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DESCRIPCIÓN

Procedimiento para el pronóstico de un síndrome séptico

La presente invención se refiere a un procedimiento de pronóstico de un síndrome séptico.

El síndrome séptico, respuesta sistémica a la infección, representa una de las primeras causas de mortalidad en los 
servicios de reanimación. Puede ser el resultado de una infección bacteriana, vírica, micótica o parasitaria. Entre 5
este síndrome séptico, se distingue por orden de gravedad creciente la sepsis, la sepsis grave y el choque séptico. 
De este modo, un grupo de expertos propuso en 1992 unos criterios de definiciones de estos tres síndromes clínicos 
(R. C. Bone et al., The ACCP/SCCM Consensus Conference Committee. American College of Chest 
Physicians/Society of Critical Care Medicine, Chest 101 (6): 1644-1655, 1992):

• la sepsis es así una respuesta sistémica inflamatoria vinculada a una infección,10

• la sepsis grave es una sepsis acompañada por el mal funcionamiento de al menos un órgano,

• el choque séptico es una sepsis grave asociada a una hipotensión persistente y puede cualificarse mediante:

- la presencia de un foco infeccioso identificado,

- una respuesta inflamatoria generalizada que se manifiesta por al menos tres de los siguientes signos: a)
temperatura superior a 38ºC o inferior a 36ºC; b) ritmo cardiaco superior a 90 latidos por minuto; c) ritmo15
respiratorio superior a 20 respiraciones por minuto; d) número de leucocitos superior a 12000/mm3 o inferior a 
4000/mm3,

- una hipotensión persistente a pesar de la adecuada expansión de la masa sanguínea circulante y de los 
tratamientos vasopresores.

De manera general, los síntomas de una sepsis, de una sepsis grave y de un choque séptico son similares y la 20
diferencia entre estas 3 situaciones reside principalmente en la importancia de la perturbación de todas las funciones 
vitales. Durante un choque séptico, se observa principalmente una caída de la presión arterial, taquicardia, polipnea, 
moratones cutáneos, hipo- o hipertermia y escalofríos. Estos síntomas están acompañados también por un mal
funcionamiento de los órganos “diana” con una alteración de la función de los órganos alejados del foco infeccioso 
(riñones, pulmones, sistema nervioso central, aparato digestivo y sistema hematológico afectados generalmente) 25
que se traduce en una oliguria (<0,5 ml/kg/h), insuficiencia renal, hipoxemia, trombopenia, agitación, confusión.

La evolución de un síndrome séptico desde el estado de sepsis hacia un estado de sepsis grave y después de 
choque séptico no es sistemática, ya que aproximadamente el 64% de los pacientes sépticos desarrollan una sepsis 
grave, y el 23% de los pacientes con sepsis grave evolucionan hacia un choque séptico. Antes de esta etapa última 
de choque séptico, deben prescribirse tratamientos al paciente para interrumpir e invertir el proceso fisiopatológico.30
De este modo, es preciso restaurar un estado hemodinámico satisfactorio y asegurar una ventilación eficaz. 
También es preciso realizar simultáneamente el tratamiento sintomático del choque y un tratamiento antibiótico 
adaptado a los datos bacteriológicos tan pronto como sea posible

De este modo, parece que aunque algunos pacientes desarrollan un síndrome séptico y particularmente un choque 
séptico, pueden reanimarse mediante un tratamiento relativamente simple, tal como un tratamiento antibiótico de35
amplio espectro aplicado antes de los resultados de los análisis bacteriológicos que indican la fuente infecciosa, 
otros pacientes, que desarrollan un síndrome séptico mucho más grave, necesitan un tratamiento drástico y costoso,
tal como una inyección de proteína C activada, cuyo coste de inyección es muy elevado. Tales tratamientos son no 
sólo costosos sino que exponen también a los pacientes a riesgos de efectos indeseables muy importantes 
(trastornos de la coagulación, etc.). Por lo tanto, este tratamiento debe ser propuesto sólo a los pacientes con mal 40
pronóstico que necesitan sin falta este tratamiento.

