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DESCRIPCION
Dispositivo oligocromatico de un paso y procedimiento de uso

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos y dispositivos para detectar analitos en muestras biolégicas. Esta
invencion se refiere a ensayos rapidos y a ensayos rapidos tipicos que incluyen “tiras reactivas”, dispositivos de “flujo
lateral” y dispositivos de “flujo a través”

Estado de la técnica

Se han desarrollado algunas aproximaciones para la deteccion de analitos en una muestra biologica para diagndsticos
rutinarios en laboratorios a través de la inmunocromatografia.

Los documentos EP 0 088 636, EP 0 186 799, EP 0 284 232 y WO 88/08534, WO 03/033765 divulgan dispositivos
cromatograficos en forma de lamina que comprenden al menos una primera y una segunda region. Los dispositivos de
la técnica anterior presentados en estos documentos comprenden:

- una primera region que contiene material activo poroso para permitir que el liquido se mueva hacia la region
sintetizada recubierta con los reactivos especificos. Esta primera region, denominada almohadilla de muestras,
comprende sobre ella un reactivo de deteccion secado o impregnado dentro de ella. Ademas puede contener una
region de aplicacion y una (sub)region de absorcion. La region de la almohadilla de muestras se denomina
generalmente region de aplicacion.

- una segunda regioén, también denominada region de deteccion, hecha de material poroso activo sobre el cual se
absorben reactivos especificos. Algunos de estos reactivos pulverizados sobre una linea de la segunda region del
dispositivo son directa o indirectamente especificos para el analito a detectar y deben reaccionar con el complejo de
reactivos etiquetados para el analito de la muestra mientras otros reactivos no especificos eventualmente pulverizados
sobre una linea adicional de la segunda region estan dedicados a reaccionar con el exceso del reactivo de deteccion.
Esta segunda region, hecha preferiblemente de nitrocelulosa, también puede contener una linea de control,
preferiblemente detras de la region de deteccion; y

- posiblemente también una tercera region hecha de material poroso dedicada a absorber el exceso de liquido que
llega a través de las primera y segunda regiones. Esta region se denomina generalmente absorbente o region
absorbente.

Algunas otras técnicas de deteccion conocidas en la técnica se refieren a la deteccién de moléculas producidas
después de un proceso preliminar tal como una amplificacion molecular o genética del analito.

La patente US 6.037.127 describe un procedimiento para detectar la presencia de un analito de acido nucleico no
desnaturalizado en una muestra de ensayo en el que la muestra de ensayo se pone en contacto con una tira de ensayo
de un material poroso muy absorbente que es capaz de mover la muestra de ensayo lateralmente a lo largo de la tira
de ensayo mediante migracién capilar hasta su captura final por una molécula en una zona de captura especifica.

Obijetivos de la invencién

La presente invencion se dirige a suministrar una nueva e ingeniosa técnica de captura para la deteccién de moléculas
de polinucledtidos posiblemente obtenidas después de pasos de amplificacion molecular.

Un objetivo adicional de la invencién es suministrar dispositivos que sean faciles de manejar y que permitan una
deteccion y/o una diagnosis rapida y exacta.

Definiciones

Iniciador: Oligonucledtido especifico para el analito (usado para la amplificacion, etiquetado para reaccionar con el
reactivo de captura)

Conjugado: Sonda especifica para el analito acoplada con una etiqueta en particulas directa.

Reactivo de captura: Reactivo que reaccionara especificamente con el oligonucleétido especifico para el analito
etiquetado.

Almohadilla absorbente: Primera region o almohadilla de muestras
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Almohadilla de conjugado: Regién que contiene el conjugado seco.

Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere a un dispositivo cromatografico en forma de lamina, en particular tiras reactivas,
dispositivos de flujo a través y de flujo lateral, que tienen

- una regién de aplicacion (opcionalmente con almohadilla de conjugacion),
- una region de deteccion (posiblemente con una parte de control (por ejemplo, lineas de control) y

- opcionalmente una regién absorbente. La regidon de deteccién comprende al menos un reactivo de captura que
reconoce especificamente un hapteno o péptido conjugado o acoplado con el oligonucleétido especifico para el analito,
y la region de aplicacién comprende al menos un conjugado de sonda especifica etiquetada (con etiqueta directa o
indirecta) preferiblemente un oligonucledtido (ADN, ARN, APN, ALN) que se hibrida especificamente con el analito y
gue generalmente se denomina sonda. En caso de reaccion positiva, es decir en el caso de que se forme un complejo
entre dicho reactivo (de captura) especifico y dicho analito especifico acoplado en un hapteno o un péptido hibridizado
con dicho conjugado especifico, se genera una sefial. Esta sefial también se denomina sefial especifica. El
oligonucledtido especifico para el analito es uno de los iniciadores usados para la amplificaciéon molecular del analito

(S).

En una realizacion particular de la invencion, la linea de control esta hecha de una secuencia de oligonucleétidos que
se hibrida con la sonda de conjugado especifico.

El reactivo de captura puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal o un fragmento de anticuerpo hipervariable o
una molécula que interactlia especificamente con el hapteno o el péptido o con cualquier conjugado de moléculas o se
acopla con el oligonucledtido especifico para el analito. La etiqueta de deteccion es preferiblemente un etiqueta en
particulas directa, preferiblemente seleccionada entre el grupo que consta de coloides metalicos conjugados, particulas
de latex conjugadas y microparticulas que tengan un color particular.

Preferiblemente el dispositivo cromatografico en forma de lamina esta compuesto de sustancias poliméricas laminadas
sobre un polimero rigido. En una realizacion preferida, la region de aplicacion comprende una membrana hecha de
fibras de vidrio con una almohadilla de conjugado hecha de poliéster, la region de deteccién comprende una membrana
hecha de nitrocelulosa y la region absorbente comprende una membrana hecha de celulosa. De acuerdo con otra
realizacion, la region de aplicacion y la almohadilla de conjugado estan hechas del mismo material.

La presente invencion se refiere ademas a procedimientos de deteccién que hacen uso de los dispositivos antes
descritos, también denominados dispositivos oligocromatogaficos, que pueden usarse para comprobar la presencia de
secuencias de oligonucleotidos diana preferiblemente después de su amplificacion. La deteccion puede realizarse a
simple vista y/o autométicamente con la ayuda de un lector de tiras y programas de software especificos para la
deteccion y/o cuantificacién de analitos o amplicones.

