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DESCRIPCION
Método para la deteccién de Chlamydia trachomatis y un kit para el mismo
La presente invencién se refiere a un método para la deteccién de Chlamydia trachomatis 'y a un kit para el mismo.

Chlamydia trachomatis es uno de los patégenos de uretritis no gonocécica que contiene un plasmido criptico [M.
Commanducci et al., Mol. Microbiol., 2, n.? 4 (1998), pags. 531-538]. Se conoce un método para detectar Chlamydia
trachomatis, un método para amplificar una secuencia parcial del plasmido criptico mediante un procedimiento de
amplificacion génica (documentos JP 2719225 y JP 3127135).

Se ha descrito un ensayo de amplificacion para Chlamydia trachomatis, que usa desplazamiento de cadena térmico
(documento EP 915170). Se ha descrito un ensayo de deteccion basado en la fluorescencia que usa una sonda
detectora (documento EP 915173). Se ha descrito un ensayo para la deteccion de infeccién por Chlamydia
trachomatis, basado en polipéptidos que comprenden un antigeno de Chlamydia trachomatis (documento WO 01-
4074). Se ha descrito un método para llevar a cabo una detecciéon por PCR de Chlamydia trachomatis (documento
EP 1598431). Se ha descrito un método de amplificacion de ADN y un kit para el mismo, basado en la tecnologia de
amplificacion por PCR (documento EP 1602734).

Se ha encontrado que surgen problemas con la observacién y/o deteccion de Chlamydia trachomatis en
determinadas condiciones. Un articulo de Séderblom et al. (Euro Surveill. 7 de diciembre de 2006; 11 (12)):
E061207.1) titulado “Impact of a genetic variant of Chlamydia trachomatis on national detection rates in Sweden”
informa de que parte de las infecciones de transmisién sexual por Chlamydia trachomatis no pudieron observarse en
Suecia mediante las pruebas de laboratorio convencionales producidas por Abbott y Roche, y de que no se
observaron bacterias Chlamydia con una variacién en la region genética a la que se habian dirigido los cebadores.

Por lo tanto, hay una necesidad de alternativas a las pruebas convencionales mediante la cual, por ejemplo, puedan
observarse de hecho tales variantes genéticas de Chlamydia trachomatis.

El objetivo de la presente invencién es por tanto proporcionar un método para la deteccion rapida de Chlamydia
trachomatis, que tenga una buena sensibilidad y especificidad, y un kit para el mismo.

El objetivo de la invencion se consigue mediante un método para la deteccidon de Chlamydia trachomatis,
comprendiendo el método la realizacion de una amplificacion de ADN que implica el uso de un par de cebadores
mediante el empleo de ADN derivado a partir de una muestra como molde, y la deteccion de un producto de
amplificacion, caracterizado porque el par de cebadores empleado para la amplificacion de ADN se disefna
basandose en las secuencias de nucleétidos de las regiones que corresponden a los nimeros de nucleotidos de
4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1 (es decir estan en la regién ORF3
del plasmido criptico mencionado anteriormente, como conoce bien el experto en la técnica).

Los inventores han encontrado que cuando se lleva a cabo una amplificacion de ADN, tal como por ejemplo PCR
(siempre que se menciona PCR en el contexto de la presente solicitud, el significado pretendido es el de
amplificacion de ADN, de la que PCR es una realizacion) con cebadores que se disefian basandose en tales
regiones especificas en el plasmido criptico de Chlamydia trachomatis, puede observarse rapidamente Chlamydia
trachomatis, y también pueden observarse por ejemplo las variantes conocidas de Chlamydia trachomatis, tales
como las encontradas por ejemplo en Suecia. Otro método de amplificacién de ADN adecuado para la determinacién
de patégenos se describe en el documento WO 2005/060725 y se incorpora en el presente documento como
referencia.

El par de cebadores para la amplificacién de ADN, tal como PCR, se disefa preferiblemente basandose en las
secuencias de nucledtidos de las regiones que corresponden a los niumeros de nucleétidos de 4261 a 4320 y de
4351 a 4391, mas preferiblemente a los nimeros de nucleétidos de 4291 a 4320 y 4355-4385 y lo mas
preferiblemente a los nimeros de nucleotidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1.

Se ha encontrado que los resultados mejoran a medida que aumenta la preferencia para las regiones de nucleétidos
basandose en los cuales se disefian los cebadores independientes para el par de cebadores. Dicho de otro modo, la
preferencia dada anteriormente se basa en los mejores resultados obtenidos con el par de cebadores en las
regiones preferidas especificadas.

Dicho de otro modo, el par de cebadores con la mayor preferencia se disefia basandose en las secuencias de
nuclettidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC y TGCCCTTTCT
AATGGCAATGAT, que corresponden respectivamente a la region de 4296 a 4318 y de 4361 y de 4382 en SEQ ID
No. 1. Un primer cebador se dirige preferiblemente a toda la regién GGATT GACTCCGACA ACGTATTC, vy el
segundo cebador del par de cebadores se dirige a toda la region TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT. El experto en la
técnica comprendera que las otras regiones descritas anteriormente pueden establecerse basandose en lo que se
ha dicho anteriormente.
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El experto en la técnica comprendera que el ADN derivado de una muestra significa el ADN que esta aislado o se
obtiene a partir de un organismo, tal como una persona, que va a someterse a prueba, pero también incluye copias,
replicados y formas procesadas de tal ADN, obtenidas por ejemplo mediante sintesis quimica o PCR, partiendo del
ADN original aislado del organismo.

