mediante congelacioén, y deben ser mezclados de manera previa
a la realizacion de la reaccion, siendo necesario afadir y mezclar cantidades muy
pequefias (microlitros) de cada uno de ellos. Esta accion produce frecuentes errores en la
administracion y pipeteo de cada uno de los reactivos citados, lo que acaba generando
una incertidumbre acerca de la reproducibilidad de los resultados obtenidos mediante la
aplicacion de estas técnicas, incertidumbre especialmente preocupante en el caso del
diagnéstico humano. Esta variabilidad por la posibilidad de error en el pipeteo de los
diversos reactivos a afiadir a la reaccién de amplificacion también afecta a la sensibilidad
de la técnica, lo cual genera una nueva incertidumbre acerca de la aplicacion de estas
técnicas en el diagnéstico humano de enfermedades, y especialmente en la

determinacion de niveles de infeccion y de niveles de expresién génica.

Ademas, durante el pipeteo y adicién a la mezcla de reaccion de la muestra a

analizar, se producen aerosoles que frecuentemente producen contaminaciones cruzadas
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entre muestras a analizar (Kwok, S. et a|'., Nature, 1989, 339:237 238), generandose '

resultados falsos positivos, de gran transcendencia en el caso del diagnéstico humano.

Se han desarrollado diversos sistemas de preparaciéon y estabilizacion de
actividades enzimaticas con el objetivo de evitar errores inherentes a la excesiva
manipulacion que habitualmente requiere su utilizaciéon, asi como para eliminar
problemas de contaminaciones cruzadas. La solicitud de patente WO 93/00807 describe
un sistema para la estabilizacion de biomateriales durante el proceso de liofilizacion.
Otras referencias son las patentes y documentos que se indican a continuacién: US
5.861.251 asignada a Bioneer Corporation; WO 91/18091, US 4.891.319 y US 5.955.448,
asignadas a Quadrant Hoidings Cambridge Limited; US 5.614.387, asignada a Gen-
Probe Incorporated; US 5.935.834, asignada a Asahi Kasei Kogyo Kabushiki Kaisha, y las
publicaciones: Pikal M.J., BioPharm 3:18-20, 22-23, 26-27 (1990); Carpenter et al.,
Cryobiology 25:459-470 (1988); Roser B., Biopharm 4:47-53 (1991); Colaco’ et al,
Bio/Technol. 10:1007-1011 (1992); y Carpenter et al., Cryobioclogy 25:244-255 (1988).

Biotools Biotechnological & Medical Laboratories, S.A, autor de la presente
solicitud, ha desarrollado un sistema de estabilizacién mediante gelificacion de mezclas
complejas de biomoléculas que permite la estabilizacién de mezclas de reaccion durante
largos periodos de tiempo en las mas variadas condiciones de almacenamiento (WO
02/072002). Mediante la utilizacion de este sistema se han conseguido estabilizar
mezclas de reaccion complejas, tales como mezclas para reacciones de amplificacion
génica, que contienen todos los reactivos necesarios para la realizacion del experimento,
alicuotados en viales independientes ‘listos para usar’ (ready-to-use), en los que
Unicamente es necesario reconstituir la mezcla de reaccion y afadir el acido nucleico

problema.

En resumen, actualmente existe una demanda creciente de métodos diagnésticos
capaces de identificar bacterias de una manera rapida y precisa en muestras clinicas,
evitando contaminaciones cruzadas y simplificando la compleja manipulacién humana
que generalmente requieren los métodos moleculares anteriormente descritos, mejorando
sustancialmente la reproducibilidad y confiabilidad de los resultados diagndsticos
obtenidos. En situaciones de emergencia clinica causadas por septicemia, la
identificacién certera, rapida y precisa de la bacteria o de las bacterias presentes y/o
causantes de la infeccién o potencial futura infeccién es una necesidad de primer orden

en la practica médica para la prescripcion del mejor tratamiento disponible adecuado.
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~ Esta necesidad diagnéstica rapida, precisa, reproducible y de sencilla realizaciéon no se

encuentra satisfecha en la actualidad.

La presente invencién tiene por proposito satisfacer esta necesidad de
identificacion taxon-especifica simultanea, rapida, precisa, reproducible y de sencilla
realizaciéon de las bacterias presentes en una muestra clinica cuando no se conoce
previamente el género de bacterias se encuentran presentes en la muestra mediante el

método y kit objetos de la invencién.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. (A y B): Comparacién de homologias relativas entre M. genifalium y H.
influenzae (240 genes comunes), asi como con 25 grupos bacterianos [no se dibujan
todos ellos; sélo el area de solapamiento gendmico] seleccionados de manera aleatoria
(80 genes). En todos los casos, los genes ribosomales sobre los que se centra esta
invencion estan conservados y adoptan una distribucion relativa segun el diagrama de la
figura 1. (C): Distribucion relativa -segun diagrama circular- del area de solapamiento
gendmico correspondiente a la primera superposicién de la figura anterior. Los arcos
correspondientes a genes ribosomales presentan una longitud proporcional al total de la

homologia entre las especies analizadas (M. genitalium y H. influenzae).
Figura 2; Resultados de la reaccién de pirosecuenciacién relativos al ejemplo 1.
Figura 3; Resultados de la reaccién de pirosecuenciacién relativos al ejemplo 2.

Figura 4: Calidad de la pirosecuenciacién utilizando los reactivos de amplificacion
gelificados. (A) Sobre una secuencia obtenida de 36 bases, todas fueron consideradas de
buena resolucién, no registrandose ninguna posible indeterminacion. (B) Sobre una
secuencia de 38 bases, al igual que en la Fig. 4a en 38 bases secuenciadas no se
registré ninguna indeterminacién. (C) Sobre una secuencia de 33 bases. En este caso,
s6lo 4 fueron consideradas de buena resolucién (bases en gris claro), dos se
consideraron de resolucién media (bases en blanco), y 27 fueron consideradas como

posibles indeterminaciones (bases en gris oscuro).

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidn consiste en un nuevo método rapido, preciso y de sencilla

manipulacion para diferenciacién e identificacién de bacterias en una muestra bioldgica,
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'fnediante el analisis pof secuenciacion (métod6 de secuenciacién mediante sintesis) de
tres regiones del gen 16S del RNA ribosomal bacteriano, obteniéndose un patron
genético taxon-especifico basado en la secuencia nucleotidica obtenida, asi como el kit
que contiene estabilizados por gelificacion y posteriormente secados hasta un grado de
humedad del 10% al 30%, los reactivos necesarios para llevar a cabo dicho metodo. Para
la realizacién de esta identificacién taxén-especifica no es necesario el conocimiento
previo ni la suposicion de la familia, del género ni de la especie de la bacteria o conjunto
de diferentes bacterias contenidas en la muestra. Preferentemente, el método de
secuenciacion utilizado es la secuenciacion mediante sintesis, y dentro de los diversos
métodos de secuenciacién mediante sintesis que se utilizan en la actualidad, el método
utilizado preferentemente es la pirosecuenciacion, si bien podr'ia ser utilizado cualquier
otro método de analisis de secuencias de acidos nucleicos actualmente utilizado o por

utilizar en un futuro.