La presente invencion se ilustra ademéas mediante los siguientes ejemplos y realizaciones no limitativas, con referencia
a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de la invencion

La figura 1 representa un ensayo positivo obtenido con el dispositivo de deteccién de la invencion.
Las figuras 2a y 2b representan los diferentes pasos de deteccion de procedimiento de la invencién.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere en particular a dispositivos (1) de deteccién de analitos mejorados tanto dispositivos
cromatograficos tales como dispositivos de tiras reactivas o de flujo lateral como sistemas de flujo a través y a su uso
en la deteccion de analitos posiblemente presentes en una muestra tal como una muestra de liquido transparente. Los
dispositivos preferidos comprenden una region (2) de aplicacion, una region (3) de deteccién y posiblemente una region
(4) de adsorcién tal como se conoce en la técnica. La region de deteccién (3) puede contener una o mas partes
definidas, preferiblemente lineas, cada una de ellas dedicadas a la deteccion de un analito o grupo de analitos en
particular. Puede incluirse una regién de control, que posiblemente contiene varias partes (lineas). Los dispositivos de
la invencion pueden ser dispositivos en forma de lamina de una pieza o pueden comprender varias partes en contacto
capilar entre si. Los dispositivos de flujo a través pueden considerarse también como una herramienta para la presente
invencion.

Los dispositivos de acuerdo con la presente invencidon estdn compuestos de sustancias poliméricas porosas que
3
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preferiblemente estan laminadas sobre un polimero semi-rigido para suministrar resistencia mecanica que facilite el
manejo del dispositivo. La porosidad de las sustancias poliméricas debe ser tal que sea posible la migracion capilar de
un fluido y sus componentes desde la parte inferior hasta la parte superior de la tira, moviéndose a lo largo del
conjugado rehidratado, sin ninguna obstruccion del flujo. Estas caracteristicas son posibles por las propiedades
hidrofilas de estos polimeros. Ejemplos de polimeros adecuados son la celulosa, la nitrocelulosa, el acetato de
celulosa, las fibras de vidrio, el nylon, el copolimero/nylon acrilico, la poliétersulfona y el poliéster.

Un reactivo etiquetado especifico (6), que es especifico para el analito, sirve para detectar y/o cuantificar los analitos
posiblemente presentes en una muestra de liquido transparente. El reactivo etiquetado especifico (6) formara un
complejo con el analito, dicho complejo es capturado entonces por un reactivo de captura especifico (5). Este reactivo
de captura (5) puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal o cualquier fragmento de anticuerpo hipervariable
conocido en la técnica o cualquier otra molécula que pudiera unirse especificamente a una molécula complementaria
tal como los haptenos, péptidos o proteinas (8) que pudieran reaccionar especificamente con el analito etiquetado.
Estos reactivos pueden producirse mediante ingenieria genética.

Se conocen diferentes sistemas de deteccion en la técnica. Etiquetas en particulas (directas) coloreadas o visibles
conocidas en la técnica incluyen las particulas (15) hechas de polimeros de latex, coloides metalicos tales como el oro,
carbono, liposomas,... que pueden conjugarse con el reactivo de unién (6) que normalmente reacciona con el analito a
detectar. Con ambos sistemas, es posible la cuantificacion y/o la semi-cuantificacion.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la deteccién rapida y especifica de la presencia de productos
(7) de un acido nucleico diana, preferiblemente después de la amplificacion molecular de un analito. Puede usarse
cualquier técnica de amplificacion molecular, incluyendo aunque en sentido no limitativo PCR, RT-PCR, LCR o NASBA,
para generar un producto amplificado (7). Los productos de acido nucleico incluyen entre otras moléculas de ADN,
ARN de cadena simple, de cadena doble o de cadena parcialmente doble. La estructura de las moléculas puede
modificarse y/o puede incluir analogos de nucledétidos o de nucledsidos.

En una realizacion preferida de la invencion, el conjugado de sonda especifica comprende un conjugado de etiqueta
(directa) visible (15) para una secuencia de polinucleétidos (ADN, ARN, APN, LNA) (6) que se hibrida especificamente
con la secuencia diana especifica (7). Hibridizacion especifica quiere decir que la secuencia de polinucleétidos
conjugados se hibridara bajo condiciones particulares (bien conocidas por las personas expertas en la materia) con el
analito que podria estar presente en el liquido y no con otras secuencias de acido nucleico. Asi es posible detectar un
analito particular dentro de una mezcla de compuestos, que posiblemente contiene varios otros analitos. EI complejo
formado entre la secuencia de oligonucledétidos de interés (7) y el conjugado de sonda especifica se movera al interior
de la membrana de la segunda regién (3) (preferiblemente nitrocelulosa) y alcanzara el reactivo (5) de captura (un
anticuerpo policlonal o monoclonal o un fragmento de anticuerpo hipervariable conocido en la técnica o cualquier
molécula que puede ser haptenos, péptidos o proteinas que podrian reaccionar especificamente con el analito
etiquetado que esté revestido sobre los mismos. La reaccion entre el complejo (6-15) y su reactivo especifico (5)
revestido sobre la membrana sera visualizada, ya que las particulas (15) se acumularan y generaran una sefial visible.
Esta sefial permite al usuario evaluar que el proceso de polimerizacion se realiza correctamente y especificamente si
se produjo un proceso de amplificacién.

Asi la presente invencion se refiere en particular a un dispositivo que permite que el usuario compruebe en minutos si
se ha efectuado o no una amplificacibn molecular especifica. El dispositivo ademas puede permitir la cuantificacién o
semi-cuantificacion de la cantidad de amplimeros producidos.

Mas adelante, se proporcionan mas detalles con respecto a aspectos generales y composiciones preferidas y la
construccion de los dispositivos oligocromatogréaficos particulares de acuerdo con la presente invencion.

Los dispositivos de acuerdo con la invencion comprenden regiones de aplicacién (2), deteccion (3) y absorbente (4) y
opcionalmente una regién de control (control interno) con una o mas lineas de control.

