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DESCRIPCION

Procedimiento de deteccion y/o cuantificacion y/o identificacion in vitro de compuestos infecciosos en un material
bioldgico.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de deteccidn y/o cuantificacion y/o identificacion in vitro de com-
puestos infecciosos en un material biolégico.

En la presente solicitud de patente, se entiende por "material biolégico" un tejido bioldgico, una preparaciéon o un
extracto procedente de tejido biolégico, liquido o sélido, o un medio, natural o no, susceptible de contener compues-
tos infecciosos, por ejemplo un agua de vertido o un agua de lavado de frutas y legumbres. Dicho material puede ser
también una mezcla de al menos dos materiales, tales como los definidos antes; por consiguiente puede bien ser
preparado, principalmente, a partir de tejidos, érganos, heces o liquidos biolégicos de un enfermo que padece una
infeccidn, o bien ser obtenido a partir de cultivos "in vitro"; dicho material biolégico también puede ser suero, plasma,
orina, liquido cefalo-raquideo, liquido sinovial, liquido peritoneal, liquido pleural, liquido seminal o liquido ascitico.

En la presente solicitud de patente, se entiende por compuestos infecciosos, en lo sucesivo denominados de modo
genérico abreviadamente "CI", tanto los compuestos, en particular proteinicos, constitutivos de un agente infeccioso,
como las estructuras que comprenden compuestos infecciosos. Estas estructuras son, principalmente, o bien agen-
tes infecciosos enddgenos o exégenos, completos o incompletos, su metabolito o incluso combinaciones que contie-
nen los compuestos constitutivos de estos agentes infecciosos, combinaciones que presentan ciertas propiedades
de dichos agentes infecciosos, principalmente la propiedad de ser detectado por ciertos anticuerpos especificos de
los compuestos infecciosos; los Cl también pueden ser compuestos especificamente inducidos en el organismo por
los Cl definidos precedentemente, o por la expresion de genes que se expresan de modo anémalo. Entre los Cl se
pueden citar, por ejemplo, virus, bacterias, hongos, micoplasmas, parasitos y células animales anémalas.

Ya se ha descrito una glicoproteina plasmatica denominada B2-glicoproteina I, o incluso abreviadamente "B2GPI"; la
secuencia de esta glicoproteina humana ha sido indicada principalmente en los articulos de J. LOZIER et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 81, pp. 3640-3644 (julio 1984) y de T. KRISTENSEN et al., FEBS Letters, Vol. 289,
pp.183-186 (1991). Se ha comprobado que esta proteina B2GPI presenta un polimorfismo: la denominacién B2GPI
sera considerada en lo sucesivo como genérica para todas las formas.

En la solicitud de patente internacional WO 94/18569, se ha indicado que ciertos compuestos infecciosos, en particu-
lar proteinicos, se fijaban sobre la forma de B2GPI que habia sido descrita en la patente francesa 2.701.263. En el
documento WO 94/18569, se ha propuesto un procedimiento de deteccion y/o valoracion de compuestos virales en
el cual se fijan los compuestos infecciosos virales sobre la forma de B2GPI utilizada; se afiade pues esta forma de
B2GPI sobre compuestos infecciosos virales contenidos en un material biolégico, de modo que se separen los com-
puestos virales asi capturados para a continuacion detectarlos y valorarlos. En la patente europea EP 775315, se ha
descrito la formacion de un complejo entre un compuesto infeccioso, en particular proteinico, y una forma cualquiera
de B2GPI; el compuesto infeccioso podia ser, principalmente una bacteria. De dichos documentos se deduce que la
B2GPI es susceptible de fijarse sobre un soporte sélido plano, tal como los fondos de un pocillo de una placa de
microtitulacion, y que la B2GPI asi atrapada sobre dicho soporte solido plano, es susceptible de fijar los compuestos
infecciosos (Cl) presentes en las muestras clinicas, biolégicas o medioambientales a concentraciones muy bajas. Se
sabe, ademas, que dichas muestras pueden contener sustancias que inhiban, al menos parcialmente, la deteccion
de agentes patégenos, sustancias que, por consiguiente, pueden disminuir la sensibilidad de la deteccién. Por tanto
es importante poder capturar y concentrar estos agentes patégenos para eliminar las sustancias que inhiben su
deteccion.

Los estudios de la sociedad solicitante han mostrado que la fijacion de la B2GPI sobre el fondo de los pocillos de
placas de titulacién, se produce gracias a une conformacioén particular de la B2GPI, conformaciéon que permitia ulte-
riormente la formacién de un complejo de la B2GPI con un compuesto infecciosos. La literatura cientifica habia sefia-
lado por otra parte que la conformacion de la B2GPI variaba en su fijacion sobre una superficie sélida (Matsuura et
al., J. Exp. Med. 179, pp. 457-462 (1994)). Ya se habia descrito (A. IWATA et al., Biol. Pharm. Bull. 26(8), pp. 1065-
1069 (2003)) un procedimiento de concentracidon de virus que utiliza microbolas magnéticas sulfonadas sobre las
cuales quedaban atrapados los virus, obteniéndose la concentracion de los virus gracias al hecho de que las micro-
bolas eran magnéticas y podian ser separadas del medio infeccioso por accidon de un campo magnético. Desafortu-
nadamente el resultado de esta técnica era esencialmente funcion del atrapamiento de los virus sobre las microbo-
las. Este documento explica de modo detallado que ciertos virus carentes de envolvente no se fijan sobre las micro-
bolas de polietilenimina y que es necesario utilizar microbolas sulfonadas para concentrar ciertos virus. Ademas,
para ciertos virus, era necesario afiadir al medio cationes divalentes, tales como Zn?" 0 Cu?'. De esta constatacion
se deduce que, segun la naturaleza del virus, el polimero que constituye las microbolas debe ser diferente, injertado
0 no, y que los iones divalentes son necesarios o no; por consiguiente las bolas deben ser preparadas caso por caso
en funcién del virus que se ha de concentrar. Las mismas constataciones resultan del documento de E. UCHIDA et
al.,_Journal of Virological Methods, 143, pp. 95-103 (2007), que se refiere a la concentracion de los virus de las
hepatitis A, B, C humanas. En presencia de una muestra que contiene un virus no identificado que hay que detectar,
no era pues posible determinar que naturaleza de microbolas era susceptible de dar lugar a un atrapamiento del
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virus de interés.