La muestra usada no se somete a limitaciones particulares, siempre que contenga o pueda contener Chlamydia
trachomatis. Ejemplos de esta comprenden orina, raspado uretral (conducto urinario), frotis de cuello uterino, etc. El
ADN puede extraerse a partir de estas muestras mediante el método conocido por el experto en la técnica, mediante
el cual puede prepararse ADN, incluyendo ADN del plasmido criptico de Chlamydia trachomatis. Se prefiere
particularmente emplear el kit de preparacién de ADN de CT COBAS de Roche, porque se ha encontrado que
proporciona resultados particularmente ventajosos. Sera obvio para el experto en la técnica que el ADN puede ser o
bien ADN puro aislado o bien ADN que esta presente en un lisado sin procesar.

Poe tanto, los pares de cebadores que pueden emplearse en la invencion pueden elegirse en las regiones descritas
anteriormente y en particular de tal manera que la region de nucleétidos puede amplificarse/replicarse entre las dos
regiones

El par de cebadores usado en la presente invencion se disefia basandose en una secuencia de nucledtidos de la
region que corresponde a los nimeros de nucleétidos de 4261 a 4320, preferiblemente de 4291 a 4320 y mas
preferiblemente de 4296 a 4318 (primera region) y de 4351 a 4391, preferiblemente 4355-4385 y mas
preferiblemente de 4361 a 4382 (segunda regién), tal como se mencioné anteriormente y en SEQ ID No. 1, de modo
que la secuencia de nucleétidos puede amplificarse (replicarse) entre estas dos regiones con la ayuda del par de
cebadores.

Segun la invencion, la longitud de los cebadores es por ejemplo de entre 10 y 40 nucle6tidos. Ademas, la posicion
de cada regién y la longitud de los cebadores se eligen preferiblemente de modo que el valor de Tm del cebador en
cuestion y el molde de ADN correspondiente se encuentra entre 50 y 70°C, y por tanto la temperatura de hibridacion
usada en PCR puede fijarse a un valor relativamente alto. El valor de Tm usado aqui es un valor que se calcula
mediante el andlisis del par de bases vecino mas cercano. Los cebadores pueden tener basicamente el mismo valor
de Tm.

El experto en la técnica comprendera que el término “disefiado basandose en” significa que, con las estipulaciones
especificadas para el cebador, tales como el valor de Tm y la longitud del cebador, que se describen en el presente
documento, el cebador se disefia de modo que puede ser complementario a la secuencia o bien en la cadena
sentido o bien en la cadena antisentido de la secuencia de nucleétidos de las regiones segun la invencion descritas
anteriormente y de manera especial en las reivindicaciones. Por tanto, el disefio comienza con la secuencia a la que
tiene que unirse el cebador, y con las estipulaciones y en el contexto de la presente invencion, el cebador puede ser
complementario a la secuencia a la que tiene que unirse.

PCR es el método de deteccion segun la presente invencion, y puede llevarse a cabo segun el método de PCR
normal, siempre que se use como molde el ADN obtenido a partir de la muestra, y que se use un conjunto de
cebadores especificos segun la invencién. En particular, se emplea PCR en tiempo real en el método segun la
invencion (ensayo TagMan, véase el ejemplo), porque éste ha dado resultados particularmente buenos.

El par de cebadores puede disefiarse de tal manera que puede replicarse (amplificacion) la secuencia de nucleotidos
entre las dos regiones (es decir la region entre la ubicacion en la que se unira un primer cebador en las condiciones
de PCR y la ubicacién en la que se unird un segundo cebador en las condiciones de PCR). Esto significa que un
cebador puede ser un cebador sentido, y el otro puede ser un cebador antisentido.

La secuencia de nucleétidos reproducidas en SEQ ID No. 1 se deriva del plasmido criptico de Chlamydia
trachomatis (cepa L2), depositado en el GeneBank con el nimero de registro X07547, basandose en la publicacion
de Commanducci (véase anteriormente), y reproducida en la solicitud de patente holandesa nimero 103345, que es
el documento de prioridad para la presente solicitud y que se incluye en el presente documento como referencia. El
experto en la técnica comprendera que una PCR llevada a cabo con un par de cebadores segun la invencién podra
conducir a la replicacion del ADN en este plasmido ciclico. Ya que el plasmido criptico es un plasmido ciclico, tiene
dos secuencias de nucledtidos entre las dos regiones basandose en las cuales se disefa el par de cebadores. Sin
embargo, los cebadores se disefian habitualmente de tal manera que pueda replicarse (amplificacion) la secuencia
de nucle6tidos mas corta.

Los ejemplos de los pares de cebadores preferidos segun la presente invencion comprenden una combinacion de
pares de cebadores que se disefian basandose en una secuencia de nucleétidos de una regién que corresponde a
los nimeros de nucleétidos de 3654 a 4320, preferiblemente de 4261 a 4320, mas preferiblemente de 4291 a 4320 y
lo mas preferiblemente de 4296 a 4318 (primera regién) y basandose en una secuencia de nucleétidos de una
region que corresponde a los ndmeros de nucledtidos 4355-4385 y preferiblemente de 4361 a 4382 (segunda
region).
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Otro ejemplo preferido de los pares de cebadores segun la presente invencion implica una combinacion de pares de
cebadores disefiados basandose en una secuencia de nucleétidos de una region que corresponde a los nimeros de
nucleétidos de 4291 a 4320, preferiblemente de 4296 a 4318 (primera region) y una secuencia de nucleétidos de
una region que corresponde a los nimeros de nucleotidos de 4351 a 4391, preferiblemente de 4355 a 4385, mas
preferiblemente de 4361 a 4382 (segunda region).