En una realizacion preferida, la membrana de la region (2) de aplicacién est4 hecha de fibras de vidrio con una
almohadilla de conjugado hecha de poliéster, la membrana de la region de deteccion esta hecha de nitrocelulosa por
ejemplo de Advanced Microdevices Pvt, Ltd. También pueden utilizarse membranas de otro proveedor (por ejemplo,
Schleicher & Schuell, Pall o Micropore). La membrana de la region absorbente preferiblemente esta hecha de celulosa.
En realizaciones patrticulares, la region de aplicacion y la almohadilla de conjugado pueden estar hechas del mismo
material. El conjugado, sin embargo, puede también estar directamente absorbido sobre la regién de aplicacion.

En otra realizaciéon preferida, la regién (2) de aplicacion esta hecha de un polimero rigido al cual se adhiere una
almohadilla de cubierta absorbente hecha de fibras de vidrio, que absorbe y conduce el liquido de la muestra hasta la
regién de deteccion. Las fibras de vidrio ademas pueden cubrir una almohadilla de conjugado hecha de poliéster que
contiene el conjugado de forma seca. También esta almohadilla debe tener unas caracteristicas tales que el conjugado
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sea facilmente hidratado por el liquido de la muestra para permitir una completa separacion del conjugado hidratado y
la reaccion especifica de los reactivos del conjugado con su analito especifico.

La almohadilla de conjugado puede estar parcial 0 completamente cubierta por la almohadilla de la muestra. Tanto la
almohadilla de la muestra como la almohadilla de conjugado pueden ser del mismo material. En este caso, el
conjugado podria pulverizarse directamente sobre el polimero que se usa también para absorber el liquido de la
muestra.

La almohadilla de conjugado se impregna con particulas que estan recubiertas con algunos compuestos que podrian
incluir proteinas, péptidos, haptenos, polisacaridos, lipopolisacaridos, acidos nucleicos, ANP o ANL u otras moléculas
poliméricas que puedan hibridarse especificamente con ADN y/o ARN. Estos compuestos reaccionaran de alguna
manera especificamente con los analitos que podrian estar presentes dentro de las muestras a analizar. Ejemplos de
particulas incluyen particulas coloidales de oro, particulas coloidales de azufre, particulas coloidales de selenio,
particulas coloidales de sulfato de bario, particulas coloidales de sulfato de hierro, particulas de iodato metalico,
particulas de aluro de plata, particulas de silice, particulas coloidales de 6xido (hidroso) metdlico, particulas coloidales
de sulfuro metalico, particulas coloidales de seleniuro de plomo, particulas coloidales de seleniuro de cadmio,
particulas coloidales de fosfato metalico, particulas coloidales de ferrita metalica, cualquiera de las particulas coloidales
anteriormente mencionadas recubiertas con capas organicas o inorganicas, moléculas de proteinas o péptidos,
liposomas, microparticulas coloreadas o particulas de latex de polimeros organicos.

En una realizacion preferida, las particulas son particulas coloidales de oro con un diametro de aproximadamente entre
5y 40 nm. Preferiblemente, se usan particulas con un diametro de aproximadamente 20 nm o aproximadamente 40
nm. Podrian usarse granulos de latex de poliestireno que hayan sido activados con algunas funciones quimicas tales
como carboxilo, amino, hidroxilo y sulfidrilo. En una realizacion preferida, se utilizan particulas de latex de amino o
sulfidrilo carboxilado (sin limitaciones).

Alternativamente, pueden usarse microparticulas coloreadas. Para realizar una deteccién multicolor de la PCR
multiplex o cualquier otras secuencias nucleotidicas diferentes, pueden acoplarse sondas de oligonucledtidos a
microparticulas diferentemente coloreadas. Cada sonda de oligonucledétidos, especifica para un acido nucleico diana
en particular, se asociara entonces con un color en particular (por ejemplo, rojo para el analito A y azul para el analito
B).

Estan disponibles diferentes reactivos de reticulacion para el acoplamiento especifico de grupos funcionales, presentes
sobre microparticulas, para un oligonucleétido modificado. Un procedimiento es el acoplamiento covalente de un
oligonucledtido modificado con amino con microparticulas modificadas con COOH que pueden adquirirse en diferentes
fabricantes y existen en diferentes colores y didmetros. Los oligonucle6tidos modificados con amino pueden acoplarse
con estas microparticulas modificadas con COOH a través del uso de agentes de acoplamiento especificos como, por
ejemplo, carbodiimido (con o sin éster de hidroxisuccinimido). Las moléculas de acoplamiento con, por ejemplo, un
grupo carboxilo, amino o sulfidrilo (naturalmente presente o quimicamente sintetizado) a través del uso de reactivos de
reticulacion homo o hetero bifuncionales estan ya descritas en la técnica.

Las particulas a utilizar en el dispositivo oligocromatografico de la invencion se recubren con compuestos que bien se
unen especificamente con el analito a detectar o bien se unen especificamente con compuestos que reaccionaran con
un reactivo que ha sido recubierto sobre la region de deteccion. En una realizacion preferida, el analito a detectar
consta de secuencias amplificadas de &cido nucleico.

El uso de oligonucledtidos etiquetados (por ejemplo los oligonucledtidos etiquetados con haptenos, biotina o
digoxigenina) como iniciadores para permitir la deteccién de productos amplificados también es bien conocido en la
técnica. También se describen oligonucledtidos etiquetados con péptidos. En la presente invencion, los
oligonucleétidos etiquetados con péptidos o haptenos se utilizan como iniciadores en una reaccion de amplificacién de
acido nucleico o en pasos de amplificaciéon molecular, y entonces se usa un reactivo dirigido contra dicho hapteno o
péptido para detectar la formacién de amplimeros, como indicacion de la presencia de un analito en una muestra de
ensayo.

Se sabe en la técnica como generar inmunorreactivos especificos contra un péptido antigénico o un hapteno.
Anticuerpos monoclonales dirigidos contra haptenos, tales como la digoxigenina y por ejemplo la biotina, se pueden
conseguir facilmente en el campo de la técnica.