En consecuencia, teniendo en cuenta los inconvenientes antes mencionados, un experto en la técnica habria tenido
que decidirse a buscar las condiciones medioambientales favorables para que las microbolas pudieran atrapar com-
puestos infecciosos cualquiera que fuera su naturaleza o su identidad. Esto es por otra parte los pasos seguidos por
UCHIDA en su articulo antes citado; dicho autor ha descrito las condiciones particularmente favorables para la cap-
tura directa de los virus VHA, VHB y VHC. La sociedad solicitante, sin embargo, ha abordado estos pasos propo-
niendo, segun la presente invencion, interponer una molécula de B2GPI, entre una microbola y un compuesto infec-
cioso (Cl) que ha de ser fijado encima. El estado de la técnica ha permitido determinar la naturaleza de los soportes
soélidos que permiten un buen atrapamiento de la proteina B2GPI; la fijacion de la B2GPI sobre una microbola se
efectlia entonces sin que el polimero de la microbola tenga que ser modificado en funcién del compuesto infeccioso
que se ha de fijar ulteriormente. Y, ademas, se ha comprobado que la fijacion de la B2GPI sobre la microbola no
perturbaba el atrapamiento del compuesto infeccioso sobre la B2GPI; ahora bien, este Ultimo punto era totalmente
inesperado porque no se podia prever que la conformacion de la B2GPI fijada sobre una microbola, permitiera el
atrapamiento de un agente patégeno sobre la glicoproteina. Por otra parte y de modo complementario, un elemento
disuasorio para conducir a la invencion provenia del hecho que se sabia que la B2GPI tenia tendencia a auto-
polimerizarse (véase: Thrombosis Research, 108, pp. 175-180 (2003)), lo que tenia el riesgo de implicar un agluti-
nacion de las microbolas portadoras de B2GPI, aglutinacion que, naturalmente, haria impensable la fijacién de agen-
tes patdgenos sobre las moléculas de B2GPI.

Finalmente, se ha comprobado, segun la invencion, que el atrapamiento de los compuestos infecciosos sobre las
microbolas cargadas de B2GPI permitia, en ciertos casos, por contacto directo de las microbolas cargadas de B2GPI
y del CI con un medio apropiado, detectar, cuantificar o identificar los Cl atrapados. En el caso de los virus, dicho
medio es un cultivo de células susceptibles de ser infectadas por los virus capturados por las microbolas.

Segun otro aspecto de la invencién, la sociedad solicitante también ha buscado, paralelamente, asegurar un buen
atrapamiento de los Cl sobre las microbolas cargadas con 2GPI, actuando sobre el medioambiente donde se efect-
Ua el atrapamiento; y ha comprobado que este objeto era alcanzable cuando se afiadia al medio de atrapamiento
iones de un metal oxidante, cualquiera que fuera la naturaleza de los Cl, principalmente virus o bacterias. Entre
estos metales, figura el cu®, pero este efecto no es debido al hecho de que el Cu sea divalente (contrariamente a lo
que se podria pensar en el estudio de la publicacion de IWATA antes citada) porque IWATA menciona que obtiene
un resultado satisfactorio con Zn** o Cu?*, mientras que la sociedad solicitante ha comprobado que, para la puesta
en practica de la invencion, el Zn no da resultados significativos. Por otra parte se habia indicado ya que la presen-
cia de iones Zn o Fe era desfavorable para el atrapamiento de los virus sobre la B2GP| (STEFAS et al., Hepatology,
33(1), paginas 207-217 (2001)); ahora bien la presencia de elementos magnéticos en las microbolas puede generar
una difusién desfavorable de los iones hierro en el medio de suspension de las microbolas. La sociedad solicitante
no ha comprobado ningun efecto notable desfavorable para la fijacion de los Cl sobre la B2GPI cuando se asegura la
presencia de iones oxidantes en el medio.