Las secuencias nucleotidicas que identifican a cada una de las bacterias son bien
conocidas, y se encuentran disponibles en diversas bases de datos genéticas publicadas,

tales como GenBank y EMBL, entre otras.

Mediante la utilizacion de la pirosecuenciacion y de la estabilizacién mediante el
proceso de gelificacion de los diversos reactivos que intervienen en la pirosecuenciacion
en cada uno de los pocillos de las placas en las que se realiza el analisis, se obtiene un

resultado diagndstico rapido, fiable y con una muy baja manipulacién manual.

‘Ademés, sorprendentémente, al llevar a cabo la estabilizacién mediante el
proceso de gelificacion por adicién al medio de una soluciéon acuosa estabilizante y
posterior secado hasta un grado de humedad entre un 10% y un 30%, se obtiene la
ventaja inesperada de una mejora en la resolucién de entre un 75% y un 90%, incluso en
tamarios de secuencias normales (30-50 bases). Como consecuencia de dicha ventaja se
puede obtener también una secuenciacion de fragmentos que son entre un 20% y un

35% mas largos que los obtenidos con los métodos que no incluyen dicha estabilizacion.

La presente invencién permite ademas en un Unico analisis la identificacion
multiple de las diversas bacterias que pudieran estar presentes en la muestra biologica,
sin necesidad de tener un conocimiento previo ni suposicién del tipo de bacterias que
pudieran estar presentes, utilizando para ello Unicamente tres pares de cebadores en la

amplificacion del fragmento a secuenciar, cuyo valor taxonémico permite solapar la
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informacién generada por cada secuencia avanzando en el proceso de identificacién de

los niveles de Familia a Género y finalmente a Especie.

Adicionalmente, la presente invencidn permite descartar falsos negativos
procedentes de hemocultivos. Por ejemplo, en la Tabla 1 se muestra el porcentaje de
resultados identificados con éxito a nivel de especie, género y familia sobre 60 muestras
de hemocultivo positivas tras la incubacién y porcentaje de resultados identificados con
éxito a nivel de especie, género y familia sobre 12 muestras de hemocultivo negativas

tras la incubacion.

% De identificacion | Taxon Familia Taxén Género Taxoén Especie
Hemocultivo positivo | 100% 99% - 96%
Hemocultivo negativo | 45% 45% 40%

TABLA 1: se muestra el porcentaje de resultados identificados con éxito a nivel de especie,

género y familia

Debido a la gran sensibilidad del andlisis es imprescindible la utilizacion de una enzima
ADN polimerasa ultrapurificada (libre de cualquier contaminacién con ADN bacteriano
que pudiera generarse durante el proceso de sintesis biolégica de la enzima) en el paso
de secuenciacion mediante sintesis, pues la presencia de este ADN contaminante puede
dar lugar a falsos positivos que modificarian el resultado del diagnostico (C.E. Corless, J.
Clin. Microbiol, 2000, 1747-1752). Esta posible contaminacion es especialmente
importante cuando la enzima ADN polimerasa ha sido sintetizada como recombinante en
Escherichia coli, pues las bacterias que integran el grupo taxonémico al que pertenece E.
coli (las Gram-negativas y-Proteobacterias) son los principales patégenos a identificar en
caso de septicemia. Ademas, dada la proximidad evolutiva existente entre ellas, el
incremento exponencial en el nimero de copias inherente a la amplificacion de acidos
nucleicos exige el uso de una enzima ADN polimerasa de alta fidelidad de copia, con el
fin de evitar la introduccién de mutaciones puntuales en los ciclos iniciales de
amplificacion que pudieran falsear la secuencia obtenida. Esta alteracion de la secuencia
obtenida supondria un resultado erréneo del analisis El kit descrito en esta patente
incorpora la enzima Ultratools DNA polimerasa, manufacturada por Biotools

Biotechnological & Medical Laboratories S.A. para evitar este problema.it
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Mas concrétamente, la presente invencién consiste en un proceso que requiere un
paso inicial de extraccién genérico mediante técnicas estandarizadas, manuales o
automatizadas, seguido de un proceso de amplificacién inicial del ADN ribosomal de
mayor conservacion, que permiten -mediante la utilizacién de tres reacciones de
amplificacion diferentes y simultaneas- una superposicion seriada de los resultados
generados por su secuenciacion para alcanzar los niveles taxonémicos de identificacion a
nivel de Género, Familia y Especie. Esta amplificacion inicial de las regiones ribosomales
seleccionadas tiene como objeto la generacion de fragmentos marcados por
biotinilizacion en el extremo 3"OH, que seran posteriormente inmovilizados, aislados por
desnaturalizacién basica de la doble hélice generada y, finalmente, secuenciados. Este
proceso de amplificacion se realiza en una placa multipocillo en la cual cada uno de ellos
contiene todos los reactivos necesarios para realizar la amplificacion especifica para el
proceso de secuenciacion posterior, es decir, Biotools ADN polimerasa ultrapura y de alta
fidelidad de copia, cebadores biotinilados descritos en la presente invencion,
deoxinucleétidos a incorporar en la reaccion de amplificacion (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), y el tampdn de reacciéon optimizado. Todos estos reactivos se encuentran
estabilizados mediante gelificacion segin el proceso descrito en la patente WO
02/072002, de manera que para realizar esta amplificacién Unicamente es necesario
agregar agua bidestilada y el acido nucleico extraido de la muestra en el paso inicial de
extraccion genérico, pues el resto de los reactivos necesarios ya se encuentran
dispensados sobre la placa multipocillo previamente bajo a las concentraciones precisas

requeridas.

Los productos biotinilados obtenidos mediante la reaccion de amplificacion
anterior constituyen el sustrato para la reaccion de pirosecuenciacion inmediatamente
posterior. Estos productos biotinilados son purificados previamente a su transferencia a la
segunda placa en la cual se lleva a cabo el proceso de pirosecuenciacion, utilizando el
procedimiento e instrumentacién recomendados por el fabricante del aparato utilizado
para la secuenciacion mediante sintesis. El proceso de purificacién se realiza en tres
pasos y solo requiere un sistema de dispensacién conectado a una bomba de vacio,

segun se describe por el fabricante del aparato utilizado para la pirosecuenciacion.

Esta segunda placa contiene en cada pocillo todos los reactivos necesarios para
llevar a cabo la reaccién de pirosecuenciaciéon sobre cada uno de los fragmentos
marcados en la amplificacién previa. Estas enzimas y reactivos incorporados a cada uno

de los pocillos de la placa son la ADN polimerasa ultrapura y de alta fidelidad, ATP-
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sulfurilasa, Luciferasa, Apirasa, cebador de secuénciacién, luciferina, adenosin-5'-
fosfosulfato (APS), deoxinucleodtidos a incorporar en la reaccion de extension de la
cadena de ADN a secuenciar (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), y el tampdn de reaccion.
Todos estos reactivos se encuentran estabilizados mediante gelificacion segin se
describe en la patente WO 02/072002, a las concentraciones precisas requeridas para

completar la reaccién de secuenciacion mediante sintesis.