El revestimiento se realiza preferiblemente diluyendo el reactivo en un neutralizador apropiado y distribuyéndolo sobre
la membrana, preferiblemente nitrocelulosa, con un sistema de contacto (por ejemplo, IsoFlow de Imagen Technology).
La distribucién de velocidad podria variar desde aproximadamente 50 mm hasta aproximadamente 10 mm/segundo
pero preferiblemente se fija en aproximadamente 40 mm/segundo o incluso mejor 30 mm/segundo. El volumen del
material distribuido varia desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 3 pl/cm, preferiblemente desde
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aproximadamente 0,7 hasta aproximadamente 2 pl/cm y mas exactamente desde aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 2 pl/cm.

La concentracion de reactivo varia entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 5 mg/ml y preferiblemente es
aproximadamente un mg/ml. En una realizacién preferida de la invencién, el neutralizador utilizado para este
revestimiento consta de una solucion salina (NaCl) neutralizada con fosfato hasta aproximadamente un pH de 7,2.

En una realizacion de la invencion, el dispositivo incluye una region absorbente que aspira la solucién que ha sido
transportada mediante accion capilar hasta el extremo de la nitrocelulosa. Ejemplos de substancias incluyen celulosa y
fibras de vidrio. Preferiblemente se han utilizado la celulosa (MDI) o la fibra de vidrio de borosilicato (Schleicher &
Schuell).

En una realizacion particular de acuerdo con esta invencion, el conjugado de oro se impregna dentro de una membrana
sélida inerte que podria ser poliéster o nylon. Se prefiere el poliéster. Las membranas de poliéster aqui utilizadas tienen
un tamafio de 27 x 260 mm y son de Advanced Microdevices Pvt, Ltd (India). Las membranas se impregnan con el
conjugado de oro después de un paso de disolucion en un neutralizador especifico para suministrar una rehidratacion
optima con la muestra de liquido cuando se efectia el ensayo. Las membranas AccuFlow G de Schleicher & Schuell
también son Utiles para este propdsito y ofrecen la ventaja de que el conjugado se pulveriza directamente sobre la
matriz de la muestra.

Cuando se usan las membranas de poliéster de Advanced Microdevices Pvt, las membranas se impregnan
sumergiéndolas dentro de un vial adecuado con un volumen finito que es aproximadamente 1,6 ml pero que podria
reducirse hasta 1,3 ml dependiendo del sistema de impregnacion utilizado. Las membranas se dejan secar a
temperatura ambiente toda la noche. Luego se secan en un horno a aproximadamente 55° C durante
aproximadamente 20 minutos. Después del secado, esas membranas se almacenan en cajas especificas con
desecantes bajo una humedad relativa maxima del 10%. Las membranas se cortan en piezas de aproximadamente 5
mm de ancho y se pegan sobre la parte del adhesivo de los laminados. Luego se pega un papel absorbente hecho de
fibras de vidrio o cualquier otro material absorbente sobre la parte del adhesivo de la tira para cubrir fuertemente la
membrana de poliéster para permitir que el liquido rehidrate el conjugado y lo haga reaccionar con los antigenos
presentes en la muestra.

Cuando se utilizan las membranas AccuFlow G, el conjugado se pulveriza con el sistema IsoFlow Atomizing Nozzle de
Imagen Technology. En este caso, el conjugado se pulveriza a una velocidad de 50 mm/segundo para cantidades
pulverizadas que oscilan entre 0,8 pl/mm y 1,67 pl/mm con una presion que oscila entre 1y 20 psi.

En una realizacion particular adicional de acuerdo con la invencion, los oligonucleétidos se acoplan con las particulas
coloidales de oro. El tamafio de las particulas de oro podria variar entre aproximadamente 5 y aproximadamente 60
nm, pero preferiblemente entre aproximadamente 20 y aproximadamente 40 nm. En esta descripcion, se han usado
particulas de aproximadamente 20 nm. El conjugado de oligonucleétidos se procesa entonces para secarse bien sobre
la almohadilla de conjugado de poliéster o directamente sobre el material de la muestra segin se describio
anteriormente.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Deteccién de Toxoplasma gondii

Preparacién de particulas coloidales de oro

Se prepararon particulas coloidales de oro de aproximadamente 20 nm mediante reduccion de acido tetraclorodurico
con citrato de sodio. Doscientos ml de agua ultrapura que contenia aproximadamente 60 mg de HAuCI..3H,0O se
calentaron hasta el punto de ebullicién y se afiadieron aproximadamente 5 ml de una solucién de citrato de sodio
dihidrato al 4%. Se continud la ebullicién durante unos pocos minutos, hasta que se obtuvo una solucién rojo oscuro.
La solucién se dejo equilibrar a temperatura ambiente antes de su uso. Se midid el ODsyonm para evaluar la
concentracion de particulas en la solucion.

Acoplamiento de oligonucleétidos a particulas coloidales de oro

El acoplamiento de oligonucledtidos a particulas coloidales de oro es bien conocido en la técnica. Los oligonucledtidos
etiquetados con tiol reaccionan con particulas coloidales de oro. En el presente caso, oligonucleétidos modificados en
el amino 5’ se modificaron mediante N-succinimidil S-acetilpropionato (SATP) para obtener oligonucle6tidos con un
grupo sulfidrilo (tiol) protegido. Este grupo sulfridilo protegido se desprotegid6 mas adelante. Estas reacciones se
llevaron a cabo esencialmente segun describe el fabricante del SATP (Pierce, Rockford, IL). Se usaron dos
oligonucleétidos como sondas en el dispositivo oligocromatografico para la toxoplasmosis: uno especifico para el gen
diana del T. gondii (5 CCCTCTGCTGGCGAAAAGTG 3’) y uno especifico para el control interno (5" AGGGTCTACTA-
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CTGGGTTACCTG 3).