El disefio de la secuencia de nucleétidos del par de cebadores es obvio para el experto en la técnica si conoce las
secuencias correspondientes en SEQ ID No. 1, dadas a conocer en esta invencion. La SEQ ID No. 1 es una de las
cadenas de ADN del plasmido criptico bicatenario. Esta cadena se denomina en el presente documento cadena
sentido. La cadena contraria, que es complementaria a esta cadena sentido, se denomina en el presente documento
cadena antisentido. En cuanto a la amplificacién, por ejemplo con ayuda de PCR, el experto en la técnica sabra que
debe basar la secuencia del cebador del par de cebadores que va a usarse en la secuencia descrita anteriormente,
que corresponde a la secuencia de la cadena sentido del plasmido criptico (el denominado cebador “directo”).
Basara la secuencia del otro cebador del par de cebadores en la secuencia de la cadena antisentido, denominado
cebador “inverso”.

Las secuencias de los cebadores en cuestién se eligen preferiblemente de modo que la amplificacion completada
conduce a un producto de amplificacion que es especifico para la secuencia del plasmido criptico prevista que va a
amplificarse. Por tanto, no es necesario que la secuencia de los cebadores seleccionados sea completamente
idéntica a dicha secuencia en SEQ ID No. 1 descrita anteriormente (ni tampoco se necesita que sea completamente
complementaria a la misma). Los apareamientos erroneos son aceptables, siempre que se mantenga la
especificidad de la amplificacion. Preferiblemente, la secuencia de los cebadores concuerda completamente con la
definida por SEQ ID No. 1 (o con la secuencia que es complementaria a la misma).

En los casos que se producen en la préactica en los que la especificidad es relevante, por ejemplo cuando puede
esperarse polimorfismo en el ADN que va a amplificarse, especialmente en sitios en el ADN en los que uno de los
cebadores que va a usarse debe hibridarse, es preferible usar mas de un cebador cuya secuencia sea
complementaria a los diversos polimorfismos. En un conjunto de cebadores de este tipo facilitado a continuacién,
hay dos cebadores directos (que solo difieren uno del otro en un sitio de la secuencia) y un solo cebador inverso.
Esto hace posible detectar un polimorfismo en G4307A de Chlamydia trachomatis en SEQ ID No. 1, cuya posicion
esta ocupada por uno de los cebadores que van a usarse segun la invencién. Por supuesto, también es posible en
tal caso usar un solo cebador directo y mas de un cebador inverso. Si se quiere demostrar un nimero de
polimorfismos en una regién en la que se hibrida un cebador, puede emplearse el mismo numero de cebadores
diferentes, siendo cada uno especifico a uno de tales polimorfismos.

El par de cebadores para la region especifica mencionada anteriormente puede disefiarse con la ayuda de los
métodos que conoce el experto en la técnica, teniendo en cuenta las condiciones de PCR. El par de cebadores
puede disefarse usando un programa informatico.

El par de cebadores puede disefiarse como un cebador mixto obtenido mezclando dos o méas cebadores para el
cebador sentido o el antisentido, o para ambos. Cuando se produce una mutacion de nucleétido en la region para la
que se ha disefiado el cebador, la sensibilidad de la observacion/deteccién puede aumentarse usando un cebador
mixto (véase también a continuacién).

Aunque las condiciones de PCR pueden determinarse segun el método de PCR habitual, la temperatura de
hibridacion puede fijarse a un valor relativamente alto, debido a los pares de cebadores especificos mencionados en
el presente documento. La temperatura de hibridacién esta habitualmente entre 50 y 70°C.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para la deteccion de Chlamydia trachomatis mediante la realizacién
de PCR en el que se usa el ADN obtenido a partir de una muestra como molde.

El kit que se considera particularmente en el presente documento para la deteccion de Chlamydia trachomatis
mediante PCR, que usa el ADN obtenido a partir de una muestra como molde, comprende un par de cebadores
disefados basandose en las secuencias de nucledtidos de las regiones que corresponden a los nimeros de
nucleétidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de nucleotidos en SEQ ID No. 1.

Mas particularmente, se obtuvieron buenos resultados con un kit segun la invencion que se caracteriza porque el par
de cebadores se disefia basandose en las secuencias de nucledtidos de las regiones que corresponden a los
nameros de nucledtidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391; preferiblemente a los nimeros de nucleétidos de 4291 a
4320 y 4355-4385, y lo mas preferiblemente a los nimeros de nucleétidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ
ID No. 1.

Se obtienen resultados particularmente favorables con un kit que se caracteriza porque el par de cebadores en el kit

se disefia basandose en las secuencias de nucleédtidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA
ACGTATTC (SEQ ID No. 2) y TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT (SEQ ID No. 3). Como ya se explicé anteriormente,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2424 625 T3

todas las secuencias anteriores de los cebadores se reproducen basandose en la cadena sentido del plasmido
criptico.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un par de cebadores disefiados basandose en las secuencias de
nucleétidos de las regiones que corresponden a los nimeros de nucleétidos de 3654 a 4320 y de 4351 a 4448 en la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1, de acuerdo con el objetivo de la invencién, tal como por ejemplo la
deteccion de Chlamydia trachomatis. Esto significa que los pares de cebadores previstos segun la invencion son los
que son adecuados para su uso para la deteccién de Chlamydia trachomatis.