El proceso descrito en esta patente también incorpora como innovacién el uso del
mismo cebador en la reaccién de secuenciacion mediante sintesis que el utilizado en la
reaccion de amplificacién previa para acotar el extremo no biotinilado durante Ia
amplificacion inicial. Esta aportacién permite reducir el nimero de cebadores necesarios
a dos (Amplificacion fwd*-biotinilado, Amplificacién rvs = Secuenciacién fwd), siempre que
las condiciones de la secuencia acotada en la amplificacion inicial sean compatibles con
la actividad de las enzimas que intervienen en el proceso final de secuenciacion (ADN

polimerasa ultrapura de alta fidelidad, ATP-sulfurilasa, Luciferasa y Apirasa).

Se ha comprobado que los componentes integrantes de la mezcla de gelificacion
suministrados por Biotools Biotechnological & Medical Laboratories S.A. y descritos en la
patente WO 02/072002 estabilizan = los reactivos y enzimas que intervienen en las
reacciones tanto de amplificacién como de pirosecuenciacion posterior, mejorando el
rendimiento de la capacidad de resolucion, y consiguiéndose como consecuencia la
secuenciacion de fragmentos oligonucleotidicos mas largos que los que es posible
secuenciar cuando estos reactivos y enzimas no se encuentran estabilizados mediante
gelificacién. La mejora entre un 75% y un 90% de la resolucion de la pirosecuenciécién
es inesperada y ademas importante para llegar a obtener cifras de hasta el 100% de
certidumbre en la identificacion de las bacterias en la muestra. Por indeterminacién de
secuencia se considera la no determinacion precisa de la base nucleotidica que compone
la secuencia del acido nucleico. Al anadir la mezcla estabilizante, se observa una
sustancial mejora de la discriminaciéon entre el pico de emisién que corresponde al
nucleético que se incorpora y el ruido de fondo causado por el resto de los sustratos de la
reaccion de pirosecuenciacion. La calidad viene determinada por lo bien definido que
queda el pico de emision de un dNTP que se integra a la secuencia, generando una
intensidad que claramente lo diferencia del ruido e interferencia del fondo. Por eso en el
caso de la mezcla no gelificada, sélo se obtienen las tres primeras bases de maxima
calidad segun el algoritmo del pirosecuenciador porque a partir de la tercera ronda, el

fondo se diferencia cada vez menos de los picos de emision correspondientes a cada
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| dNTP in;:orporado. Uh ejemplo 'és el de dos secuencias de calidad alta en su totalidad

obtenidas al aplicar la gelificacion (ejemplo 3, figura 4).

Concretamente, se considera especialmente beneficiosa la mezcla de gelificacion
formada por trehalosa, melezitosa, glucégeno o rafinosa y lisina o betaina, en la reaccion

de pirosecuenciacién.

Las secuencias obtenidas tras el proceso de secuenciacién mediante sintesis son
comparadas con las secuencias depositadas y anotadas en bases de datos publicas con
el fin de obtener la identificacion precisa de los microorganismos presentes en la muestra
a analizar. El alineamiento de las secuencias generadas es totalmente compatible con los
motores de busqueda de uso estandarizado en investigaciéon y clinica pudiendo ser
realizado, por ejemplo, utilizando el motor de busqueda BLAST sobre la base de

secuencias GenBank (NCBI), Assemble, etc.

La composicion y los reactivos descritos pueden ser empaquetados en kits
individuales. El kit que incorpora la presente invencién esta compuesto por una primera
placa multipocillo que contiene en cada pocillo uno de los tres pares de cebadores
nucleotidicos marcados en su extremo 3' OH mediante biotina, o cualquier otro fipo de
marcaje utilizable para la secuenciacion, tales como fluoréforos, necesarios para la
obtencion de los fragmentos secuenciables marcados, junto con todos los reactivos
necesarios para una amplificaciéon libre de DNA contaminante (enzima ADN polimerasa
ultrapura y de alta fidelidad, deoxinucleédtidos y tampén de reaccion), dosificados a las
concentracioneé optimas para la genefacién de la reaccién de amplificacion, todos ellos
premezclados y estabilizados mediante gelificacion. Los fragmentos resultantes de esta
amplificaciéon podrian ser secuenciados mediante cualquier método conocido de
secuenciacion, siendo la secuencia obtenida identificativa de la especie de bacteria, o de
las distintas especies de bacterias, presentes en la muestra. Preferentemente, estos
fragmentos resultantes de esta amplificacién son secuenciados mediante técnicas de
secuenciacion mediante sintesis, y mas preferentemente, mediante la técnica

denominada pirosecuenciacion.

En esta primera placa anteriormente descrita se obtienen los fragmentos
marcados secuenciables, y que son transferidos tras purificaciéon a una segunda placa
que en cada pocillo contiene premezclados todos los elementos necesarios para llevar a
cabo la reaccion de secuenciacion, a las concentraciones 6ptimas para la generacién de

la reaccion de amplificacion, y estabilizados mediante gelificacién. En el caso preferente
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de la utilizacion de la pirosecuenciacion, estos elementos necesarios que se encuentran
premezclados y estabilizados son: la ADN polimerasa ultrapura y de alta fidelidad, ATP-
sulfurilasa, Luciferasa, Apirasa, cebador de secuenciacién (segun lo descrito
anteriormente), luciferina, adenosin-5'-fosfosulfato (APS), deoxinucleétidos a incorporar
en la reaccion de extension de la cadena de ADN a secuenciar (dATP, dCTP, dGTP,

dTTP), y el tampén de reaccién.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente invencion, se entiende por ‘“identificacion taxén-especifica” la
capacidad que tiene un determinado método analitico de distinguir e identificar a nivel
taxonémico de especie, una determinada eubacteria entre otras varias especies de

microorganismos que pudieran estar presentes o no en la muestra a analizar.

Por “muestra” se entiende cualquier tipo de muestra que potencialmente pudiera
contener bacterias, y la cual es posible analizar mediante el método indicado en la
presente invencion, bien directamente o bien indirectamente, por ejemplo mediante
cultivo bacteriano realizado a partir de la muestra inicial. La muestra puede ser de sangre,
orina, liquido cefalorraquideo, esputo, secrecién nasal, o cualquier otro tipo de fluido o
secrecién corporal, procedente tanto de humanos como animales, o el cultivo bacteriano
de cualquier tipo o formato, realizado a partir de estos fluidos. La muestra también puede
proceder de alimentos o liquidos alimentarios, tanto destinados a humanos como para
animales, o del cultivo bacteriano realizado a partir de estos alimentos, o de muestras
tomadas en el medio ambiente, tales como aguas, suelos o aire, concentradas o no, o del

cultivo bacteriano realizado a partir de dichas muestras medioambientales.