Brevemente, los oligonucleétidos modificados en el amino 5’ en 50 mM de fosfato de sodio, 1mM de neutralizador
EDTA, pH 7,5 se mezclaron con diez veces de exceso molar de SATP y la reaccién tuvo lugar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se elimind el exceso de SATP mediante desalacién en una columna de cromatografia de
exclusién (NAP-5, Amersham Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. El oligonucleétido etiquetado con
SATP se eluyé en 50 mM de fosfato de sodio, 1mM de neutralizador EDTA, pH 7,5. Los oligonucleétidos etiquetados
con SATP pueden almacenarse a -20° C hasta que se necesiten. Subsiguientemente se realizd la desproteccion
afiadiendo hidroxilamino (0,5 M de concentracion final) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se eliminé el exceso
de hidroxilamino mediante desalacion. Los oligonucleétidos etiquetados con tiol resultantes se mezclaron con
particulas coloidales de oro (a 4,2 ODszon/ml, concentracion final) durante 24 horas. Entonces se afadio fosfato de
sodio con un pH de 7,0 a una concentracion final de 10 mM y NaCl a una concentracion final de 0,1 M. La mezcla se
incubod durante otras 24 horas. Entonces se afiadié6 NaCl a una concentracion final de 0,2 M y la mezcla se incubo
durante 16 horas. El exceso de oligonucleétido se elimind mediante centrifugacién y se realizaron dos lavados
sucesivos de las particulas de oro comprimidas con 10 mM de fosfato de sodio, 0,3 M de neutralizador de NaCl, pH 7,0.
Los conjugados de oligonucleétido — oro se almacenaron finalmente en el mismo neutralizador.

El dispositivo oligocromatografico

El dispositivo oligocromatografico (1) que se utilizé en el presente ejemplo consta de un soporte sélido (17) de respaldo
tal como un elemento de plastico con una region (2) de aplicacion sobre el mismo hecha preferiblemente de una
almohadilla de conjugado con poliéster de MDI, una region (3) de deteccién preferiblemente hecha de nitrocelulosa y
una region (4) de adsorcion preferiblemente hecha de celulosa.

Estos materiales estan ventajosamente presentes en ambos lados (11, 12) del plastico (17). Un lado, denominado lado
(11) de prueba se dedica a la deteccion del polinucleétido diana (T. gondii). El otro lado, denominado lado (12) de
control, se dedica a la deteccidon de un control interno de amplificacion y también tiene elementos (16) de control de la
migracion. Sobre el lado (11) de prueba, la membrana de nitrocelulosa se ha sensibilizado preferiblemente con
neutralita avidina. El conjugado de sonda olignonucleotidica especifica se impregna en la membrana de poliéster (MDI)
de la region (2) de aplicacion del lado (11) de prueba.

Sobre el lado (12) de control, la membrana de nitrocelulosa tiene dos lineas (19, 18). La linea inferior (18) de prueba de
amplificacion de control interno, estd preferiblemente sensibilizada con neutralita avidina. Preferiblemente, la linea
superior (19) de prueba de migracion esta sensibilizada con el oligonucleétido de control de migracién cuya secuencia
(5° CAGGTAACCCAGTAG 3’) es anti-paralela a la de la sonda de control interno. Para este revestimiento, el
oligonucledtido de control de la migracion, biotinilado en 5, se mezcla con neutralita avidina usada como proteina
portadora. El conjugado de la sonda oligonucleotidica especifica de control interno (14, 15) se impregna en la
membrana de poliéster (MDI) de la region (2) de aplicacién de este lado (12) de control (figura 2b).

Amplificacion de control interno

El control interno estéa disefiado para mostrar si un resultado negativo de prueba de T. gondii es un negativo verdadero,
es decir que el negativo no es el resultado de una substancia inhibidora de la amplificacion posiblemente presente en la
muestra ensayada. Este control interno es una plantilla que se afiade a la mezcla de reaccion antes de la amplificacion
y debe amplificarse al menos en la ausencia del gen diana del T. gondii a menos que una substancia inhibidora esté
presente en la muestra. La plantilla de control interno es un oligonucleétido que fue disefiado con los siguientes
criterios:

- (casi) la misma longitud que el amplimero diana
- (casi) el mismo contenido de G/C que el amplimero diana
- amplificado con los mismos iniciadores oligonucleotidicos que el amplimero diana

- en la parte interna de esta plantilla de control interno, la secuencia de la sonda del gen diana del T. gondii se sustituye
por la secuencia de la sonda de control interno. De esta forma, la sonda especifica para el T. gondii no se hibrida con el
amplimero de control interno y la sonda de control interno no se hibrida con el amplimero del gen diana del T. gondii.

Siguiendo este criterio, la secuencia de la plantilla de control interna Toxo es: 5 GGTTGCAGTCACTGAC-
GAGCTCAGGGTCTACTGGGTTACCTGAAAGTCATGAGTATCTG TGCAACTTTGGTGTATTCGCAGATTGGTCG 3’ (la
secuencia de la sonda de control interno esta subrayada).

La cantidad de plantilla de control interno Toxo a afiadir a la mezcla de amplificacion se ha de terminado de forma que
permita la amplificacion de este control interno en todos los casos (24/24) en ausencia de la muestra. Los inventores
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también mostraron que, en la presencia de SDS al 0,01% usado como inhibidor moderado, el control interno no detectd
nada mas después de la PCR.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras que contenian T. gondii se realizé usando el equipo de “EXTRAcell DNA
extraction” (Bioline, Torino, Italia) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN puede extraerse por cualquier otro
procedimiento, bien comercialmente disponible o bien descrito en la literatura cientifica. EI ADN extraido se utiliza
directamente después de la extraccion o se mantiene a -20° C hasta su uso.

Amplificacion del ADN diana

Se realiz6 la amplificacion del gen B1 del T. gondii mediante PCR con un iniciador inverso etiquetado con biotina. La
mezcla de reaccion (45 pl por reaccion) contiene los siguientes materiales (las concentraciones finales se indican igual
gue para la mezcla que incluye la muestra de 5 pl):

- cada uno de los cuatro dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) a una concentracion final de 0,1 mM (para cada uno)
- neutralizador de PCR que incluye MgClI2, concentracion final 1x (Sigma)

- Tag polimerasa (2 unidades) (Sigma)

- plantilla de oligonucleétido de control interno, 1,67 10 — 22 mol.

El iniciador directo (5° GGTTGCAGTCACTGACGAGC 3) se utilizé a una concentracion final de 0,1 uM y el iniciador
inverso etiquetado con biotina (5 CGACCAATCTGCGAATACACC 3) a una concentracion final de 0,4 uM.