En consecuencia, la presente invencion tiene por objeto un procedimiento de deteccién y/o cuantificacion y/o identifi-
cacion in vitro de compuestos infecciosos presentes en un medio fluido M que constituye un material bioldgico, pro-
cedimiento en el cual, de modo conocido, se prepara una suspension, en un medio liquido de suspension, de micro-
bolas delimitadas por una superficie externa constituida por un material polimero sélido susceptible de fijar proteinas,
caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) se asegura una carga de las microbolas de la suspension con proteinas 2GPI por acoplamiento con una canti-
dad suficiente de proteinas B2GPI, bien sea de forma pasiva en un medio de suspension o bien sea utilizando un
protocolo de unién quimica conocido;

b) se ponen en contacto, en un recipiente, dichas microbolas cargadas con proteinas B2GPI con el medio fluido M
afnadiendo iones de al menos un metal oxidante, en condiciones apropiadas para asegurar una fijacion suficiente
de los compuestos infecciosos sobre las proteinas B2GPI llevadas por las microbolas;

c) se separan las microbolas asi preparadas de su medio de suspension, se evacua dicho medio de suspension del
contenedor para obtener, eventualmente después de un lavado con un tampén, un residuo con una fuerte con-
centracion de compuestos infecciosos;

d) y se detectan y/o cuantifican y/o identifican los compuestos infecciosos a partir del residuo concentrado asi ob-
tenido.

Preferentemente, los iones del metal oxidante que, en la etapa b) del ‘procedimiento segun la invencion, se afiaden
al medio M, son iones cupricos, estando la concentracién de dichos iones cupricos en dicho medio comprendida,
después de dicha adicion, entre 1 y 100 mM.

Ventajosamente, la etapa d) del procedimiento segun la invencién antes definido se realiza por un medio tomado del
grupo formado por infecciosidad, una reaccion enzimatica especifica, un trazador fluorescente o radiomarcado, una
deteccién de acidos nucleicos especificos por hibridacion con una sonda marcada, un reaccion PCR o RT-PCR, una
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valoracion, un recuento, una visualizacién, un procedimiento 6ptico o una microscopia electronica o no.
Los compuestos infecciosos (Cl) pueden ser principalmente bacterias.

En el caso de que los Cl sean bacterias, se las puede detectar y/o cuantificar y/o identificar por lectura de la densi-
dad optica, por ATP-metria o por PCR («reaccion en cadena de la polimerasay).

En el caso de que los Cl sean virus, se extraen por lisis, a partir del residuo concentrado obtenido al final de la etapa
c) del procedimiento los acidos nucleicos de los Cl de interés, se amplifican por PCR (o RT-PCR si los virus de in-
terés son retrovirus) utilizando los cebadores apropiados para dichos Cl de interés y se practica una visualizacion
sobre gel del los acidos nucleicos eventualmente obtenidos para definir la presencia o ausencia de los Cl de interés
y/o para cuantificar la carga de dichos Cl de interés en el medio M. Ventajosamente, para detectar y/o identificar los
virus de interés fijados sobre las microbolas obtenidas segun la etapa c) del procedimiento segun la invencion, se
vuelve a poner en suspension el residuo, se ponen en contacto sus microbolas con células sensibles al virus de
interés, se cultivan dichas células y se observa la eventual infecciéon de las células por los virus de interés. Para
detectar una infeccién de células, se puede observar, por ejemplo, el efecto citopatolégico del compuesto infeccioso
después de una coloracién apropiada de las células o incluso observar la inmunofluorescencia después de la fijacion
de las células y reaccién con anticuerpos fluorescentes, que reconocen las proteinas correspondientes a la presen-
cia de los compuestos infecciosos.

Preferentemente, el material sélido constitutivo de la superficie externa de las microbolas se elige del grupo formado
por las materias plasticas y los elastomeros, llevando o no dicho material grupos reactivos injertados sobre la super-
ficie externa de las microbolas para asegurar un enlace quimico con las proteinas B2GPI; las microbolas pueden
tener ventajosamente una forma sensiblemente esférica y un didmetro medio comprendido entre 1 y 100.000 nm.
Segun una primera variante, las microbolas se separan de su medio de suspension por centrifugacion; pero segun
una segunda variante preferida, se eligen microbolas que tengan un nucleo formado por una (o varias) particula(s)
de material magnético para permitir su separacion del medio de suspension gracias a un campo magnético. Dichas
microbolas magnéticas estan disponibles en el comercio: por ejemplo, estan constituidas por un nicleo magnético
recubierto por una matriz polimera de poliestireno. El campo magnético que permite la separacion de las microbolas
de su medio de suspension, puede ser creado por un simple iman permanente que se aproxima al recipiente para
realizar la etapa c) del procedimiento segun la invencion.

El unico limite concerniente a la eleccion del material constitutivo de las microbolas es poder acoplarle la B2GPI: por
ejemplo, se pueden emplear microbolas magnéticas correspondientes a la denominaciéon comercial "Estapor® mi-
crosphéres superparamagnétiques" vendidas por la sociedad "MERCK". Como se ha indicado precedentemente, el
acoplamiento de la B2GPI sobre las microbolas se puede realizar bien de forma pasiva o bien utilizando un protocolo
de acoplamiento quimico. Para realizar un acoplamiento pasivo con microbolas, principalmente las microbolas "Es-
tapor®" antes citadas, las microbolas se ponen ventajosamente en suspension en un tampon que contiene la 2GPI,
a un pH comprendido entre 3,5y 10,5 y mejor entre 5,5 y 9,5. El tampon utilizado forma parte de los tampones usua-
les en biologia y, principalmente, puede ser un tampoén de acetato, fosfato, borato, Tris. La mezcla microbola/B2GPI
se incuba de preferencia a una temperatura comprendida entre 4°C y 40°C durante un tiempo comprendido entre 10
minutos y 24 horas con agitacion, de preferencia una agitacion horizontal suave y constante. A continuacion, las
microbolas se separan magnéticamente o se centrifugan y se elimina el liquido sobrenadante. El sedimento que
contiene las microbolas se pone en suspensioén en un tampén de conservacion, que es preferentemente el mismo
que el utilizado ulteriormente para el acoplamiento, teniendo este tampdn un pH comprendido entre 6 y 9. Preferen-
temente, se efectla la carga de las microbolas con las proteinas B2GPI poniéndolas en un medio liquido de suspen-
sion que contiene, en solucion acuosa, de 10 a 100 mg de B2GPI por gramo de peso seco de microbolas, estando
entonces la concentracion en B2GPI del medio comprendida entre 10° y 10 ug/ul, y agitando la suspension asi cons-
tituida durante 15 a 60 minutos a una temperatura comprendida entre 30°C y 45°C.