Por “oligonucledtido” se entiende un polimero monocatenario integrado por al
menos dos subunidades nucleotidicas unidas entre si mediante un enlace de tipo
covalente o interaccién fuerte equivalente. Los grupos azlcares de las subunidades
nucleotidicas pueden ser ribosa, deoxiribosa, o modificaciones derivadas de estos
azucares. Las unidades nucleotidicas de un oligonucleétido pueden estar unidas por
enlaces fosfodiester, fosfotioato, metilfosfoato, o cualquier otro enlace que no evite la
capacidad de hibridacién del oligonucleétido. Ademas, un oligonucleétido puede contener
nucledtidos no comunes o moléculas no nucleotidicas, tales como péptidos. Tal y como
es utilizado en la presente invenciéon, un oligonucleétido es un acido nucleico,
preferentemente ADN, pero pudiendo ser ARN, o una molécula que contiene una

combinacién de ribonucledétidos o deoxiribonucledtidos covalentemente unidos.
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El término “cebador” hace referencia a un oligonucleétido que actia como punto
de iniciaciéon de la sintesis enzimatica del ADN bajo condiciones en las cuales la
polimerizacion de los nucleétidos se produce a partir del citado cebador, extendiéndolo, e
introduciendo los nucleétidos de manera complementaria a la cadena de acido nucleico
gue sirve como molde. Esta elongacién de la cadena se produce en unas condiciones
apropiadas de temperatura y de tampén de reaccion. En la presente invencion, el
cebador es preferiblemente un oligonucleétido monocatenario de longitud comprendida

entre 15 y 40 nucleétidos.

En la presente invencion los términos “acido nucleico”, “oligonucledtido” vy
“cebador” hacen referencia a fragmentos oligoméricos integradbs por nucleétidos. Estos
términos no deben ser limitados por su longitud expresada en forma de nucleétidos que
integran el polimero lineal, siendo los nucleétidos que los componen deoxiribonucleotidos
conteniendo 2-deoxi-D-ribosa, ribonucleétidos conteniendo D-ribosa, y cualquier otro N-
glicésido de una base purica o pirimidinica, o de modificaciones de estas bases puricas y
pirimidinicas. Estos términos hacen referencia a ADN monocatenario y bicatenario, asi

como ARN monocatenario o bicatenario.

El término “condiciones de amplificacién” hace referencia a las condiciones de
reaccion (temperatura, condiciones de tamponamiento, etc.) en las que se produce la
reaccion de amplificacién del acido nucleico molde que se pretende amplificar. En la
presente invencion, las condiciones de amplificacion tienen como unico requerimiento
mantener la temperatura de anillamiento en 54°C. El resto de los parametros pueden ser
ajustados dependie'ndo de la procedencié, método de extraccion y rendimiento, sin

pérdidas contrastadas de robustez en el proceso.

Por “amplificacion” se entiende la reaccién que aumenta el nimero de copias de

una regiéon determinada de un acido nucleico.

Por “secuenciacién” se entiende cualquier proceso quimico, fisico o enzimético
destinado a conocer la secuencia nucleotidica especifica de un fragmento de acido
ribonucleico (ARN) o de acido desoxirribonucleico (ADN) procedente de una muestra

determinada.

El término “secuenciacion mediante sintesis” hace referencia a cualquier método
de secuenciacion de acidos nucleicos que requiera la actividad enzimatica necesaria para

consolidar enlaces nucleotidicos entre las subunidades anteriormente descritas como
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deoxirribonucledtidos, siendo éstos los sustratos funcionales de la reaccion de

secuenciacion.

Por “patrén nucleotidico” se entiende el producto/resultado de la secuenciacion,
preferentemente de la secuenciaciéon mediante sintesis. El patron nucleotidico representa

el orden en el que los nucledtidos son incorporados en la reaccién de secuenciacion.

Por “estabilizacion” se entiende la preservacién de las cualidades quimicas y
bioquimicas de los diversos reactivos, tampones de reaccion, mejorantes de reaccion, y
enzimas que intervienen en una reaccién enzimatica, en este caso la amplificacion de
acidos nucleicos y las reacciones asociadas a la secuenciaciéon mediante sintesis, una
vez incluidos todos estos reactivos, tampones de reaccion, potenciadores de reaccién y
enzimas en un mismo contenedor, en este caso tubos o placas muitipocillo, de manera
que se encuentran dosificados cada uno de ellos a las cantidades 6ptimas de reaccion, y
no interactiian ni reaccionan entre si, inmovilizando la reaccion bioquimica en la que
intervienen, pudiéndose activar la reaccion enzimatica a voluntad del usuario, sin haberse
producido una disminucion significativa de su actividad, habiendo trascurrido dias,

semanas, meses o incluso afios después de su mezcla y estabilizacion.

La estabilizacion asi entendida se consigue mediante la adicién de una mezcla
estabilizante a una solucién que contiene la mezcla de reaccioén, y la posterior eliminacién
de la totalidad o parte del agua presente en la solucion resultante. Esta eliminacion de la
totalidad o parte del agua puede ser conseguida mediante procesos de liofilizacion,
desecado en lecho fluido, desecado a terﬁperatura ambiente vy bresién atmosférica,
desecado a temperatura ambiente y baja presion, desecado a alta temperatura y presion

atmosférica, y desecado a alta temperatura y baja presion.

En la presente invencidn, el procedimiento de estabilizacion preferentemente
utilizado es la estabilizacién mediante gelificacion, descrito en la patente WO 02/072002,
asignada a Biotools Biotechnological & Medical Laboratories, S.A. La mezcla estabilizante
de la mezcla de reaccién preferentemente estd compuesta por trehalosa, melezitosa,
lisina o betaina y glucégeno o rafinosa, a diferentes concentraciones en dependencia de
la reaccion enzimatica a estabilizar. Mas preferentemente la mezcla de gelificacion esta
compuesta por trehalosa, melezitosa, glucdgeno y lisina. El método de extraccion del
agua de la mezcla de reaccion tras la adicion de la mezcla de agentes estabilizantes es
preferentemente en la presente invencién la desecacion mediante vacio a temperatura

comprendida entre los 30°C y los 40°C, dependiendo de la reaccion enzimatica a
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estabilizar. Concretamente, en la presente invencién el contenido de humedad se

mantiene entre un 10-30% de agua.

La presente invencién hace referencia a un método para realizar la identificacion
taxon-especifica de una o varias eubacterias simultdneamente en una muestra, mediante
el analisis del patron nucleotidico de la o las secuencias de nucleétidos obtenidas
mediante secuenciacion mediante sintesis de tres regiones diferentes pertenecientes al
gen 16S del ARN ribosomal, previamente amplificadas antes de proceder a sus
secuenciacién. La invencién se basa en primera instancia, en la posibilidad de identificar
una bacteria llegando al nivel taxonémico de especie, utilizando el patrén nucleotidico
obtenido por la superposicién de las secuencias de tres regiones separadas del gen 16S
del ARN ribosomal. Este patrén nucleotidico representa una firma genética inequivoca
identificativa de las diferentes especies bacterianas presentes en una muestra, y puede
ser comparado con los pétrones de referencia depositados en las diversas bases de
datos genéticas publicadas utilizando motores de bisqueda expresamente disefiados

para ello.