Debido a esto, el diagnóstico precoz de un síndrome séptico es esencial y permite proponer un tratamiento adaptado
al paciente. Además, el pronóstico del síndrome séptico, y particularmente de un choque séptico, es primordial para
proponer a cada paciente un tratamiento adecuado y discriminar lo antes posible a los pacientes que presentan un
síndrome séptico con mal pronóstico y que necesitan una terapia intensiva, de los pacientes con pronóstico bueno.45
Finalmente, es también muy interesante vigilar a pacientes con riesgos de desarrollar una sepsis, tales como 
pacientes que han sufrido una cirugía, un injerto, o pacientes inmunodepresivos, a fin de poder intervenir lo antes
posible frente a cualquier síntoma clínico mayor.

Actualmente, el diagnóstico y el pronóstico de un síndrome séptico y particularmente de un choque séptico se basan 
esencialmente en el número de fallos viscerales, la respuesta al tratamiento sintomático, la accesibilidad a la50
terapéutica médica y/o quirúrgica en el foco infeccioso inicial y de posibles focos secundarios.

Esto presenta sin embargo el inconveniente de que solamente puede aplicarse a un estado avanzado del síndrome
séptico y en particular del choque séptico, reduciendo las posibilidades de supervivencia del paciente.
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El diagnóstico y el pronóstico de un síndrome séptico también pueden basarse en la detección de algunas proteínas
o factores solubles implicados en este síndrome. Así, el ensayo de ciertas citoquinas, implicadas durante el 
desarrollo de un síndrome séptico puede ser un medio de diagnóstico y de pronóstico de un síndrome séptico.

Algunos autores han descrito así una correlación positiva entre el contenido plasmático de IL-1 (Interleucina-1) y un 
síndrome séptico de mal pronóstico (Thijs & Hack, Intensive Care Med 31: S258-263, 1995). Sin embargo, otros 5
autores no encontraron ninguna correlación entre la IL-1 y un mal pronóstico del síndrome séptico, que sugiere una 
gran variabilidad de este factor. Además, dosificaciones elevadas de TNF (Factor de Necrosis Tumoral) se asociaron 
también a un mal pronóstico (Casey et al., Ann Intern Med. 1993. 119: 771-778). El TNF- y después la IL-1 son las 
dos primeras citoquinas pro-inflamatorias liberadas por los monocitos después del inicio de un estado séptico.

Otros autores han demostrado que el contenido de IL-10 (Interleucina-10) plasmática es más alto en los pacientes10
que desarrollan una sepsis de mal pronóstico, mientras que decrece significativamente en los pacientes que 
presentan una sepsis de buen pronóstico hasta que no es detectable en pacientes sanos (Van der Poll, J. Infect. Dis. 
175: 118-122, 1997). La IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria muy importante y que, por su capacidad de inhibir la 
producción de TNF- y de IL-1, participa en el establecimiento del estado de inmuno-parálisis. Sin embargo, al ser 
detectable este aumento del contenido de IL-10 solamente en el 80% de los pacientes con choque séptico, la 15
detección única de este factor sigue siendo insuficiente para pronosticar la evolución del choque séptico.

También puede mencionarse la patente US-B-6.303.321 que describe un método de pronóstico de la gravedad de
un síndrome séptico que comprende la medición de la concentración sérica de HMG1 (proteína del grupo de alta
movilidad 1) mediante una técnica de inmunotransferencia de tipo ELISA. La HMG1, al contrario que TNF- e IL-1, 
se describe como un mediador pro-inflamatorio tardío de los síndromes sépticos. Una alta concentración de HMG1 20
se correlaciona con un mal pronóstico, no detectándose la concentración sérica de HMG1 en pacientes sanos. Por el 
contrario, se ha descrito en el ratón una regulación post-transcripcional del gen HMG1, que sugiere que la expresión 
de este gen solamente debe analizarse a nivel proteico (Wang et al., Science, 1999, vol 285, p. 248-251).