La muestra que contiene el Cl se pone en contacto con las microbolas cargadas, bien directamente, bien después de
su diluciéon en un tampoén, cuyo pH estd comprendido entre 5 y 9, mejor entre 5,6 y 8. EI complejo, que se forma
entre la B2GPI y el Cl, se incuba ventajosamente a continuacién durante un periodo de tiempo comprendido entre 5
minutos y 24 horas, preferentemente, entre 30 minutos y 2 horas, a una temperatura comprendida entre 4°C y 40°C,
preferentemente a 37°C. Después de la incubacion, la muestra que no ha reaccionado con la B2GPI fijada sobre las
microbolas, se elimina por centrifugacion o imantaciéon de las microbolas. Las microbolas asi aisladas se pueden
utilizar para la deteccién y/o cuantificacion y/o identificacion del Cl. La separacion y/o valoracion y/o cuantificacion
del CI unido al soporte por la B2GPI se puede realizar por cualquier medio conocido, tal como infecciosidad, una
reaccion enzimatica especifica, un trazador fluorescente o radiomarcado, la deteccion del acido nucleico especifico
por hibridaciéon con una sonda marcada, un reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), una valoracién, un recuen-
to, una visualizacion, un procedimiento 6ptico o una microscopia electrénica o no.

Para mejor comprender el objeto de la invencion, se describe a continuacién, a modo de ejemplos puramente ilustra-
tivos y no limitativos, diversos modos de realizacion.
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Ejemplos

EJEMPLO 1: Fijacién de una bacteria en medio cuprico sobre microbolas cargadas con 2GPI.

En un primer momento, la bacteria que se utilizé era una cepa de Escherichia Coli (E. Coli) proporcionada por el
Centre de conservation de produits agricoles (CPA). Un pre-cultivo se incubd a 37°C durante 16 horas en medio LB
(Luria Bertani) que tenia la composicion siguiente:

Bacto-triptona .................. 10 g
Extracto de levadura.......... 5 g
NaCl ..o 10 g
PH o 7,5

Agua ..... (o1<] o JRUPUUUUT 1000 g

Este pre-cultivo se utilizé inmediatamente o se conservé a 4,5°C.

Las microbolas destinadas a fijar las bacterias que se utilizan en este ejemplo son microbolas magnéticas vendidas
por la Sociedad MERCK bajo la denominacién "Estapor® microsphéres superparamagnétiques” que tienen un dia-
metro comprendido entre 0,300 y 0,500 pym.

Estas microbolas se ponen en suspensiéon en un tampoén a un pH de 6,0 que contiene la B2GPI. La concentracion de
B2GPI en este tampon de acoplamiento es 100 ug/ml; les microbolas se incuban en el tampén bajo agitacion suave y
constante a una temperatura de 25°C durante 3 horas. Las microbolas se centrifugan a continuacion a 1500 revolu-
ciones/minuto y se elimina el liquido sobrenadante; el sedimento de centrifugacion se pone en suspension en el
mismo tampoén que el utilizado para el acoplamiento ulterior de la B2GPI, lo que forma la suspension de microbolas
cargadas con B2GPI que se desea analizar.

10° bacterias del pre-cultivo se ponen en suspension bien sea en un tampén Tris 50 mM (pH 7,6), bien sea en un
tampon PBS (véase formulacién mas adelante), bien sea en un tampén de acetato de sodio 50 mM (pH 5,6 con HCI
10 mM), en presencia o ausencia de CuSO4 2 mM, y bien sea en un medio LB; las diferentes suspensiones de E.
Coli se cultivan en tubos para hemolisis de 1 ml con una cantidad de microbolas constante (10 pl). Los tubos se
incuban a 37°C durante 60 minutos, con agitaciéon horizontal. En cada tubo, se separan a continuacién las microbo-
las de la fase liquida por medio de un iman permanente colocado exteriormente contra la pared del tubo y se evacua
el liquido sobrenadante. Las microbolas se lavan a continuacién dos veces con PBS estéril que tiene la formulacion
siguiente:

NaCl 80 g
KCI 74,5629
KH2PO; 24 g

NazHPO.4/2H20 29 g

Agua csp 1000 g

La presencia de bacterias se evalta por PCR. La tabla | resume los resultados obtenidos :

Tabla 1
Tampon PCR
Tris
PBS
Acetato Na +
Acetato Na/Cu®” ++
LB +

El DNA bacteriano se extrae a partir de las bacterias que han sido capturadas por las microbolas; las bacterias se
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lisan afiadiendo a las microbolas 100 ul de "Chelex 30 %". La mezcla se incuba durante 10 minutos a 95°C; a conti-
nuacion se efectla una centrifugacion durante 10 minutos a 10.000 revoluciones/minuto. El liquido sobrenadante
que contiene el DNA se conserva a -20°C.