Para llevar a cabo la invencidn, se utilizan tres pares de cebadores diferentes
disefiados con el fin de amplificar tres regiones diferentes del gen 16s del ARN ribosomal
eubacteriano (Tabla 2). Las secuencias especificas de este gen son bien conocidas y se
encuentran disponibles en varias bases de datos publicadas, tales como GenBank y
EMBL. Los cebadores de amplificacién han sido disefiados en base al estado del arte,
considerando su contenido en las bases citosina y guanina, asi como las multiples
alternativas de disefio que pudieran solaparse en las regiones seleccionadas con el fin de
evitar la formacion de estructuras secundarias internas, previniendo la formacion de
dimerizaciones entre cebadores y ponderando sus temperaturas de fusion para alcanzar
un 6ptimo ajuste a la cadena nucleotidica molde. Se ha fijado un estandar de temperatura
de anillamiento a 54°C, que podria verse modificado en funcién de cambios entre las

secuencias a hibridar.

Regiéon V1

Bio-V1F Bio- SEQ. ID No. 1 | Biotin-GKAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Vib SEQ. ID No. 2 GYRTTACTCACCCGTYCGCCRCT
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Region V2

Bio-AS5 | Bio- SEQ. ID No. 3 BiotinrACACGGYCCAGACTCCTAC

AS9b SEQ. ID No. 4 CGGCTGCTGGCACGKAGTTAGCC

Regién V3

Bio-V3F | Bio- SEQ. ID No. 5 Biotin-GCAACGCGAAGAACCTTACC

V3S SEQ. ID No. 6 GACGACARCCATGCASCACCT

TABLA 2: Secuencias de los cebadores utilizados en la amplificacion por PCR del gen 16S
del ARNr.

La primera pareja de cebadores indicados en la tabla 2 amplifica la regién del gen
16S acotada por sus secuencias, generando un fragmento promedio de
aproximadamente 250 pares de bases nucleotidicas dentro de la region ribosomal
altamente conservada. Al tratarse del fragmento de mayor tamafio, el resultado de su
secuencia identifica a nivel genérico a la eubacteria presente en la muestra, si bien es
necesaria la superposicion de las secuencias obtenidas con los pares de cebadores

siguientes para alcanzar un nivel de identificacién a nivel de especie.

La segunda y tercera parejas de cebadores indicados en la tabla 2 amplifica la
region del gen 16S acotada por sus secuencias, generando un fragmento promedio de
aproximadamente 100 pares de bases nucleotidicas dentro de la regién ribosomal
altamente conservada. Dependiendo del grado de variacion intraespecifica de la
eubacteria presente en la muestra, se hara necesaria la superposicion con uno o ambos
productos de amplificacion menor, si bien el solapamiento de las tres secuencias (250bp
+ 100bp + 100bp) genera un porcentaje de identificacion superior al 96%, tal y como se

recoge en las Figuras 2y 3.

Los fragmentos de amplificacién obtenidos pueden ser secuenciados utilizando
cualquier tipo de reaccion de amplificacién de secuencias especificas del ADN o del ARN
de un organismo cualquiera. En la presente invencién, los fragmentos de amplificacion
son obtenidos de manera simultanea y en la misma reaccién de amplificaciéon mediante la
técnica de PCR, utilizando las tres parejas de cebadores indicadas en la tabla 2 y

descritos anteriormente (secuencias SEQ. ID. No. 2, 4 y 6). De cara al disefioc de un
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procedimiento robusto, es practicamente necesario el uso de una ADN polimerasa que no
contenga trazas de ADN exogeno contaminante y que a la par tenga una baja tasa de
error en la incorporacion de los nucledtidos, tal como la enzima Ultratools ADN

polimerasa (Biotools Biotechnological & Medical Laboratories, S.A.).

Las condiciones de amplificacion mediante PCR indicadas en la Tabla 3 fueron
optimizadas para conseguir las condiciones de reaccién apropiadas para la amplificacion
de manera simultanea de las tres regiones del gen 168 bacteriano extraido de la
muestra. Cada fragmento de amplificacion puede ser también amplificado en reacciones
de PCR realizadas por separado. En la presente invencion, la amplificacion se realiza en
una unica reacciéon mediante la cual se amplifican de manera simultanea las tres regiones
que posteriormente se secuenciaran para identificar la especie o las especies bacterianas

presentes en la muestra.

Desnaturalizacion inicial 96°C durante 5 minutos

Programa ciclico 30 ciclos

Paso 1 (desnaturalizacién)

95°C durante 1 minuto

Paso 2 (anillamiento)

54°C durante 1 minuto

Paso 3 {extension)

74°C durante 30 segundos

Extension final

72°C durante 10 minutos

TABLA 3: Tabla orientativa de las condiciones de amplificacién. (La amplificacion tiene como
anico requerimiento mantener la temperatura de anillamiento en 54°C, el resto de los parametros
pueden ser ajustados dependiendo de la procedencia, método de extraccion y rendimiento, sin

pérdidas contrastadas de robustez en el proceso).

EJEMPLOS
Ejemplo 1:

La muestra de sangre original fue recogida en el Servicio de Microbiologia del
Hospital Universitario La Paz en formato estandar de extraccién sanguinea en planta por
via intravenosa. El cuadro presentado por el paciente requeria una identificacion exacta
del patégeno, porque no permitia definir origen ni evolucién encontrandose sometido a
tratamiento antibiético profilactico segtn infecciones

la practica habitual para

diagnosticadas, pero no caracterizadas. Un mililitro (1 ml) de la muestra de sangre fue
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inoculado a un hemocultivo estandar para el en'fiquecimiento de la muestra, tardando 7h
en generar el resultado positivo de crecimiento microbiano por incubacién a 37°C. Dos
gotas del hemocultivo fueron depositadas sobre el sistema GenoCard® (Hain
Lifescience), para la inmovilizacién de muestras procedente de hemocultivo, resultando
adsorbidas a la superficie de la tarjeta perforable. Utilizando un sacabocados, se
realizaron seis perforacionés para extraer seis trozos de superficie adsorbida, que fueron
inmediatamente transferidos a razén de dos por pocillo a una placa multipocillo preparada

como se explica a continuacion.