Mas especialmente, los pares de cebadores segun la invencion se caracterizan porque se disefian basandose en las
secuencias de nucledtidos de las regiones que corresponden a los nimeros de nucleotidos de 4261 a 4320 y de
4351 a 4391, preferiblemente a los nimeros de nucleétidos de 4291 a 4320 y 4355-4385, y lo mas preferiblemente a
los nimeros de nucleotidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1.

En el caso mas preferido, el par de cebadores se disefa basandose en las secuencias de nucleétidos de las
regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC (SEQ ID No. 2) y TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT
(SEQ ID No. 3).

En una realizacién preferida, se usa un par de cebadores con las siguientes secuencias:
CT directo 1 5-GGA TTG ACT CCG ACA ACG TAT TC-3’
CT inverso 5'-ATC ATT GCC ATT AGA AAG GGC A-3

Con respecto a su secuencia, el CT directo corresponde a los nucleétidos 4296-4318 de SEQ ID No. 1,y el CT
inverso corresponde a la secuencia de nucleétidos antisentido 4361-4382 de SEQ ID No. 1.

En una realizacién ventajosa de la invencion, también se proporciona un conjunto de cebadores que comprende un
par de cebadores segun la invencion, junto con un cebador complementario que difiere en un solo nucleétido de uno
de los cebadores del par de cebadores con respecto a su secuencia. Como ya se explicd anteriormente, esto ofrece
la posibilidad de demostrar uno o0 mas polimorfismos en las regiones en el plasmido criptico con los que se hibrida
uno de los cebadores del par de cebadores.

Se prefiere incluso mas anadir también un segundo cebador directo al par de cebadores con el fin de hacer posible
detectar el polimorfismo G4307A:

CT directo 2 5-GGA TTG ACT CCA ACA ACG TAT TC-3’

Otro aspecto de la invencién se refiere a una sonda de hibridacién que puede hibridarse en la region replicada con la
ayuda del par de cebadores segun la invencion. La sonda de hibridacion contiene preferiblemente un oligonucleétido
que se disefa basandose en la secuencia de nucledtidos de la regiéon que corresponde a los numeros de nucleétidos
de 4320 a 4355, disefiandose preferiblemente la sonda de hibridacién basandose en la secuencia de nucleétidos
TACGTGTAGG CGGTTTAGAA AGCGGGTGT (SEQ ID No. 4). En el caso més preferido, la sonda de hibridacion
tiene como objetivo la secuencia completa descrita anteriormente y da resultados de deteccion excepcionalmente
buenos. En particular, la sonda de hibridacion tiene la siguiente secuencia:

CT inverso 5-ACA CCG CTT TCT AAA CCG CCT ACA CGT AA-3

Una sonda de hibridacion de este tipo se dota generalmente de una etiqueta para facilitar la deteccion. El experto en
la técnica conoce las condiciones en las que se usa la hibridacion; estas condiciones pueden ser por ejemplo las
mismas que las descritas en el documento US 2006/0246447.

El experto en la técnica comprendera que la sonda de hibridacion usada para la deteccion puede ser
complementaria o bien a una cadena sentido o bien a una cadena antisentido.

La longitud de cadena del oligonucleétido es normalmente de 15 a 30 nucleédtidos, y su valor de Tm puede ser de 50
a 70°C.

Cuando se usa PCR en tiempo real, la sonda de hibridacion tiene preferiblemente un valor de Tm que es de 1 a 5
grados C mayor que el valor de Tm de un cebador, de modo que la sonda puede hibridarse con la secuencia diana
antes de que se hibride el cebador. La invencidn se explica en mas detalle con la ayuda de los siguientes ejemplos y
dibujos, en los que:

La figura 1 es un gréafico que muestra el limite de deteccion de Chlamydia trachomatis y la muestra de referencia

interna (IR) en la prueba de PCR en tiempo real. El ADN usado se derivé a partir de diluciones en serie de
Chlamydia trachomatis con 100, 10, 1, 0,1 y 0,001 UFI/PCR. La pendiente del grafico es de -2,9, la ordenada en el
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origen es de 29,4 y R? es de 0,994. El eje x del grafico representa los valores de UFI iniciales de Chlamydia
trachomatis, expresados como equivalentes de log UFI por reaccién de PCR. El eje y representa el ciclo de umbral
(Cr).

La figura 2 es un grafico para: A) ADN aislado a partir de Chlamydia trachomatis (CT) pura, B) Chlamydia
trachomatis mezclada con otra bacteria, y C) ADN mixto que no contiene ADN de Chlamydia trachomatis, todos
realizados por duplicado. El eje x del gréafico representa el nimero de ciclos (nimero de ciclo) y el eje y representa la
intensidad fluorescente tras la eliminacién de la sefal de fondo.