Puede utilizarse hasta 5 yl de ADN extraido para realizar la amplificacion. Si se usa menos de 5 pl, se afiade agua de
calidad de biologia molecular para alcanzar un volumen de reaccion total de 50 pl.

La amplificacion se realiza con los siguientes ciclos térmicos:

- 5 minutos a 94° C

- 45 ciclos (20 segundos a 94° C, 20 segundos a 55° C, 30 segundos a 72° C)
-un minuto a 72° C

- 30 segundos a 94° C

Los productos amplificados se almacenan a 4° C hasta su posterior utilizacion.
Deteccion del T. gondii

Entre 40 y 50 pl del producto amplificado se introdujo en un tubo que contiene tres veces este volumen de neutralizador
oligocromatogréfico preequilibrado a 55° C. La tira oligocromatogréafica se pone dentro del tubo inmediatamente y el
tubo de ensayo se cierra. La cromatografia se realiza durante hasta 10 minutos (manteniéndose el tubo a 55° C en un
bloque calentador u otro dispositivo). El producto amplificado migra al interior de la tira y se rehidratan las sondas de
oligonucleétidos conjugadas con oro en seco. En el lado de prueba de la tira, la sonda se hibrida especificamente con
el producto amplificado del gen diana del T. gondii. Entonces el complejo migra a la nitrocelulosa y el complejo es
capturado por la neutralita avidina a través de la etiqueta de biotina presente en el producto amplificado (etiquetandose
con biotina el oligonucledtido inverso en la amplificacion). La captura del complejo ocasiona una sefial positiva, es
decir, una linea en la que se acumulan las particulas coloidales de oro para dar un color que va del rosa al purpura.
Sobre el lado de control de la tira, el conjugado de sonda interno se hibrida especificamente con el producto
amplificado de control interno. Entonces el complejo migra a la nitrocelulosa y el complejo es capturado por la neutralita
avidina inmovilizada (amplificandose el control interno con el mismo oligonucleétido inverso etiquetado con biotina). La
captura del complejo ocasiona una sefial positiva. El conjugado de sonda de control interno restante que no ha
reaccionado migra hacia la linea de control de migracion en la que se hibrida con el oligonucleétido de control de
migracion inmovilizado, ocasionando una sefial positiva.

Ejemplo 2: Deteccion de toxinas STX1 y STX2 de la extraccién de ADN de E. colio157:H7

Se realizd la extraccion de ADN de muestras de cultivo de E. coli con o sin genes stx1 y stx2 usando el equipo de
“EXTRACcell DNA extraction” (Bioline, Torino, Italia) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN puede extraerse
mediante cualquier otro procedimiento, bien comercialmente disponible o bien descrito en la literatura cientifica. El ADN
extraido se usa directamente después de la extraccion o se mantiene a -20° C hasta su uso. Las cepas de E. coli
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testadas incluian cepas ATCC nimeros 35150, 43890 y 25922 (incorporadas aqui por referencia) como controles
positivo y negativo, respectivamente.

Tira oligocromatografica para stx1 — stx2

Se construy6 una tira reactiva oligocromatografica para la deteccion especifica para los genes stx1 y stx2 de acuerdo
con el lado de prueba de la tira oligocromatografica para la deteccion especifica del gen B1 amplificado de la T. gondii,
excepto que se mezclaron dos sondas de oligonucleétidos etiquetadas con oro coloidal para los productos amplificados
del stx1 y stx2 y se secaron en la almohadilla de conjugado. Las secuencias de las sondas de oligonucleétidos son las
siguientes:

N-STX1-F2: 5-CTTCTTATCTGGATTTAATG-3' (SEQ ID NO: 1) para la deteccion del gen stx1 amplificado
N-STX2-F3: 5-TCTGTGTATACGATGACGCC-3' (SEQ ID NO: 2) para la deteccion del gen stx2 amplificado

Ambos oligonucleétidos contienen un amino en la posiciéon 5'. La modificacién de este amino en un grupo tiol para el
acoplamiento de las particulas coloidales de oro se realizd segun se describioé anteriormente.

Amplificacion de los genes stx1 y stx2

Para detectar ambos genes stx1 y stx2 del E. coli que codifican, respectivamente, la toxina | y Il, similares a la toxina
Shiga, se han amplificado secuencias internas de estos genes usando los iniciadores de oligonucledtidos descritos por
Paton y Paton (J. Clin. Microbiol., febrero 1998, vol. 36 (2); 598 — 602). Los iniciadores directo e inverso para la
amplificacion del stx1 son stx1-F (5-ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC-3', SEQ ID NO: 3) y stx1-R-biot (5° GAACG-
CCCACTGAGATCATC-3', SEQ ID NO: 4), respectivamente.

El iniciador stx1-R-biot esta biotinilado en la posiciéon 5'. Los iniciadores directo e inverso para la amplificacion del stx2
son stx2-F (5-GGCACTGTCTGAAACTGCTCC-3', SEQ ID NO: 5) y stx2-R-DIG (5-TCGCCAGTTATCTGACATTCTG-
3’, SEQ ID NO: 6), respectivamente. El iniciador stx2-R-DIG comprende un grupo de digoxigenina en la posicion 5'.

La mezcla de amplificacion (50 ul por reaccion) contiene los siguientes materiales:

- cada uno de los cuatro dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) a una concentracion final de 0,3 mM
- neutralizador de PCR, concentracion final 1x (Sigma)

- Taqg polimerasa, una unidad (Sigma).

Cada uno de los iniciadores directos se utiliz6 a una concentracion final de 0,1 uM y cada uno de los iniciadores
inversos a una concentracion final de 0,5 uM.

Pueden usarse hasta 5 ul de ADN extraido para realizar la amplificacion.