A 3 yl del DNA extraido se afiaden 47 pl de la solucién de amplificacion (AquaPure Genomic DNA Isolation KIT); las
concentraciones finales son las siguientes:

. 5 pl: dXTP 200 mM
. 10 pl: Tampodn 5X
. 5 pl: MgCl; 2mM
. 1 yl de cada cebador: (cebador diluido a 200 mL):
27: GTGCTGCAGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG (sentido)
1492: CACGGATCCTACGGGTACCTTGTTACGACTT (antisentido)
. 1yl : Taq polimerasa 5 u/4 pL
. Agua PPl csp 50 pL

Después de homogeneizacion, las mezclas reaccionantes se colocan en un termociclador "Eppendorf' y se someten
al programa siguiente:

94°C: 1 minuto

60°C: 1 minuto 35 ciclos
72°C: 2 minutos

72°C: 10 minutos

Los DNA se mantienen a continuacién a 10°C. La migracién se hace sobre un gel de agarosa al 2 % en tampén PBE
0,5X que contiene bromuro de etidio. El gel se observa luego bajo luz UV. Los resultados de la PCR indican la pre-
sencia de una bacteria: se constata una fuerte sefial positiva. La identificacion de la bacteria se realiza a continua-
cion por secuenciacion de modo conocido. La PCR muestra la presencia de DNA bacteriano sobre las microbolas,
cua2I+quiera que sea el tampon utilizado con una sefial superior para el caso del tampon de acetato en presencia de
Cu

En un segundo momento, se llevaron a cabo igualmente ensayos analogos con las bacterias Pseudomonas aerugi-
nosa, Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus y se obtuvo el mismo tipo de resultados.

EJEMPLO 2: Fijacién en medio cuprico del virus del herpes OsHV-1 sobre microbolas cargadas con 32GPI.

Este virus existe en las ostras. Se realiza un triturado de ostras del cual se extrae el DNA por PCR por medio de
microbolas magnéticas cargadas con B2GPI. Estas microbolas cargadas se preparan como se indica en el Ejemplo
1.

100 mg de ostras jovenes se trituran en 500 yL de agua de calidad milli-Q. El triturado (50 pl) se diluy6 en dos tam-
pones diferentes, a saber, un tampoén de PBS (pH = 7-7,4) (composicion idéntica a la del ejemplo 1) y un tampén de
acetato/Cu®* (pH = 5,6) que tiene la composicién definida en el ejemplo 1.

Se afiaden a 500 pL de lo que constituye asi dos medios fluidos M, cantidades de microbolas cargadas de 10, 20 o
50 pL. Las bolas se incuban a continuacién 37°C durante 30 minutos y se lavan 2 veces con el tampo6n PBS. El DNA
se extrae finalmente afiadiendo 100 pl de «Chelex 30%». Se deja incubar durante 10 minutos a 95°C. Los tubos se
someten a una centrifugaciéon a 10.000 revoluciones/minutos durante 10 minutos y se conserva el liquido sobrena-
dante que contiene el DNA.

A continuacién se practica una PCR sobre 1 uL del DNA extraido. Se afiaden 19 uL de una solucién de amplificacion
(kit PCR Hot Master Taq Eppendorf) con las concentraciones finales siguientes:

Tampon 1X
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dNTP 250 uM
Cebadores C2 'y C6 0,2 uyM de cada uno
Taq Polimerasa 1,5U

Los cebadores C2 y C6 son los siguientes:
C2 (sentido) = CTCTTTACCATGAAGATACCCACC
C6 (antisentido) = GTGCACGGCTTACCATTTTT

La mezcla reaccionante se homogeneiza y coloca en un termociclador «Master cycler personal Eppendorf» y se
somete al programa siguiente:

- 94°C 2 minutos

- 94°C 1 minutos

- 50°C 1 minutos 35 ciclos
- 70°C 30 segundos

- 70°C 5 minutos

El DNA se conserva a continuacion a 10°C. Se realiza igualmente el mismo trabajo reemplazando el triturado de
ostras por 5, 10 y después 20 mL de agua de mar (procedente de un parque de ostras), siendo constante la canti-
dad de microbolas cargadas de B2GPI e igual a 50 pL.

Como comparacion, se sometié el triturado de ostras a una extraccion directa del DNA del virus por los dos produc-
tos de lisis antes definidos, sin adicién previa de microbolas cargadas y se utilizaron las mismas condiciones de
PCR.

En todos los casos, los DNA obtenidos por la PCR se utilizaron para hacer una transferencia Southern sobre gel de
agarosa al 2 % en tampoén PBE 0,5X que contenia bromuro de etidio. El gel se observé luego bajo luz UV. El conjun-
to de los resultados esta presente en la figura 1 en la cual las pistas 1 a 13 representan los experimentos definidos
por la tabla Il
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Tabla Il
Pista de Experimento
1 Triturado + PBS + 10 pL de microbolas

Triturado + PBS + 20 yL de microbolas
Triturado + PBS + 50 pL de microbolas
Triturado + Acetato Na/Cu®+ 10 Ml de microbolas
Triturado + Acetato Na/Cu®*+ 20 pI de microbolas
Triturado + Acetato Na/Cu®*+ 50 Ml de microbolas