Ejemplos

Ejemplo 1
Introduccién

Chlamydia trachomatis es una bacteria Gram negativa intracelular estricta. En la actualidad se conocen quince
serotipos diferentes de la misma, incluyendo ocho (D-K) que causan infecciones del aparato genitourinario. La
infeccion es generalmente asintomatica en mujeres y las infecciones no tratadas pueden conducir a endometritis,
salpingitis y esterilidad. Se cree que la exploracién de infecciones asintomaticas reduciria la transmisién de CT y el
desarrollo de complicaciones graves1 (los nimeros en superindice indican las referencias de bibliografia indicadas
mas adelante). Pruebas de replicacion de &cido nucleico han sustituido ahora a la deteccién de antigeno y al cultivo
celular para el diagnéstico de infecciones por CT. Se ha descrito un gran nimero de pruebas de replicacién de acido
nucleico comerciales e internas. La mayor parte de pruebas de replicacién anteriores®® tiene inconvenientes
importantes, tales como procesamiento manual, sistemas abiertos, etapas independientes para replicacion y analisis
de amplicon, y sensibilidad a la contaminacion. Se ha encontrado que la PCR en tiempo real es una alternativa
sensible que es facil de llevar a cabo. A pesar de las mejoras en la PCR en tiempo real, no siempre pueden
extraerse de manera fiable las sustancias inhibidoras especificas del tipo presentes en algunas muestras clinicas de
la muestra durante la preparacién. Esta inhibicion puede reconocerse mediante el uso de una referencia interna.
Especialmente cuando se deben someterse a prueba muestras que no estan aprobadas por la FDA, tales como
frotis rectales, para detectar la presencia de trachomatis, un tipo de muestra que ha recibido mucha atencién con los
brotes recientes de LGV inducida por Chlamydia trachomatis entre hombres que tienen relaciones con hombres
(MSM). Este estudio se ocupa del desarrollo y la validacion de PCR en tiempo real con una referencia interna que
tiene en cuenta tanto la inhibicion como la extraccion de acido nucleico a partir de muestras clinicas.

Material y métodos

Desarrollo de PCR en tiempo real

Se ha desarrollado una PCR en tiempo real (ensayo de TagMan) dirigida al plasmido criptico de trachomatis. Se
desarrollaron los cebadores y la sonda se desarrollaron con Primer Express 1.0 (de Opliet Biedsysteem). Se llevaron
a cabo reacciones de PCR en tiempo real en un volumen de PCR de 30 pl, que contenia 1x TagMan Mastermix (de
Applied Biosystems), 300 nM de cada cebador, 150 nM de cada sonda y 10 ul del ADN extraido, aparte de las
muestras que se prepararon con el kit de Roche (14 pl). Se llevaron a cabo la replicacién y deteccion con un sistema
de deteccién de secuencia ABI Prism 7000 (de Applied Biosystems) en condiciones de PCR convencional,
estipuladas por el fabricante, usando 45 ciclos.

Determinacion de la sensibilidad

Se determin6 la sensibilidad llevando a cabo PCR en tiempo real en una dilucién en serie de ADN descrita
anteriormente a partir de la cepa L2 de LGV de Chlamydia trachomatis (regién 10-0,001 UFI). Se compararon los
resultados con la CT-PCR interna notificada anteriormente y una PCR disponible comercialmente (COBAS Amplicor
de Roche).

Determinacion de la especificidad

Se determiné la especificidad in silico, llevando a cabo una busqueda de BLAST de todos los oligonucleétidos
usados en este estudio. Se investigdé adicionalmente la especificidad llevando a cabo una CT-PCR con diversas
especies bacterianas, concretamente Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC
1228), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Candida albicans (ATCC 90028), Protheus mirabilis (ATCC 43071),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecium (aislado clinico), Moraxella catarrhalis (aislado
clinico), Haemophilus influenza (aislado clinico), asi como un panel que contenia todos los serotipos de Chlamydia
trachomatis.

Evaluacién de PCR en tiempo real

Se sometieron a prueba muestras clinicas (frotis de cuello uterino), que habian sido positivas (N = 100) y negativas
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(N = 100) en el método de PCR COBAS de Roche, en la nueva PCR en tiempo real tras 1) el aislamiento de ADN a
partir de las muestras originales recogidas en 2 SP con el kit de HPPTP (de Roche), y 2) el kit de preparacion de
ADN de CT COBAS (CDPK) disponible comercialmente.

Validacién de la referencia interna

La referencia interna usada en este estudio fue una muestra de referencia de la invencién y particularmente
adecuada que hace posible comprobar las pruebas para determinar un buen rendimiento. Usa los mismos sitios de
unién a cebador que el nuevo ensayo de CT en tiempo real, pero tiene una secuencia artificial como sitio de unién a
sonda para monitorizar el aislamiento de ADN, incluyendo la lisis de las muestras. Dicho de otro modo, la referencia
interna es una secuencia de ADN diana que puede observarse usando los mismos cebadores que los que se usan
para observar la Chlamydia descrita en el presente documento, pero también puede observarse con una sonda de
hibridacion que es diferente de la usada para observar la Chlamydia descrita en el presente documento. Por
ejemplo, puesto que el ADN al que se dirige esta sonda de hibridacion diferente es diferente del usado para la
deteccion de Chlamydia. Se transfirié la diana de la referencia interna al genoma de una E. coli (cepa DH5a) con la
ayuda del vector suicida pBSL182. Mediante adicion de cantidades conocidas de la cepa DH5a de E.coli alterada en
las muestras clinicas, se monitoriza el aislamiento de ADN y la inhibicién especifica de cebador en cada
amplificacion de PCR. Se determind la cantidad exacta de DH5a de E.coli afiadida mediante el uso de una dilucién
en serie (0-20.000 ufc). Se llev6 a cabo la adicién de de cantidades conocidas en frotis de cuello uterino clinicos
tanto negativos para COBAS como positivos para COBAS, antes del aislamiento de ADN con el fin de determinar la
cantidad de la muestra de referencia interna necesaria para una recuperacion fiable sin una disminuciéon de la
sensibilidad del ensayo de Chlamydia trachomatis. Se aisl6 ADN a partir de todas las muestras tal como se describiod
anteriormente, o bien mediante HPPTP o bien mediante CDPK.