La solicitud de patente WO 04/108957 presenta un método para el diagnóstico de un síndrome séptico según el cual 
se determina la expresión de al menos dos genes diana seleccionados entre: IL-10, TGFb, HMG1, T-bet, IL-1b, 25
TNFa, GATA-3. La utilización de tal panel permite clasificar los pacientes de buenos y malos pronósticos en más del 
80%. Sin embargo, sería necesario aumentar aún más este porcentaje de clasificación, en particular en lo que se 
refiere a la clasificación de los pacientes de mal pronóstico, a fin de proponerles un tratamiento drástico lo antes
posible.

La presente invención propone por lo tanto resolver los inconvenientes del estado de la técnica presentando una 30
nueva herramienta fiable de pronóstico de un síndrome séptico, tal como particularmente un choque séptico.

De manera sorprendente, los inventores han puesto en evidencia que el análisis de la expresión de genes diana 
seleccionados entre 28 genes tal como se presenta en la tabla 1 siguiente, es muy pertinente para discriminar los 
buenos pronósticos de pacientes de los malos pronósticos. La utilización de tal panel permite en particular clasificar 
al 100% los pacientes de mal pronóstico.35

Tabla 1 - lista de los 28 genes dianas

SEC ID N° Nombre del gen N° GENBANK

1 chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 NM_001337

2 T cell receptor delta diversity 3 X72501

3 KIAA0882 protein NM_015130

4 T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 NM_003253

5 Interleukin 1, beta NM_000576

6 Carbonyl reductase 1 NM_001757

7 TIR domain containing molecule 1 NM_182919

8 FYN tyrosine kinase protooncogene NM_002037

9 Heparanase NM_006665

10 SRY (Sex determining région Y) box 4 NM_003107

11 Interleukin 2 receptor, beta NM_000878
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SEC ID N° Nombre del gen N° GENBANK

12 Raft-linking protein NM_015150

13
CGI-40 protein Homo sapiens SID1 transmembrane 

family, member 2
NM_015996

14 glucose-6-phosphatase catalytic subunit 3 NM_138387

15 Mannosidase alpha, class 1A member 2 NM_006699

16 Myeloid differentiation primary response gene (88) NM_002468

17 Ribosomal protein L6 NM_000970

18 Ribosomal protein L10a NM_007104

19 sin3-associated polypeptide, 30kDa NM_003864

20
Mitogen activated protein kinase-activated protein 

kinase 2
NM_004759

21 Presenlin enhancer 2 NM_172341

22 Hypothetical protein LOC55924 NM_019099

23 Solute carrier family 39 (zinc transporter member 7) NM_006979

24 Glutathione peroxidase 3 (plasma) NM_002084

25 Hemochromatosis NM_000410

26 Transcriptional activator of the cfos promoter NM_006365

27 peroxisomal biogenesis factor 6 NM_000287

28 Huntingtin intercating protein NM_005338

A veces, existen varias variantes para un mismo gen diana. Todas estas variantes son pertinentes. Se entiende que 
si existen diferentes isoformas de estos genes, todas las isoformas son relevantes, y no únicamente las presentes
en la tabla anterior. A este respecto, conviene en particular señalar que existen tres variantes para el gen diana de la 
SEC ID nº 8, sólo se presenta la primera variante en la tabla anterior, pero la segunda variante, que tiene como 5
número de acceso Genbank NM_153047, y la tercera variante que tiene como número Genbank NM_153048 son 
también pertinentes.

Asimismo, existen dos variantes para el gen diana de la SEC ID nº 20, sólo la primera variante está presente en la 
tabla anterior, pero la segunda variante, que tiene como número de acceso Genbank NM_032960, es también 
pertinente.10

Asimismo, existen dos variantes para el gen diana de la SEC ID nº 22, sólo la primera variante está presente en la 
tabla anterior, pero la segunda variante, que tiene como número de acceso Genbank NM_198926, es también 
pertinente. Finalmente, existen once variantes para el gen diana de la SEC ID nº 25, sólo la primera variante está 
presente en la tabla anterior, pero las otras variantes, que tienen como número de acceso Genbank NM_139002; 
NM_139003; NM_139004; NM_139005; NM_139006; NM_139007; NM_139008; NM_139009; NM_139010; 15
NM_139011 son también todos pertinentes.