Triturado + extraccion directa con Chelex

© N o O »~ W N

Triturado + extraccion directa con fenol /cloroformo

La figura 1 muestra una misma sefial positiva sobre las pistas 1 a 8: el DNA del virus obtenido por extraccién directa
(pistas 7 y 8) es pues el obtenido gracias a las microbolas (pistas 1 a 6). Se han secuenciado todos estos DNA: el
amplicén obtenido por las microbolas corresponde a una secuencia de 709 bases del gen de la glicoproteina 1005
del virus OsHV-1. Cuando el triturado se diluye en PBS (pistas 1 a 3), Ia sefial es la misma cualquiera que sea la
cantidad de microbolas utilizada, mientras que en presencia de iones Cu (pistas 4 a 6), la seial es tanto mas fuerte
cuanto mayor sea la cantldad de bolas; ademas, en presencia de cu® (pistas 4 a 6), la sefial es S|empre mas fuerte
que en ausencia de cu®* (pistas 1 a 3). Esto demuestra el interés de la presencia de los iones cu® que mejoran la
sensibilidad de la deteccion.

En las pistas 9 a 11, se ve que aparecia débilmente una sefial en la pista 11, mientras que una extracmon directa
sobre el agua de mar habia dado un resultado negativo, lo que muestra igualmente que, sin los iones Cu?*, la detec-
cién por las microbolas es débil.

La pista T* es un testigo positivo obtenido con la secuencia de DNA viral para establecer que la PCR ha funcionado
bien; la pista Tmix es un testigo obtenido con todos los ingredientes empleados en la PCR, pero en ausencia de
DNA viral.

EJEMPLO 3: Deteccion del virus de la hepatitis C (VHC).

50 pL de suero procedente de enfermos infectados por el virus de la hepatitis C se diluyen en 500 pL de tampdn de
acetato de sodio 50 mM (pH = 5,6 con HCI 10 mM). A este medio se afiaden 10 pL de microbolas cargadas co
B2GPI, idénticas a las que han sido preparadas en el ejemplo 1. Igualmente se afiaden sales férricas, cupricas, de
zinc y de manganeso de modo que se obtenga un medio en el cual los iones metalicos estan presentes a 2 mM.
Este conjunto se deja incubar a 37°C durante 30 minutos, con agitacion rotatoria. A continuacién se lleva, a lo largo
del tubo que contiene la muestra, un iman permanente, que permite separar las microbolas de su medio de suspen-
sion, y se elimina el liquido sobrenadante. Las microbolas se someten a una lisis segun el protocolo del kit «QlAamp
Viral RNA mini kit (Qiagen)». Los acidos nucleicos virales se someten a un protocolo de RT-PCR: El protocolo de
RT-PCR ha sido descrito anteriormente por Young et al. (J. Clin. Microbiol., 1993, 31(4), pp. 882-6). A 4 yL de ex-
tractos de RNA, se afiaden 21 pL de la solucién de amplificacién (kit RT-PCR One step Qiagen) a las concentracio-
nes finales siguientes:

Tampon Qiagen IX

dNTP 400 uM
Cebadores 0,6 uM cada uno
Taq Polimerasa 1,5U

Inhibidor de RNasa 15U

Los cebadores utilizados son los siguientes:
KY78 (sentido): CAAGCACCCTATCAGGCAGT
KY80 (antisentido): AGCGTCTAGCCATGGCGT

Después de homogeneizacion las mezclas reaccionantes se colocan en un termociclador (Master cycler personnal
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Eppendorf) y se someten al programa siguiente:
50°C: 3 minutos
95°C: 15 minutos
95°C 1 minuto 35 ciclos
55°C: 1 minuto
70°C: 1 minuto
72°C: 1 minuto
Los DNA se mantienen a continuacion a 4°C y se efectda una transferencia Southern correspondiente a la Figura 2.

La figura 2 muestra que en presencia de Cu®*, la sensibilidad de deteccion del virus de la hepatitis C es netamente
mejorada. Por el contrario, en presencia de Zn%, el virus no es detectable, y esto, cualquiera que sea el pH de la
muestra.

La figura 3 muestra los resultados obtenidos para una muestra (suero o plasma) que contiene 130 copias del geno-
ma viral por mL de muestra. La definicién de las muestras correspondientes a las 16 pistas se da en la tabla lll. En la
figura 3 se constata que en ausencia de microbolas magnéticas cargadas de B2GPI, no hay sefiales que muestren la
presencia viral: se alcanza el limite de sensibilidad del método utilizado. Por el contrario, en presencia de Cu2+, la
sefial del virus se hace visible.

Tabla llI
Pista n°® Muestra ensayada Pista n° Muestra ensayada
1 suero pH 7,6 + 6 microbolas 10 plasma pH 5,6 + microbolas
2 suero pH 7,6 + Cu™™ + microbolas 11 plasma pH 5,6 + Cu™ + microbolas
3 suero pH 7,6 + Fe™ + microbolas 12 plasma pH 5,6 + Fe** + microbolas
4 suero pH 5,6 + microbolas 13 suero deteccién en ausencia de microbolas
5 suero pH 5,6 + Cu™" + microbolas 14 plasma deteccion en ausencia de microbolas
6 suero pH 5,6 + Fe'" + microbolas 15 | control positivo

Por otro lado se ha establecido que los iones Cu®" actian sobre la muestra y no sobre las microbolas. Para hacer
esto, se afiade acetato cuprico 2 mM sobre microbolas cargadas con B2GPI. Se deja incubar a 37°C durante 30
minutos con agitacion. Las microbolas se lavan a continuacion y se ponen en contacto con la muestra de suero que
no contiene Cu?*. La tabla IV identifica la naturaleza del ensayo correspondiente a cada una de las pistas 1 a 6 de la
figura 4.