La placa se dividi6 en grupos de tres pocillos/contenedores. En el primer pocillo de
cada uno de estos grupos, se afiadid la mezcla de reaccién compuesta por 0,4 pl de
enzima Ultratools DNA polimerasa, manufacturada por Biotools Biotechnological &
Medical Laboratories S.A., 5 pl del tampén de reaccién que acomparfia a la enzima antes
citada y comercializado junto a ella, entre 0,1 pl y 0,3 pl de una solucion 100mM
contiendo los cuatro deoxirribonucledtidos que conforman. la cadena del &cido
deoxirribonucleico (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), y entre 0,2 pl y 0,4 pl de una solucion 100
uM de la pareja de cebadores descritos en la tabla 2 y que amplifican la region V1. A esta
mezcla de reaccion se le afiadié la mezcla de estabilizacion, compuesta por entre 1 ply 4
pl de una solucién de trehalosa dihidrato 1M, entre 1 pl y 3 pi de una solucion de
melezitosa monohidrato 0,75M, entre 1 pl y 4 ul de glucdégeno a una concentracion de
200 gr/l, y entre 0,1 pl y 0,5 pl de DL lisina 0,05M. En el segundo pocillo se afiadi6 la
misma mezcla de reaccion y la misma mezcla de estabilizacion que las utilizadas para el
primer‘pocillo, reemplazando los cebadores que arhplifican la region V1 pbr los que
amplifican la regién V2. En el tercer pocillo se afiadi6 la misma mezcla de reaccion y la
misma mezcla de estabilizacién que las utilizadas para el primer pocillo, reemplazando

los cebadores que amplifican la region V1 por los que amplifican la region V3.

La placa asi preparada se introdujo en una estufa de desecacion al vacio y se
someti6 a un proceso de desecacion calentando la placa entre 30°C y 37°C y
sometiéndola a un vacio de 30 milibares durante un tiempo de dos a cuatro horas, hasta
conseguir un grado de humedad entre el 10% y el 20%, obteniéndose de esta manera
una mezcla de reaccion estabilizada conteniendo en el mismo pocillo todos los elementos
y reactivos necesarios para la realizacion de la reaccién de amplificacion de la secuencia
del acido nucleico a secuenciar. El procedimiento anterior realizado para conseguir la
mezcla de reaccion estabilizada puede ser repetido, ademas de la placa multipocillo

utilizada, en cualquier otro contenedor o cdmara de reaccién o superficie utilizadas o que



10

15

20

25

30

WO 2011/048227 PCT/ES2009/000507

26

pudieran llegar a utilizarse para la realizacién de la reacciéon de amplificacion de los

acidos nucleicos.

La amplificacion se realiz6 bajo las condiciones ilustradas en la tabla 3, generando
una serie de productos de amplificacion que fueron transferidos a la placa de
pirosecuenciacién segun el protocolo recomendado por el fabricante del instrumento
utilizado para la pirosecuenciacion (Sample Preparation Guidelines for PSQ™86 and
PSQ 96MA Systems, elaborado por Biotage AB, Suecia). La pirosecuenciacion posterior
se realizé en el aparato PSQ™96, fabricado por Biotage AB, Suecia, utilizando la mezcla
enzimatica para la secuenciacion por sintesis descrita en apartados anteriores (ADN
polimerasa ultrapura y de alta fidelidad, ATP-sulfurilasa, Luciferasa, Apirasa, cebador de
secuenciacion, luciferina, adenosin-5'-fosfosulfato (APS), deoxinucleétidos a incorporar
en la reaccion de extension de la cadena de ADN a secuenciar (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), y tampon de reaccion, generando el pirograma recogido en la figura 2 y que
resultdé automaticamente procesado por el software IdentiFire® (Biotage AB, Suecia)
(SEQ. ID. No 7). El resultado de las alineaciones automaticas segun lo descrito en la
descripcién de la invencién, produjo el resultado inequivoco con un 100% de identidad

para el patégeno Enterococcus faecalis (figura 2).
Ejemplo 2:

La muestra original fue recogida en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario La Paz en formato estandar para extraccion sanguinea en planta por via
intravenosa. El cuadro presentado por el paciente requéria una identificacion exacta del
patégeno, porque no permitia definir origen ni evoluciéon encontrandose sometido a
tratamiento antibiético profilactico segun la praxis para infecciones diagnosticadas, pero
no caracterizadas. Posible sospecha de cuadro polimicrobiano. Un mililitro (1 ml) de la
muestra de sangre fue inoculado a un hemocultivo estandar para el enriquecimiento de la
muestra, tardando 7h en generar el resultado positivo a crecimiento microbiano por
incubacion a 37°C. Dos gotas del hemocultivo fueron depositadas sobre el sistema
GenoCard® (Hain Lifescience), para la inmovilizacién de muestras procedente de
hemocultivo, resultando adsorbidas a la superficie de la tarjeta perforable. Utilizando un
sacabocados, se realizaron seis perforaciones para extraer seis trozos de superficie
adsorbida, que fueron inmediatamente transferidos a razén de dos por pocillo a una placa

multipocillo preparada como se explica a continuacion.
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La placa se dividié eﬁ grupos de tres pocillosicontenedores. En el prir'*ner pocillo de
cada uno de estos grupos, se afiadié la mezcla de reaccién compuesta por 0,4 pl de
enzima Ultratools DNA polimerasa, manufacturada por Biotools Biotechnological &
Medical Laboratories S.A., 5 ul del tamp6n de reacciéon que acomparia a la enzima antes
citada y comercializado junto a ella, entre 0,1 pl y 0,3 pl de una solucién 100mM
contiendo los cuatro deoxirribonucledtidos que conforman la cadena del &cido
deoxirribonucleico (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), y entre 0,2 pl y 0,4 ul de una solucién 100
1M de la pareja de cebadores descritos en la tabla 2 y que amplifican la region V1. A esta
mezcla de reaccién se le afiadié la mezcla de estabilizacion, compuesta por entre 1 ply 4
ul de una solucion de trehalosa dihidrato 1M, entre 1 pl y 3 pl de una solucion de
melezitosa monohidrato 0,75M, entre 1 puly 4 pl de glucégenov a una concentracion de
200 gr/l, y entre 0,1 pl y 0,5 pl de DL lisina 0,05M. En el segundo pocillo se afadio la
misma mezcla de reaccién y la misma mezcla de estabilizacion que las utilizadas para el
primer pocillo, reemplazando los cebadores que amplifican la region V1 por los que
amplifican la region V2. En el tercer pocillo se afiadié la misma mezcla de reaccion y la
misma mezcla de estabilizacién que las utilizadas para el primer pocillo, reemplazando

los cebadores que amplifican la regién V1 por los que amplifican la region V3.

La placa asi preparada se introdujo en una estufa de desecacion al vacio y se
someti6 a un proceso de desecacién calentando la placa entre 30°C y 37°C y
sometiéndola a un vacio de 30 milibares durante un tiempo de dos a cuatro horas, hasta
conseguir un grado de humedad entre el 10% y el 20%, obteniéndose de esta manera
una mezcla de reaccion estabilizada conteniendo en el mismo pocillo todos los elementos
y reactivos necesarios para la realizacion de la reaccion de amplificacion de la secuencia
del acido nucleico a secuenciar. El procedimiento anterior realizado para conseguir la
mezcla de reaccion estabilizada puede ser repetido, ademas de la placa multipocillo
utilizada, en cualquier otro contenedor o camara de reaccion o superficie utilizadas o que
pudieran llegar a utilizarse para la realizacién de la reaccién de amplificacion de los

acidos nucleicos.