Adicién de cantidades conocidas de referencia interna a muestras clinicas

Se afnadi6 a las muestras clinicas mencionadas anteriormente de manera conocida la cantidad 6ptima de IR con el
fin de validar la referencia interna, lo que también se usa para comprobar el procedimiento de preparacion de la
muestra.

Resultados

Sensibilidad y especificidad de la nueva PCR en tiempo real

Se determiné el limite inferior de deteccion usando diluciones en serie de una cepa L2 de LGV de Chlamydia
trachomatis y analizando los resultados mediante PCR en tiempo real, tal como se describié anteriormente®. Se
encontré que la sensibilidad era de 0,01 UFI/PCR. Esta sensibilidad es idéntica a la de PCR que no es en tiempo
real desarrollada previamente, mientras se notificé una sensibilidad de 1 UFI para la PCR disponible comercialmente
de Roche y para LCr de Abbott. El ensayo puede detectar todos los serotipos de Chlamydia trachomatis presentes
en el panel. Se investigd la especificidad del ensayo de CT en tiempo real comparando las cuantificaciones de
Chlamydia trachomatis pura con las de ADN a partir de Chlamydia trachomatis mezclado con ADN aislado a partir
de otros nueve tipos de bacterias. Tal como se muestra en la figura 2, la PCR no mostré ninguna reaccion cruzada
con ADN extrafio.

Evaluacién de PCR en tiempo real con muestras clinicas

Se sometieron a prueba todas las muestras clinicas, que se habia encontrado que eran o bien positivas (N = 100) o
bien negativas (N = 100) en la PCR COBAS de Roche, mediante el método de PCR en tiempo real nuevo tras el
aislamiento de ADN o bien mediante el HPPTP o bien mediante el procedimiento de CDPK: todas las muestras
dieron los mismos resultados que el método COBAS original.

Validacién de la referencia interna

Antes de la preparacion de las muestras con la ayuda del kit de HPPTP o del procedimiento de CDPK, se afiadieron
a diez muestras clinicas cantidades conocidas de diversas diluciones en serie de la cepa DH5a de E.coli modificada,
lo que mostrd que la mejor cantidad de la muestra de referencia interna era de 200 ufc en el procedimiento de
HPPTP y de 2000 ufc en el procedimiento de CDPK. Para determinar si la adiciéon de IR da como resultado la misma
sensibilidad, se sometieron a prueba las mismas diluciones en serie tras la adicion de 200 ufc de IR. Tal como se
muestra en la figura 1, el ensayo fue lineal entre 1000 y 0,01 UFI/PCR para el ensayo que incluyé la IR, lo que
significa que 0,01 UFI/PCR siguié siendo el limite inferior de deteccion.

Validacién de la referencia interna en muestras clinicas

Se replicaron muestras que fueron negativas para Chlamydia trachomatis y que contenian la muestra de referencia
interna, y se calcul6 el promedio de los valores C1 resultantes para hallar la variacion analitica en los valores para
Chlamydia y para el punto de corte de inhibicion. Se fij6 el valor de punto de corte de inhibiciéon a Cy = 40,1 para
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HPPTP y a 37,1 para CDPK. Entonces se sometieron a prueba los frotis de cuello uterino para detectar infeccion por
Chlamydia trachomatis, usando el ensayo que incluye IR. Si tanto la muestra de referencia interna como la muestra
de Chlamydia eran negativas, se consideré que la muestra estaba inhibida, de modo que se examin6 de nuevo (N =
6). Si la muestra result6 ser negativa de nuevo, se considerd imposible de interpretar (N = 3). No se consideré la
muestra de referencia interna cuando se encontr6 que la muestra de Chlamydia era positiva. Las muestras se
consideraron negativas si Chlamydia era negativa y la muestra de referencia interna era positiva. Se confirmaron los
resultados de la prueba COBAS originalmente positivos y negativos.

Discusidn

Una de las caracteristicas que son importantes para la amplificacién de microorganismos en las muestras clinicas es
la monitorizacién y la comprobacién del procedimiento con la ayuda de referencia internas. Para un ensayo de PCR
en tiempo real especifico de patégeno, tendria que anadirse la muestra de referencia interna ideal a las muestras
clinicas antes del tratamiento, la recuperacion durante la extraccién de nucleina y la replicacién o bien en una PCR
de multiplex o bien en una competitiva con deteccién directa mediante sondas fluorescentes. Ninguno de los
ensayos de PCR en tiempo real descritos hasta ahora’ tiene tal referencia interna que pueda comprobar la
preparacion de la muestra y la inhibicién en la etapa en la que se detecta Chlamydia trachomatis. La mayoria de los
otros ensayos en tiemgo real usan otros microorganismos para monitorizar la extracciéon de ADN, siendo un ejemplo
el herpesvirus PhHV'. Aunque este método puede monitorizar la eficacia de la preparacion de ADN, no puede
monitorizar la inhibicion especifica de la ubicacion primaria, y puesto que estos ensayos se basan principalmente en
PCR de duplex, puede suponerse que la competencia entre los dos amplicones conduce a una sensibilidad reducida
de los ensayos. Las diferencias entre HPPTP con sélo 200 ufc de muestra de referencia interna en comparacion con
las 2000 ufc para el procedimiento de CDPK es lo mas probablemente el resultado del hecho de que el ensayo de
HPPTP conduce a ADN puro, mientras que CDPK sdlo da una preparacion que es lo suficientemente limpia para el
ensayo. Es interesante que no se encontré ninguna diferencia en la sensibilidad de diagndstico entre los dos
procedimientos, lo mas probablemente porque, en una célula epitelial positiva para Chlamydia, una sola inclusién de
Chlamydia puede contener mas de 10.000 de particulas de Chlamydia, teniendo cada una aproximadamente 10
dianas de plasmido. La referencia interna representada en este estudio puede monitorizar simultdneamente la
eficacia de preparacion de ADN y la inhibicion de PCR especifica de cebador en el mismo ensayo de PCR. Este
hecho, en combinacién con el kit de preparacién de ADN de CT COBAS de Roche rapido y mas fécil, proporciona un
ensayo de Chlamydia mediante PCR en tiempo real en muy fiable, répido y rentable que es altamente adecuado
para el trabajo de rutina.
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Ejemplo 2