Tabla IV
Pista n°® Naturaleza del ensayo
1 B2GPI + Cu™ + lavado + VHC
2 B2GPI + Cu™ + VHC
3 VHC en ausencia de 2GPI
4,5 Control positivo

EJEMPLOS 4 a 8: Deteccion de otros virus

Se utilizaron protocolos de ensayo idénticos a los que se han descrito antes en los ejemplos 2 o 3 segun se trate
respectivamente de virus de DNA o de RNA.

Se constatdé que para todos estos virus, los resultados eran los mismos que los descritos en los ejemplos 2 o 3. Los
virus que son el objeto de estos ensayos son: los virus del Nilo occidental, el Hantavirus tipo Andes, el virus del
dengue sub-tipo 1, 2, 3y 4, el virus VIH 1y 2 y el virus de la gripe HIN1 y H1N2.

9
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EJEMPLO 9 Captura de virus de la gripe H3N2 por microbolas en medio cuprico y utilizacion de microbolas cargadas
de virus para la deteccion visual de dichos virus.

Una muestra tomada de la faringe de un paciente afectado por un estado gripal, se diluye en medio de cultivo MEM
(medio esencial minimo de «Eagle») que contiene sulfato cuprico 2 mM. Se le afiaden 10 yL de microbolas, tales
como las preparadas en el ejemplo 1: estas microbolas estan pues cargadas con 32GPI. Las microbolas se ponen
en contacto con 500 pL del medio donde se encuentra la muestra tomada, colocandose todo en un tubo Eppendorf
de 2 mL. La mezcla se incuba a 37°C bajo agitacion rotatoria durante 30 minutos. El tubo se pone a continuacion en
contacto con un iman permanente; las microbolas son atraidas por el campo magnético contra la pared; se aspira y
elimina el liquido sobrenadante. Se afiade al tubo 1,5 mL de tampon PBS (composicién dada en el ejemplo 1) para
obtener una suspension de microbolas; el tubo se vuelve a poner en contacto con el iman permanente y se aspira 'y
elimina el liquido sobrenadante. Esta operacion de lavado de las microbolas se repite tres veces en total, después
las microbolas se vuelven a poner en suspension en 1 mL de tampén de cultivo MEM.

La suspension asi obtenida se pone en contacto con células MDCK a 37°C durante 24 horas. Las células se lavan a
continuacion dos veces en suero fisioldgico y se afiade medio de cultivo MEM recientemente preparado y las células
se cultivan durante 4 dias a 37°C. Se comprueba si hay infeccién bien sea por efecto citopatdégeno del virus después
de la coloracion de las células por el colorante violeta cristal (véase la figura 5), bien sea por inmunofluorescencia,
después de fijacidon de las células por acetona y reacciéon con anticuerpos monoclonales fluorescentes, que recono-
cen las proteinas virales (figuras 6A y 6B).

En la figura 5, la capsula de Petri de la parte izquierda, corresponde a 6000 ufp (unidades formadoras de placas) de
virus (1 upf permite formar un foco de lisis), la vista de la parte central corresponde a 2000 ufp de virus y la vista de
la parte derecha corresponde a 200 ufp de virus. La desaparicion progresiva de células muestra que las microbolas
llevaban virus con efecto citopatégeno.

En la figura 6A, se ve que las células que llevan proteinas virales son localizadas por fluorescencia: se ha puesto el
medio de cultivo que contiene la muestra viral directamente en contacto con las células MDCK y se constata que
pocas células son fluorescentes lo que muestra que la captura del virus ha sido de escasa importancia en ausencia
de utilizacién de microbolas. La figura 6B muestra el resultado obtenido con la utilizacién de microbolas: se estable-
ce por tanto que las microbolas han concentrado el virus de la muestra, lo que permite por consiguiente una detec-
cioén con una carga viral mucho mas pequena.

EJEMPLO 10,: Captura del virus de la viruela vacuna por las microbolas cargadas con B2GPI y utilizacién de estas
Ultimas para infectar células.

Se aplica el mismo protocolo que el detallado en el ejemplo 9 para la infeccion de células Hep 2, por el virus de la
viruela vacuna capturado por microbolas cargadas con B2GPI. Para este ejemplo, se utilizd una suspension de virus
que permite formar 1000 focos de lisis (1000 ufp).

La figura 7A muestra la situacion cuando el virus de la viruela vacuna fue capturado por microbolas cargadas con
B2GPI: se observa que han sido infectadas numerosas células. Por el contrario, la figura 7B muestra el caso en el
que las células Hep 2 fueron infectadas por el virus de la viruela vacuna en ausencia de microbolas cargadas con
B2GPI: se ve que el numero de células fluorescentes esta mucho mas restringido, lo que permite llegar a la conclu-
sion de que las microbolas cargadas con B2GPI han permitido concentrar los virus utilizados, puesto que la cantidad
de virus era la misma para los ensayos de las figuras 7A 'y 7B.

La figura 7C muestra células Hep 2 puestas en contacto con el tampdn de lavado de las microbolas después de que
estas hayan sido cargadas con B2GPI y el virus de la viruela vacuna: se constata que hay ausencia de fluorescencia,
lo que quiere decir que el tampodn de lavado no arrastra ninguno de los virus fijados sobre las microbolas.