La amplificacion se realiz6 bajo las condiciones ilustradas en la tabla 3, generando
una serie de productos de amplificacion que fueron transferidos a la placa de
pirosecuenciacion segln el protocolo recomendado por el fabricante del instrumento
utilizado para la pirosecuenciacion (Sample Preparation Guidelines for PSQ™96 and
PSQ 96MA Systems, elaborado por Biotage AB, Suecia). La pirosecuenciacion posterior

se realizé en el aparato PSQ™96, fabricado por Biotage AB, Suecia, utilizando la mezcla
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enzimética para la secuencia'cién por sintésis descrita en aparta'dos anteri.bres (ADN
polimerasa ultrapura y de alta fidelidad, ATP-sulfurilasa, Luciferasa, Apirasa, cebador de
secuenciacion, luciferina, adenosin-5'-fosfosulfato (APS), deoxinucleétidos a incorporar
en la reaccion de extensién de la cadena de ADN a secuenciar (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), y tamp6n de reaccion, generando el pirograma recogido en la figura 3, y que
resulté automaticamente procesado por el software IdentiFire® (SEQ. ID. No. 8). El
resultado de las alineaciones automaticas segun lo descrito en la descripcién detallada de
la invencidn, produjo el resultado inequivoco con un 100% de identidad para el patégeno
Moraxella catarrhalis y varios resultados potenciales con variedades de caracter
zoonético que alcanzaron el 98% tal y como se ilustra en el informe definitivo generado
por el sistema IdentiFire® (Biotage AB, Suecia). El subcultivo posterior y antibiograma
permitié identificar al menos dos variedades de Moraxella, confirmando el positivo para la
variedad M. Catharrhalis y la presencia en infeccion polimicrobiana de las variedades

zoondticas (figura 3).
Ejemplo 3:

Para mostrar el efecto mejorante de la reaccién de pirosecuenciacion de la mezcla
utilizada para la estabilizacion mediante gelificacion de la mezcla de reaccion de
amplificacion (trehalosa, melezitosa, lisina y glucégeno), se recogieron tres muestras de
sangre en el mismo dia, y se realizé el hemocultivo de cada una de ellas. Los tres
hemocultivos generaron valor positivo en el incubador tras ocho horas y se subcultivaron
en placas de agar-sangre no selectivo para recuento de Unidades Formadoras de
Colonias (CFUs). | | '

Los tres produjeron un resultado en el mismo orden de dilucién, por lo que el
recuento indica una concentracién inicial en el mismo orden de magnitud de partida y
muy similar tras el enriquecimiento. La determinacién del rango de concentracion de las
tres muestras ensayadas se llevé a cabo sembrando diluciones hasta un valor de 10° en
placas conteniendo agar Mueller-Hinton (5% de sangre), e incubando a 37°C durante
18h. La concentracién bacteriana se ajustd al recuento de colonias en la placa
correspondiente a la dilucion mas alta con presencia de bacterias. La lectura se repitié a
las 24 h, de modo que la concentraciéon final en el medio Mueller-Hinton fuera de

aproximadamente 5 x 10° UFC/ml para las tres muestras ensayadas.

Se procesaron dos muestras seleccionadas aleatoriamente dentro de las tres

caracterizadas mediante el procedimiento descrito en el parrafo anterior, utilizando tubos



10

15

20

25

30

WO 2011/048227 PCT/ES2009/000507

29

de reaccién conteniendo en cada uno de ellos los cebadores biotinilados descritos en la
tabla 2 como Bio-V1F y V1b para la amplificacion de la region V1 del gen 16S del ARNr
(SEQ. ID. No. 1 y SEQ. ID. No. 2), previamente incorporados sobre la placa a las
concentraciones precisas requeridas, y estabilizados tal y como se detalla en el proceso
descrito en el ejemplo 1 de la presente invencion, junto al resto de los reactivos y

enzimas necesarios para la realizacion de la reaccién de amplificacion.

En los pocillos donde se efectu6é la caracterizacion de cada una de estas
muestras, se afiadi6 la mezcla de reaccién compuesta por 0,4 ul de enzima Ultratools
DNA polimerasa, manufacturada por Biotools Biotechnological & Medical Laboratories
S.A., 5 ul del tampén de reaccién que acompafia a la enzima antes citada y
comercializado junto a ella, entre 0,1 uly 0,3 ul de una solucién 100mM contiendo los
cuatro deoxirribonucledtidos ,que conforman la cadena del ‘acido deoxirribonucleico
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP), y entre 0,2 pl y 0,4 pl de una solucién 100 uM de la pareja
de cebadores descritos en la tabla 2 y que amplifican la regién V1. A esta mezcla de
reaccion se le afiadié la mezcla de estabilizacién, compuesta por entre 1 ply 4 pl de una
solucion de trehalosa, dihidrato 1M entre 1 pl y 3 pl de una solucidn de melezitosa,
monohidrato 0,75M entre 1 pul y 4 ul de glucogeno a una concentracién de 200 gr/l, y
entre 0,1 ply 0,5 pl de DL lisina 0,05M.

Tras la reaccion de amplificacién y posterior pirosecuenciacion del fragmento
amplificado (el producto de la amplificacién inicial es directamente transferido a la placa
de pirosecuenciacién para su desnaturalizacién, equilibrado y pirosecuenciacion
propiamente dicha, sin necesidad de cuantificacién intermedia) se obtuvieron dos
secuencias de 36 bases (SEQ. ID. No. 9) y 38 bases (SEQ. ID. No. 10) de maxima
calidad, utilizando un programa de dispensacion especifico para estos cebadores con 60
ciclos de pirosecuenciacion. Segun el software IdentiFire® del pirosecuenciador
PyroMark Q96 ID fabricado por Biotage AB, los pirogramas obtenidos quedan recogidos
en las figuras 4 Ay B.

Paralelamente, se procesd la tercera muestra mediante el mismo procedimiento
de pirosecuenciacién, pero habiendo realizado la amplificacion inicial sin aplicar la mezcla
gelificada, mezclando de manera manual mediante una pipeta los diferentes reactivos y
enzimas necesarios para la realizacién de la reaccion de amplificacion en el tubo de
reaccion, incluyendo los cebadores biotinilados descritos en la tabla 2 como Bio-V1F y

V1b para la amplificacion de la region V1 del gen 16S del ARNr (0,4 pl de enzima
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Ultratools bNA polimerésa, manﬁfacturada por Biotoolé Biotechnobgical & Medical
Laboratories S.A., 5 ul del tampén de reaccién que acompafia a la enzima antes citada y
comercializado junto a ella, entre 0,1 ul y 0,3 pl de una solucién 100mM contiendo los
cuatro deoxirribonucleétidos que conforman la cadena del &cido deoxirribonucleico
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP), y entre 0,2 pl y 0,4 pl de una solucién 100 uM de la pareja

de cebadores descritos en la tabla 2 y que amplifican la region V1).

Tras la reaccion de amplificacién y posterior pirosecuenciacién aplicando los
algoritmos para calcular la calidad de secuencia en base a la cantidad de luminiscencia
registrada por el sistema PyroMark Q96 ID Biotage AB, se obtuvo la secuencia que
aparece en la Figura 4C (SEQ. ID. No 11).