Tal como se describié anteriormente, se encontr6 que se producen problemas con la observacion de Chlamydia
trachomatis en determinadas condiciones. Un articulo de Séderblom et al. (Euro Surveill. 7 de diciembre de 2006; 11
(12)): E061207.1) titulado “Impact of a genetic variant of Chlamydia trachomatis on national detection rates in
Sweden” informa de que parte de las infecciones de transmision sexual por Chlamydia trachomatis no pudieron
observarse en Suecia mediante pruebas de laboratorio convencionales producidas por Abbott y Roche, y de que no
se observaron bacterias Chlamydia con variacién en la regiéon genética a la que se habian dirigido los cebadores.
Pruebas llevada a cabo mediante el método usado en el ejemplo 1 han mostrado que tales tipos de Chlamydia
trachomatis de hecho pueden observarse usando pares de cebadores segun la presente invencion.
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ccaaaaaggce
aacaaaaaaa
attggatatet
tcctttttat
agcrtrtgee
agggttacaa
tcttggaata
cattatcgag
tctcagecgt
ctgcagaagat

acgagattac

aatagcaaac
aaaatgggaa
atcaaagttg
tcaacacctg
aatccatcaa
attctagaaa
acagtccaag
tttaacaact
attgaaactt
gggagcatgt
ctagctttgg
ggcgttccta
acgtattcat
aatggcaatg
cctcaaacaa
aaaaaagttc
attaaaattg
aacaaggaaa
ctaattctag
gttcttgaaa
ttgtctagaa
gatttgcaca

ctaaacgtgg:

gacccgcaat
ttacacgaca
gatagtgtgg
catagaggac
gacatctgca
gcaggagaca
aagatacgtg
gcttrgtcet
tcratttaca
tctcttctta
attctgaagt
tctcagagga

3600
3660

3720

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520

5580
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caacgtgaac
ttcrttagat
tgaggaaagt
agaattrtat
acagaagcaa
taaggatcac
gtcrtctget
tctacaaaaa
aggcgattta
‘ggcgataagg
gatagataag
tcgcatcatg
ttttgaactt
tatatatatt
gcaactcttg
gacttggtca
aatagctttg
trttggggac
tgcgtctgag
-aaaggctatt.
taatggaaaa
cacaaagtrtt
tittggaaac
gcaggaatgg
cggtaaattg
cgatctattt
aaccaaaatt
tgggagaaat
tgcgcataat
gtacttcgtg
atgcgtattt

<210>2
<211> 23
<212> ADN

aaactaaaaa
tttaagaaga
cagagtttgg
caagaagaca
cacgtacttc
trctcctcaa
tacaatgctc
gagtttcaat
aaaaccaagg
gtgttggatc
tctgattcag
tgttccggag
tttaagcaaa
tagggatttg
gtggtagact
taatggactt
gttaagaaaa
gcgtcggaaa
attaactttc
tctcttgacc
gtcgtttca§
ttgtatagat
actacatttt
acagtttrtt
attgtacaag
tttgcatcca
ctaatcacat
gggagagtat
tttaggcttg
caagcgctet
cctgtetttc

<213> Chlamydia trachomatis

<400> 2

ggattgactc cgacaacgta ttc

ES 2424 625 T3

aagaagcgaa
cgctrccttc
atcaattatt
tcctageggt
ttttaggaga
Ciiftttttc
ttgcatatta
cgatccecta
tcgatgtgat
aatttcttcc
agaagaatcg
titctttgtc

agagctgatc

attttacgag
ttgcaactct
ttgtrgaaaa
tgggctcgat
tttggttatc
ttgtftcttt

acagcgaatc

aggcctctaa:

tgaccaaggg
ttaaaatccg
ttgaagcgcet
ggatccgtaa
atcagatttc
Ttcctatcag
ttgtrictaa
cagagttcta
gatrcattta
atcgagacaa

23

tgterttttt
cattgaacta
tttatcagag
daaactgctt
aaaaatctat
atcttggata
cgagctrttt
taaatccgca
agggaaagta
ttcatctaga
ccaattatct
ctcctataac
:tccgtcagc
agagatttgc
tggtggtaga
atttcttaaa
ggcetttecat
tactttatct
agagattctg
tttgtttaaa
acaggctaga
atatattaaa
agacaaaatc
ccggatagtg
gttagacgaa
ctttcgeatt
cttaatggag
aatagggatt
tagtgctatg
aagcaaatag

agtgtgtgtt

13

aaaaaaaatc
ttctcagcaa
tTcccaaaact
actggtcaga
aatgctagaa
gagttagttt
atraaacctcc
tatattttgo
tgtggaatgt
aacaaagacg
gétttcrtaa
gaaaatcttc
tcatatatat
aacrcrtggt
ctttgcaact
atcttagagc
aaaagtaggt
catctaacta
gattratcgg
atcaagtctc
gcggeatget
cccgeratec
aaaacagaat
aattatagag
attttgtcrt
aaaaaaagac
gagttgcaaa
cctgtaacaa
aaaaaaaaat
gattaaaaga

cttattgttc

aaactgcege
ctttgaattc
attcggatga
taaaatccat
aaatcctgag
ttagaactaa
ccaaccaaac
ccgctagaaa
cgaactcatc
ttagagaaac
tagagatact
tacaacagct
atctattata
ggtagacttt
cttggtggta
tccgattttg
tgttcttaac
gaaaaaatta
aaaccttgat
tagatgtttt
acatatcttt
catrtgaaaga
cgatttctaa

actatttaat

tgcgcacaga
agaataaaga
aatacacttg
caagtcaggt
tactcctaga
tgaggaaatc

tggggaaga

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7499
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<210>3