Se constata pues que las microbolas cargadas con B2GPI permiten mejorar la sensibilidad de la deteccion de los
virus.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2376 706 T3

REIVINDICACIONES

Procedimiento de deteccion y/o cuantificacion y/o identificacion in vitro de compuestos infecciosos (Cl) presentes en
un medio fluido M que constituye una material biolégico, procedimiento en el cual, de modo conocido, se prepara
una suspension, en un medio liquido de suspensién, de microbolas delimitadas por un superficie externa constituida
por un material polimero soélido susceptible de fijar proteinas, caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) se asegura una carga de las microbolas de la suspension con proteinas f2GPI por acoplamiento con una canti-
dad suficiente de proteinas B2GPI, bien sea de forma pasiva en un medio de suspension o bien sea utilizando un
protocolo de unién quimica conocido;

b) se ponen en contacto, en un recipiente, dichas microbolas cargadas con proteinas B2GPI con el medio fluido M
afiadiendo iones de al menos un metal oxidante, en condiciones apropiadas para asegurar una fijacion suficiente
de los compuestos infecciosos sobre las proteinas B2GPI llevadas por las microbolas;

c) se separan las microbolas asi preparadas de su medio de suspension, se evacua dicho medio de suspension del
contenedor para obtener, eventualmente después de un lavado con un tampén, un residuo con una fuerte con-
centracion de compuestos infecciosos;

d) y se detectan y/o cuantifican y/o identifican los compuestos infecciosos a partir del residuo concentrado asi obte-
nido.

2. Procedimiento segun la reivindicaciéon 1, caracterizado porque se efectua la carga de las microbolas, en la
etapa a) de la reivindicacion 1, de modo pasivo en un tampoén que tiene un pH comprendido entre 3,5 y 10,5, dejan-
do en incubacién, durante un tiempo comprendido entre 10 minutos y 24 horas, a une temperatura comprendida
entre 4 y 40°C.

3. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque se efectla la carga de las mi-
crobolas con proteinas B2GPI poniéndolas en un medio liquido de suspensién que contiene, en solucién acuosa, de
10° a 100 mg de B2GPI por gramo de peso seco de microbolas, estando comprendida la concentracion del medio
en B2GPI entre 10® y 10 pg/ul.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la carga de las microbolas con
proteinas B2GPI se efectua en un tampdn que tiene un pH comprendido entre 5 y 9 con una incubacion durante un
tiempo comprendido entre 10 minutos y 24 horas a una temperatura comprendida entre 4 y 40°C.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque en la etapa b), los iones de
metal oxidante anadidos al medio M son iones cupricos, estando comprendida la concentracion de iones cupricos en
el medio M, después de dicha adicién, entre 1 mM y 100 mM.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el material sélido constitutivo
de la superficie externa de las microbolas se elige del grupo formado por materias plasticas y elastomeros, llevando
0 no dicho material grupos reactivos injertados en la superficie externa de las microbolas para asegurar un enlace
quimico con las proteinas B2GPI.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se eligen las microbolas que
tienen una forma sensiblemente esférica y un diametro medio comprendido entre 1y 100.000 nm.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque se eligen las microbolas que
tienen un nucleo formado de una o varias particulas de material magnético para permitir su separacion con respecto
al medio de suspensién gracias a un campo magnético.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque las microbolas se separan por
centrifugacion de su medio de suspension.

10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se realiza la etapa d) de la rei-
vindicacion 1 por un medio elegido del grupo formado por infecciosidad, una reaccién enzimatica especifica, un
trazador fluorescente o radiomarcado, una deteccion de acidos nucleicos especificos por hibridaciéon con una sonda
marcada, una reaccion PCR o RT-PCR, una valoracién, un recuento, una visualizacion, un procedimiento éptico, una
microscopia electronica o no.

11. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque los compuestos infecciosos
son bacterias.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque los compuestos infecciosos
son virus.

13. Procedimiento segun la reivindicaciéon 11, caracterizado porque se detectan y/o cuantifican y/o identifican las
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bacterias del medio fluido M a partir del residuo por lectura de la densidad 6ptica, por ATP-metria o por PCR.

14. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 11 a 13, caracterizado porque los acidos nucleicos de los ClI
de interés se extraen por lisis, a partir del residuo concentrado, porque dichos acidos nucleicos se amplifican por
PCR o RT-PCR, utilizando los cebadores apropiados para dichos Cl de interés y porque se practica una visualiza-
cién sobre gel de los acidos nucleicos eventualmente obtenidos para definir la presencia o ausencia de dichos Cl de
interés y/o para cuantificar la carga viral de dichos ClI de interés en el medio M.

15. Procedimiento segun la reivindicacién 12, caracterizado porque para detectar y/o identificar los virus de in-
terés fijados sobre las microbolas obtenidas segun la etapa c) de la reivindicacion 1, se vuelve a poner en suspen-
sion el residuo, se ponen en contacto dichas microbolas con células sensibles a los virus de interés, se cultivan di-
chas células y se observa la eventual infeccion de las células por los virus de interés.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, caracterizado porque, para detectar une infeccion de células, se
observa el efecto citopatologico de los virus después de una coloracién apropiada de las células, o inmunofluores-
cencia después de fijacion de las células y reaccién con anticuerpos fluorescentes que reconocen proteinas corres-
pondientes a la presencia de virus.
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FIGURA 1
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FIGURA 5

FIGURA 6A

FIGURA 6B
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FIGURA7C
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