Unicamente las cuatro primeras bases secuenciadas fueron consideradas de
maxima calidad por el software ldentiFire® del pirosecuenciador PyroMark Q96 ID
Biotage AB. Se obtuvo una calidad determinada como baja por el software para 27 bases,
y 2 bases de las 33 totales fueron calificadas como de calidad media por el software
ldentiFire® del pirosecuenciador PyroMark Q96 ID Biotage AB. El pirograma obtenido se

muestra como imagen en la Figura 4C.

En el caso de la mezcla no gelificada, sélo las tres primeras bases tienen una
calidad 6ptima, ya que a partir de la tercera ronda de secuenciacion, el fondo comienza a

generar interferencias con las emisiones de los dNTPS incorporados.

En este ejemplo 3 se puede observar gue las secuencias obtenidas utilizando la
etapa de gelificacion se identifican en un 100% como secuencias oOptimas, no
presentando indeterminaciones, mientras que el ensayo que no utiliza la estabilizacion
por gelificacién solo el 12% de la secuencia obtenida es considerada como secuencia
inequivoca, un 6% de la secuencia es considerada como de resolucién media y el resto
de la secuencia obtenida (27 de 33 bases, es decir, el 82%) es considerada como

posibles indeterminaciones.
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REIVINDICACIONES

Un método para la deteccion, diferenciacion e identificacion taxén-especifica de
eubacterias en una muestra biolégica, mediante el andlisis por técnicas de
secuenciacion, concretamente pirosecuenciacion de tres regiones del gen 16S del

RNA ribosomal bacteriano, caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

a. Estabilizacion de la mezcla de reaccién por gelificacién mediante adicion al
medio de una solucién acuosa estabilizante y posterior secado hasta un

grado de humedad entre un 10% y un 30%.

b. Reaccion de amplificacion mediante PCR del ADN total extraido de la
muestra utilizando los pares de cebadores especificados en la tabla 2
(SEQ. ID. No. 1 a 6).

¢. Secuenciacion mediante sintesis, concretamente -pirosecuenciacién de los
productos de PCR obtenidos en el paso a. usando los mismos cebadores
no biotinilados indicados en la tabla 2 y utilizados para amplificacién del
ADN total extraido de la muestra ( SEQ. ID. No. 2, 4 y 6).

2. Meétodo de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la reaccién de

amplificacion se lleva a cabo mediante una reaccion de amplificacion de acidos
nucleicos (PCR) integrada por una desnaturalizacién inicial é 95°C durante 5 minutos
y 30 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 1 minuto, anillamiento a 54°C durante
1 minuto, extension a 74°C durante 30 segundos, y una ektensién final a 72°C

durante 10 minutos.

Método de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, caracterizado porque Ias
secuencias obtenidas de la amplificacion de la PCR se someten a pirosecuenciacion y
posteriormente se identifican mediante comparacién con las secuencias depositadas

y anotadas en bases de datos publicas o privadas.

Método de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque cada una de
las secuencias obtenidas mediante la secuenciacion de los fragmentos amplificados
mediante la reaccion de amplificacién descrita en la reivindicaciéon 3 aporta un nivel de
informacion adicional, de modo que si la secuencia obtenida mediante la reaccién que
fue amplificada utilizando los cebadores de amplificacion SEQ. ID. No. 5 y 6 no

aportara un nivel de informacion suficiente para garantizar la identificacion precisa de
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la Especie de eubacteria presente en la muestra, el solapamiento de esta secuencia
con la secuencia obtenida mediante la reaccion que fue amplificada utilizando los
cebadores de amplificacion SEQ. ID. No. 3 y 4 puede llegar a dar informacion precisa
a nivel Especie y Género eubacteriano, y si aln asi la secuencia solapada no
aportara un nivel de coincidencia suficiente para garantizar su identificacion, su
posterior solapamiento con la secuencia obtenida mediante la reaccién que fue
amplificada utilizando los cebadores de amplificacién SEQ. ID. No. 1y 2 da en todos
los casos una secuencia que informa con precision acerca de la Familia, Género y/o

Especie de la eubacteria presente en la muestra.

Método de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque utilizando la
mezcla de gelificacion formada por trehalosa, melezitosa, glucégeno o rafinosa y
lisina o betaina, en la reaccién de pirosecuenciacion se obtiene mejora de la
resolucién de la pirosecuenciacion de entre un 75% y 90% y como consecuencia

también se obtiene una secuenciacién de fragmentos mas largos.

Método de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado porque la mezcla de

gelificacion estad compuesta por trehalosa, melezitosa, glucégeno y lisina.

Un kit integrado por tres tubos o recipientes de reaccion, o series de tres tubos de
reaccion, conteniendo cada uno de estos tubos o recipientes todos los elementos
necesarios para la realizacion de la reaccién de PCR (ADN polimerasa ultrapura,
deoxinucledtidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, tampdn de reaccién y cebadores de
reaccion) descrita en la reivindicacion 1, -de modo que el primer tubo contiene los
cebadores SEQ. ID. No. 1y 2, el segundo tubo SEQ. ID. No. 3y 4, y el tercer tubo los
cebadores SEQ. ID. No. 5y 6.

Kit de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado porque esta integrado por tres
tubos o recipientes conteniendo todos los reactivos necesarios para llevar a cabo la
reaccion de pirosecuenciaciéon: ADN polimerasa ultrapura y de alta fidelidad, ATP-
sulfurilasa, luciferasa, apirasa, cebador de secuenciacién, luciferina, adenosin-5'-
fosfosulfato, deoxinucledtidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, tampén de reaccion y
cebador de pirosecuenciacion, de modo que en el primer tubo se adiciona el cebador
de pirosecuenciacién SEQ. ID. No. 2 con el fin de secuenciar el amplicon obtenido
mediante la amplificacion realizada con los cebadores de amplificacion SEQ. ID. No. 1
y 2, en el segundo tubo se adiciona el cebador de pirosecuenciacion SEQ. 1D. No. 4

con el fin de secuenciar el amplicon obtenido mediante la amplificacion realizada con
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los cebadores' de amplificacion SEQ. '.ID. No. 3y 4; y en el tércer tubo se édiciona ei
cebador de pirosecuenciacion SEQ. ID. No. 6 con el fin de secuenciar el amplicon
obtenido mediante la amplificacion realizada con los cebadores de amplificacion SEQ.
ID. No. 5y6.

Kit de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque cada uno de los tubos
indicados en la reivindicacion anterior se encuentran estabilizados mediante la adicién
de una mezcla de estabilizacién conteniendo trehalosa, melezitosa, lisina y
glucdgeno, siendo posteriormente desecados mediante aplicacion de vacio a una

temperatura de 30°C.

Kit de acuerdo con las reivindicaciones 7-9, caracterizado porque contiene todos los
tubos con los ingredientes necesarios para llevar a cabo el método de las

reivindicaciones 1-6.
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