La amplificacion se realiz6 con los siguientes ciclos térmicos:

- 5 minutos a 94° C

- 35 ciclos (30 segundos a 94° C, 30 segundos a 55° C, 45 segundos a 72° C)
- 2minutos a 72°C

- 30 segundos a 94° C

- almacenamiento a 4° C hasta su uso

Comprobacién oligocromatografica para los genes stx1 y stx2

El ensayo oligocromatografico para la deteccion de los genes amplificados stx1 y/o stx2 se realizé de forma similar a la
deteccion del gen Bl del T. gondii excepto en que se utilizd la tira especifica para stx1 - stx2. En esta tira, dos
“receptores” se encuentran revestidos sobre la nitrocelulosa: un anticuerpo se une especificamente a la digoxigenina y
capturara todas las moléculas etiquetadas con digoxigenina, comprendiendo el gen amplificado stx2 en el complejo con
la sonda etiquetada con oro coloidal de stx2. El segundo receptor es neutralita - avidina y se une especificamente a la
biotina y capturara todas las moléculas etiquetadas con biotina, comprendiendo el gen amplificado stx1 en complejo
con la sonda etiquetada con oro coloidal de stx1.

50 ul del producto amplificado se introdujo en un tubo que contenia el mismo volumen (50 pl) de neutralizador
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oligocromatografico calentado a 55° C. La tira inmunocromatografica de stx1 — stx2 se pone en el tubo inmediatamente
y se realiza la cromatografia durante hasta 10 minutos (manteniéndose el tubo a 55 © C en un bloque térmico u otro
dispositivo). El producto amplificado migra al interior de la tira y las dos sondas de oligonucleétidos conjugadas con oro
secas se rehidratan y las sondas se hibridan especificamente con los productos amplificados. Entonces los complejos
migran a la nitrocelulosa y los complejos son capturados especificamente por los anticuerpos anti-hapteno
inmovilizados a través de las etiquetas de hapteno. La captura del complejo de stx1 origina una sefial positiva sobre la
linea recubierta con neutralita — avidina. Es decir una banda en la que se acumulan las particulas coloidales de oro dan
un color a la linea que va del rosa al parpura. La captura del complejo de stx2 origina una sefial positiva sobre la linea
revestida con anti-digoxina, es decir una banda en la que se acumula las particulas coloidales de oro para dar a la linea
un color que va del rosa al purpura.

Todos los resultados obtenidos mediante el procedimiento oligocromatografico estuvieron de acuerdo con los
resultados obtenidos mediante los andlisis de los amplimeros de la PCR sobre gel de agarosa y con el estado conocido
de la referencia y otras cepas analizadas.

El segundo ejemplo muestra la deteccion de ARM de SARS — CoV.

Ejemplo 3: Deteccion del virus SARS — CoV

Preparacion de las particulas coloidales de oro
Se prepararon particulas coloidales de oro de aproximadamente 20 nm segun se describié anteriormente.
Acoplamiento de los oligonucledtidos con las particulas coloidales de oro

Los oligonucleétidos utilizados como sondas en el dispositivo oligocromatografico para el SARS — CoV se acoplaron
con las particulas coloidales de oro segin de describié anteriormente. Estos oligonucle6tidos son los siguientes: uno
especifico para el gen diana del SARS — CoV (5 CCCTCTGCTGGCGAAAAGTG 3') y uno especifico para el control
interno, el mismo que para el control interno del T. gondii (5° AGGGTCTACTACTGGGTTACCTG 3)).

El dispositivo oligocromatografico

El dispositivo oligocromatografico que se utilizd en este momento es muy similar al dispositivo utilizado para la
deteccion de amplimeros del T. gondii. El lado de control es idéntico al de la tira oligocromatogréfica para el T. gondii.
En el lado de prueba, la membrana de nitrocelulosa se sensibiliz6 con neutralita avidina. El conjugado de sonda
oligonucleotidica especifica para el SARS - CoV se impregna en la membrana de poliéster (MDI) de la region de
aplicacion de este lado de prueba.

Control interno de RT - PCR del SARS — CoV

El control interno se disefié para mostrar si un resultado negativo de la prueba del SARS - CoV es un negativo
verdadero, es decir que el resultado negativo no es debido a la transcripcion inversa o a una substancia inhibidora de la
amplificacion posiblemente presente en la muestra ensayada. Este control interno es una plantilla de ARN que se
afiade a la mezcla de reaccion antes de la RT - PCR y debe retro-transcribirse y amplificarse al menos en la ausencia
del gen diana del SARS - CoV, a menos que una substancia inhibidora esté presente en la muestra. La plantilla de
control interno es una plantilla de ARN. Este ARN se disefié de forma que el amplimero de control interno coincidiera
con los siguientes criterios:

- la misma longitud que el amplimero diana
- el mismo contenido de G/C que el amplimero diana
- retro-transcrito y amplificado con los mismos iniciadores oligonucleotidicos que el amplimero diana

- la parte interna de esta plantilla de control interno, la secuencia de la sonda del gen diana de SARS - CoV, se
sustituye por la secuencia de la sonda de control interno. De esta forma, la sonda especifica para el SARS - CoV no se
hibrida con el amplimero de control interno y la sonda de control interno no se hibrida con el amplimero del gen SARS -
CoV. El ARN de la plantilla de control interno se produjo mediante transcripcion in vitro usando polimerasa de ARN T7
segun describia el fabricante (Epicentre).

La plantilla usada para esta transcripcion in vitro era ADN de doble cadena cuya secuencia comprendia una secuencia
promotora para la polimerasa del ARN T7 seguida por la secuencia de una plantilla de ARN de control interno a
producir. La secuencia de este ADN de doble cadena fue la siguiente (la secuencia que se corresponde con la
transcripcion de ARN esta subrayada):
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5' TAATACGACTCACTATAGGGAGGCACCCGCGAAGAAGCTATTCTTTA
GGGTCTACTGGGTTACCTGCCGGATGTAGAGGGCTGTCATGCAA 3'.

La cantidad de ARN de plantilla de control interno para el SARS - CoV a afiadir a la mezcla de la RT - PCR debe
permitir la retro-transcripcién y amplificacion de este control interno en todos los casos en la ausencia de muestra.

Extraccion de ADN

La extraccion de ARN de las muestras sospechosas de contener SARS - CoV puede realizarse mediante cualquier
procedimiento, bien comercialmente disponible o bien descrito en la literatura cientifica. EI ARN extraido se usa
directamente después de la extraccion o se mantiene a -80° C hasta su uso.