A este efecto, la presente invención se refiere a un procedimiento para el pronóstico de un síndrome séptico a partir 
de una muestra biológica de un paciente, caracterizado por que comprende las etapas siguientes:

a. se extrae material biológico de la muestra biológica,

b. se pone en contacto el material biológico con al menos una sonda de hibridación específica de al menos un 20
gen diana, presentando al menos dicho gen diana la secuencia nucleica SEC ID nº 1; y

c. se determina la expresión de al menos dicho gen diana.

En el sentido de la presente invención, se entiende por muestra biológica, cualquier muestra extraída de un 
paciente, y susceptible de contener un material biológico tal como se define a continuación. Esta muestra biológica 
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puede ser en particular una muestra de sangre, de suero, de saliva, un tejido, células circulantes del paciente. Se 
dispone de esta muestra biológica mediante cualquier tipo de extracción conocida por el experto en la materia. 
Según un modo preferido de realización de la invención, la muestra biológica extraída en el paciente es una muestra 
sanguínea.

Durante la etapa a) del procedimiento según la invención, se extrae el material biológico de la muestra biológica 5
mediante todos los protocolos de extracción y de purificación de ácidos nucleicos bien conocidos por el experto en la 
materia. En el sentido de la presente invención, se entiende por material biológico, cualquier material que permita
detectar la expresión de un gen diana. El material biológico puede comprender en particular proteínas, o ácidos 
nucleicos tales como particularmente los ácidos desoxirribonucleicos (ADN) o los ácidos ribonucleicos (ARN). El 
ácido nucleico puede ser en particular ARN (ácido ribonucleico). Según un modo preferido de realización de la 10
invención, el material biológico extraído durante la etapa a) comprende ácidos nucleicos, preferiblemente ARN y aún 
más preferiblemente ARN totales. Los ARN totales comprenden los ARN de transferencia, los ARN mensajeros 
(ARNm), tal como los ARNm transcritos del gen diana, pero también transcritos de cualquier otro gen y los ARN 
ribosomales. Este material biológico comprende un material específico de un gen diana, tal como particularmente los 
ARNm transcritos del gen diana o las proteínas procedentes de estos ARNm, pero puede también comprender un 15
material no específico de un gen diana, tal como particularmente los ARNm transcritos de un gen diferente del gen 
diana, los ARNt, los ARNr procedentes de otros genes diferentes del gen diana.

A título indicativo, la extracción de ácidos nucleicos se puede realizar mediante:

- una etapa de lisis de las células presentes en la muestra biológica, a fin de liberar los ácidos nucleicos contenidos 
en las células del paciente. A título de ejemplo, se pueden utilizar los métodos de lisis tales como los descritos en las 20
solicitudes de patente:

* WO 00/05338 sobre la lisis mixta magnética y mecánica,

* WO 99/53304 sobre la lisis eléctrica,

* WO 99/15321 sobre la lisis mecánica.

El experto en la materia podrá utilizar otros métodos de lisis bien conocidos, tales como los choques térmicos u 25
osmóticos, o las lisis químicas por unos agentes caotrópicos tales como las sales de guanidio (US 5,234,809).

- una etapa de purificación, que permite la separación ente los ácidos nucleicos y los otros constituyentes celulares 
liberados en la etapa de lisis. Esta etapa permite generalmente concentrar los ácidos nucleicos, y puede ser 
adaptada a la purificación de ADN o de ARN. A título de ejemplo, se pueden utilizar unas partículas magnéticas 
eventualmente revestidas de oligonucleótidos, por adsorción o covalencia (véase a este respecto las patentes US 30
4,672,040 y US 5,750,338), y así purificar los ácidos nucleicos que se han fijado sobre estas partículas magnéticas, 
por una etapa de lavado. Esta etapa de purificación de los ácidos nucleicos es particularmente interesante si se 
desea amplificar ulteriormente dichos ácidos nucleicos. Un modo de realización particularmente interesante de estas 
partículas magnéticas se describe en las solicitudes de patente: WO-A-97/45202 y WO-A-99/35500. Otro ejemplo 
interesante de método de purificación de los ácidos nucleicos es la utilización de sílice bien en forma de columna, o 35
bien en forma de partículas inertes (Boom R. et al., J. Clin. Microbiol., 1990, Nº 28 (3), p. 495-503) o magnéticas 
(Merck: MagPrep