<211> 22

<212> ADN

<213> Chlamydia trachomatis

<400> 3
tgcectiict aatggoaatg at 22

<210> 4

<211> 28

<212> ADN

<213> Chlamydia trachomatis
<400> 4

tacgtgtagg cgatttagaa agegatgt 28
<210>5

<211>23

<212> ADN

<213> Chlamydia trachomatis

<400> 5

ggattgactc cgacaacgta ttc 23

<210>6

<211> 22

<212> ADN

<213> Chlamydia trachomatis

<400> 6

atcattgcea ttagaaaggg ca 22

<210>7

<211> 23

<212> ADN

<213> Chlamydia trachomatis
<400>7

ggattgactc caacaacqgta ttc 23
<210>8

<211>29

<212> ADN

<213> Chlamydia trachomatis
<400> 8

acaccgcttt ctaaaccgece tacacgtaa 29
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REIVINDICACIONES

Método para la deteccion de Chlamydia trachomatis, comprendiendo el método la realizacion de una
amplificacion de ADN, usando un par de cebadores, mediante el uso de ADN que se deriva a partir de una
muestra como molde, y la deteccion de un producto de amplificacién, caracterizado porque el par de
cebadores usados para la amplificacion de ADN se disefia basandose en las secuencias de nucleétidos de
las regiones que corresponden a los numeros de nucledtidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 1, de modo que puede amplificarse la secuencia entre estas dos
regiones.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el par de cebadores se disefia basandose en las
secuencias de nucleétidos de las regiones que corresponden a los numeros de nucleétidos de 4291 a 4320
y 4355-4385 y preferiblemente a los numeros de nucledtidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID
No. 1.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el par de cebadores
se disefia basandose en las secuencias de nucleétidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT
GACTCCGACA ACGTATTC y TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT.

Kit para la deteccion de Chlamydia trachomatis llevando a cabo PCR mediante el uso de ADN obtenido a
partir de una muestra como molde, comprendiendo el kit un par de cebadores que se disefia basandose en
las secuencias de nucleétidos de las regiones que corresponden a los nimeros de nucleétidos de 4261 a
4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 1, de modo que puede amplificarse
la secuencia entre estas dos regiones.

Kit segun la reivindicacion 4, caracterizado porque el par de cebadores se disefia basandose en las
secuencias de nucleétidos de las regiones que corresponden a los numeros de nucleétidos de 4261 a 4320
y de 4351 a 4391, preferiblemente a los nimeros de nucleétidos de 4291 a 4320 y 4355-4385 y lo mas
preferiblemente a los nUmeros de nucleétidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1.

Kit segun las reivindicaciones 4-5, caracterizado porque el par de cebadores se disefia basandose en las
secuencias de nucledtidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC y
TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT.

Par de cebadores disefiados basandose en las secuencias de nucledtidos de las regiones que
corresponden a los niumeros de nucledtidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID No. 1, de modo que puede amplificarse la secuencia entre estas dos regiones.

Par de cebadores segun la reivindicacién 7, caracterizado porque se disefia basandose en las secuencias
de nucleétidos de las regiones que corresponden a los nimeros de nucleétidos de 4261 a 4320 y de 4351 a
4391, preferiblemente a los nimeros de nucle6tidos de 4291 a 4320 y 4355-4385 y lo mas preferiblemente
a los nimeros de nucleédtidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1.

Par de cebadores segun las reivindicaciones 7-8, caracterizado porque se disefia basandose en las
secuencias de nucleétidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC y
TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT.

Par de cebadores segun la reivindicacion 7, caracterizado porque los cebadores tienen las siguientes
secuencias: 5-GGA TTG ACT CCG ACA ACG TAT TC-3 (SEQ ID No. 5) y 5-ATC ATT GCC ATT AGA
AAG GGC A-3' (SEQ ID No. 6).

Conjunto de cebadores que comprende un par de cebadores segun una cualquiera de las reivindicaciones
7-10, junto con un cebador complementario que, con respecto a su secuencia, difiere de uno de los
cebadores del par de cebadores en un nucleoétido.

Conjunto de cebadores segun la reivindicacion 11, que comprende el par de cebadores mencionados en la
reivindicacién 10 y un cebador complementario con la secuencia 5-GGA TTG ACT CCA ACA ACG TAT
TC-3' (SEQ ID No. 7).

Sonda de hibridacion que comprende un oligonucleétido disefiado basandose en la secuencia de
nucledtidos de una region que corresponde a los numeros de nucleétidos de 4320 a 4355 de SEQ ID No. 1.

15
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14. Sonda de hibridacién segun la reivindicacién 13, con la secuencia 5’-ACA CCG CTT TCT AAA CCG CCT
ACA CGT AA-3’ (SEQ. ID. No. 8).
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Fig 1
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Figura
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Fig. 2
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