Amplificacion del ARN diana

La amplificacién del gen diana del SARS - CoV se realiz6 mediante RT - PCR con un iniciador inverso etiquetado con
biotina secuencia: (5 TTGCATGACAGCCCTCTACATC 3) y un iniciador directo no etiquetado (secuencia: 5’
CACCCGCGAAGAAGCTATTC 3’). El iniciador inverso actla tanto como iniciador para la transcripcion inversa
especifica para la diana como para la amplificacion mientras que el iniciador directo actia solamente para la reaccién
de amplificacion. La RT - PCR se efectu6 con el equipo “One-Step RT - PCR kit” de Qiagen, basicamente de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Brevemente, una reaccion RT - PCR de 50 ul contiene los siguientes componentes:

- Neutralizador Qiagen One-Step RT - PCR, 5 x concentrado: 10 pl

- 10 mM de dNTPMix del equipo de Qiagen: 2 pl

- Oligo directo: 0,15 yM de concentracion final

- Oligo inverso: 0,6 uM de concentracion final

- Mezcla de enzimas del equipo de Qiagen: 2 pl

- Plantilla de ARN de control interno: dilucién del ARN transcripto in vitro a determinar para cada lote de ARN
- Muestra (ARN extraido): de 1 yla 5 pl

- Agua de calidad de biologia molecular (libre de ribonucleasa y de desoxiribonucleasa): hasta un volumen final de 50
ul.

La mezcla de reaccién se mantiene en hielo hasta el inicio de la RT - PCR. El termociclador se precalienta a 50° C
antes de colocar en él los tubos de RT - PCR.

La RT - PCR se realiza con los siguientes ciclos térmicos:

- 30 minutos a 50° C

- 15 minutos a 94° C

- 45 ciclos (20 segundos a 94° C, 20 segundos a 55° C, 30 segundos a 72° C)
-1minutoa72°C

- 30 segundos a 94° C

Los productos amplificados son almacenados a 4° C hasta su posterior utilizacion.
Deteccion del SARS - CoV

La deteccion se realiza igual que la deteccién de los productos amplificados del T. gondii.

Los laminados de nitrocelulosa de doble cara también son Utiles para propdsitos inmunocromatogréaficos, para la
deteccion de numerosos analitos diferentes en el denominado modo de deteccién multiplex.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo cromatrografico (1) en forma de lamina que esta fabricado de laminados de nitrocelulosa de doble
cara que comprende:

- una region (2) de aplicacién opcionalmente con una almohadilla de conjugado,
- una region (3) de deteccién posiblemente con una regién de control,
- opcionalmente una region (4) adsorbente y

- un lado (11) de prueba y un lado (12) de control, en el que dicho lado (11) de prueba contiene reactivos para la
deteccion especifica de la secuencia de polinucleétidos diana de interés (7) y en el que dicho lado (12) de control
contiene medios cromatograficos de control fabricados de un conjugado (14) de sonda de control para la deteccion
especifica de una secuencia (13) de oligonucleétidos de control, en el que dicha region (3) de deteccion comprende al
menos un reactivo (5) de captura que reconoce especificamente un hapteno o péptido (8) conjugado con un
oligonucledtido especifico para el analito, en el que la region (2) de aplicacion comprende al menos

- un conjugado de sonda etiquetada (6) especifica para dicho polinucleétido (7) o un producto amplificado obtenido a
partir de la amplificacién molecular del analito, estando dicho conjugado de sonda etiquetada (6) impregnado sobre el
lado de prueba y que permite la deteccion de dicho polinucledtido o producto etiquetado generando una sefial
especifica, y

- un conjugado de sonda etiquetada (14) especifica para dicha secuencia (13) de oligonucleétidos de control o un
producto amplificado de una amplificacion molecular, estando dicho conjugado de sonda (14) etiquetada impregnado
sobre el lado de control y que permite la deteccion de dicha secuencia de oligonucleétidos de control o del producto
amplificado generando una sefial especifica.

2. El dispositivo cromatogréafico en forma de I[amina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho oligonucleétido
especifico para el analito es idéntico al de los iniciadores usados para la amplificacion molecular del analito.

3. El dispositivo cromatogréafico en forma de lamina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
el que el reactivo (5) es un anticuerpo policlonal o0 monoclonal o un fragmento de anticuerpo hipervariable o cualquier
otra molécula capaz de unirse al hapteno o al péptido (8).

4. El dispositivo cromatografico en forma de lamina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
el que los conjugados (6, 14) de sonda etiquetada especifica son secuencias de oligonucleétidos conjugados con una
etiqueta directa (15) y especificos para la secuencia de oligonucleétidos diana de interés (7) o para la secuencia (13)
de oligonucledtidos de control.

5. El dispositivo cromatogréafico en forma de lamina de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la etiqueta (15) se
selecciona entre el grupo que consiste en coloides metalicos conjugados, particulas de latex conjugadas y
microparticulas que tienen un color especifico particular.

6. El dispositivo cromatografico en forma de lamina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que
se selecciona entre el grupo que consiste en una tira reactiva o un dispositivo de flujo lateral.

7. El dispositivo cromatogréfico en forma de lamina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que
estd compuesto de substancias poliméricas laminadas sobre un soporte sélido rigido (17), preferiblemente un soporte
de polimero en el que dicho lado (12) de control contiene elementos (16) de control de la migracion.

8. El dispositivo cromatogréafico en forma de lamina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
el que la region (2) de aplicacién comprende una membrana fabricada de fibras de vidrio con una almohadilla de
conjugado de poliéster, en el que la region (3) de deteccion comprende una membrana fabricada de nitrocelulosa,
nylon o una membrana de poliéter sulfona (predator) sin limitacion y en el que la regién adsorbente (4) comprende una
membrana hecha de celulosa.

9. El dispositivo cromatogréafico en forma de lamina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
el que la region (2) de aplicacién y la almohadilla de conjugado estan fabricadas del mismo material.

10. Un procedimiento para detectar y/o cuantificar al menos un analito en una muestra bioldgica detectando la
presencia o ausencia de una secuencia (7) de polinucle6tidos diana a partir de una amplificacion molecular de dicho
analito, en el que la secuencia (7) de polinucleétidos se pone en contacto con el dispositivo cromatogréafico (1) en forma
de lamina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1 a 11.
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