®
Silica, Promega: MagneSil

TM
Paramagnetic particles). Otros métodos muy extendidos se basan 

en las resinas de intercambio de iones en columna o en forma de partícula paramagnética (Whatman: DEAE-
Magarose) (Levison PR et al., J. Chromatography, 1998, p. 337-344). Otro método muy pertinente pero no exclusivo 
para la invención es el de la adsorción en soporte de óxido metálico (compañía Xtrana: matriz Xtra-BindTM).40

Cuando se desea extraer específicamente el ADN de una muestra biológica, se puede realizar en particular una 
extracción por fenol, cloroformo y alcohol para eliminar las proteínas y precipitar el ADN con el etanol al 100%. El 
ADN puede entonces ser sedimentado por centrifugación, lavado y vuelto a poner en solución.

Cuando se desea extraer específicamente los ARN de una muestra biológica, se puede realizar en particular una 
extracción por fenol, cloroformo y alcohol para eliminar las proteínas y precipitar los ARN con etanol al 100%. Los 45
ARN puede entonces ser sedimentados por centrifugación, lavados y vueltos a poner en solución.

Durante la etapa b), se entiende por reactivo específico, un reactivo que, cuando se pone en contacto con un 
material biológico, tal como se ha definido anteriormente, se une con el material específico de dicho gen diana. A 
título indicativo, cuando el reactivo específico y el material biológico son de origen nucleico, la puesta en contacto del 
reactivo específico y del material biológico permite la hibridación del reactivo específico con el material específico del 50
gen diana. Por hibridación, se entiende el proceso durante el cual, en condiciones apropiadas, dos fragmentos 
nucleotídicos se unen con enlaces de hidrógeno estables y específicos para formar un complejo bicatenario. Estos 
enlaces de hidrógeno se forman entre las bases complementarias adenina (A) y timina (T) (o uracilo (U)) (se habla 
de enlace A-T) o entre las bases complementarias guanina (G) y citosina (C) (se habla de enlace G-C). La 
hibridación de dos fragmentos nucleotídicos puede ser total (se habla entonces de fragmentos nucleotídicos o de 55
secuencias complementarias), es decir que el complejo bicatenario obtenido durante esta hibridación comprende 
únicamente unos enlaces A-T y unos enlaces C-G. Esta hibridación puede ser parcial (se habla entonces de 
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fragmentos nucleotídicos o de secuencias suficientemente complementarias), es decir que el complejo bicatenario 
obtenido comprende unos enlaces A-T y unos enlaces C-G que permitan formar el complejo bicatenario, pero 
también unas bases no unidas a una base complementaria. La hibridación entre dos fragmentos nucleotídicos 
depende de las condiciones de realización utilizadas, y en particular de la rigurosidad. La rigurosidad se define en 
particular en función de la composición en bases de los dos fragmentos nucleotídicos, así como por el grado de 5
desajuste entre dos fragmentos nucleotídicos. La rigurosidad puede también estar en función de los parámetros de 
la reacción, tales como la concentración y el tipo de especies iónicas presentes en la solución de hibridación, la 
naturaleza y la concentración de agentes desnaturalizantes y/o la temperatura de hibridación. Todos estos datos son 
bien conocidos y las condiciones apropiadas pueden ser determinadas por el experto en la materia. En general, 
según la longitud de los fragmentos nucleotídicos que se desea hibridar, la temperatura de hibridación está 10
comprendida entre aproximadamente 20 y 70ºC, en particular entre 35 y 65ºC en una solución salina a una 
concentración de aproximadamente 0,5 a 1M. Una secuencia, o fragmento nucleotídico u oligonucleótido, o 
polinucleótido, es un encadenamiento de unidades nucleotídicas ensambladas entre sí por unos enlaces éster 
fosfórico, caracterizado por la secuencia informacional de los ácidos nucleicos naturales, susceptibles de hibridarse 
a un fragmento nucleotídico, pudiendo el encadenamiento contener unos monómeros de estructuras diferentes y ser 15
obtenido a partir de una molécula de ácido nucleico natural y/o por recombinación genética y/o por síntesis química. 
Una unidad está derivada de un monómero que puede ser un nucleótido natural de ácido nucleico cuyos elementos 
constitutivos son un azúcar, un grupo fosfato y una base nitrogenada; en el ADN el azúcar es la desoxi-2-ribosa, en 
el ARN el azúcar es la ribosa; según se trate del ADN o del ARN, la base nitrogenada se selecciona entre la 
adenina, la guanina, el uracilo, la citosina, la timina; o bien el monómero es un nucleótido modificado con uno al 20
menos de los tres elementos constitutivos; a título de ejemplo, la modificación puede intervenir bien a nivel de las 
bases, con unas bases modificadas tales como la inosina, la metil-5-desoxicitidina, la desoxiuridina, la dimetilamino-
5-desoxiuridina, la diamino-2,6-purina, la bromo-5-desoxiuridina o cualquier otra base modificada capaz de 
hibridación, o bien a nivel del azúcar, por ejemplo la sustitución de al menos una desoxirribosa por una poliamida 
(P.E. Nielsen et al., Science, 254, 1497-1500 (1991), o bien también a nivel del grupo fosfato, por ejemplo su 25
sustitución por unos ésteres seleccionados especialmente entre los difosfatos, alquil- y aril-fosfonatos y 
fosforotioatos.

El reactivo específico puede comprender al menos un cebador de amplificación. Por cebador de amplificación, se 
entiende un fragmento nucleotídico que comprende de 5 a 100 unidades nucleicas, preferiblemente de 15 a 30 
unidades nucleicas, que permite el inicio de una polimerización enzimática, tal como por ejemplo una reacción de 30
amplificación enzimática. Por reacción de amplificación enzimática, se entiende un proceso que genera múltiples 
copias de un fragmento nucleotídico mediante la acción de al menos una enzima. Tales reacciones de amplificación 
son bien conocidas por el experto en la materia y pueden mencionarse particularmente las siguientes técnicas:

- PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa), tal como se describe en las patentes US 4.683.195, US 4.683.202 y 
US-A-4.800.159,35

- LCR (Reacción en Cadena de la Ligasa), expuesta por ejemplo en la solicitud de patente EP 0 201 184,

- RCR (Reacción de Reparación en Cadena), descrita en la solicitud de patente WO 90/01069,

- 3SR (Replicación de Secuencia Auto Sostenida) con la solicitud de patente WO 90/06995,

- NASBA (Amplificación Basada en la Secuencia del Ácido Nucleico) con la solicitud de patente WO 91/02818, y

- TMA (Amplificación Mediada por Transcripción) con la patente US 5.399.491.40

Cuando la amplificación enzimática es una PCR, el reactivo específico comprende al menos 2 cebadores de 
amplificación específicos de un gen diana, que permite la amplificación del material específico del gen diana. El 
material específico del gen diana comprende entonces preferiblemente un ADN complementario obtenido por 
transcripción inversa de ARN mensajero procedente del gen diana (se habla entonces de ADNc específico del gen 
diana) o un ARN complementario obtenido por transcripción de los ADNc específicos de un gen diana (se habla 45
entonces de ARNc específico del gen diana). Cuando la amplificación enzimática es una PCR realizada después de 
una reacción de transcripción inversa, se habla de RT-PCR.

Según la invención, el reactivo específico de la etapa b) comprende al menos una sonda de hibridación.

Por sonda de hibridación, se entiende un fragmento nucleotídico que comprende al menos 5 unidades nucleotídicas, 
tal como de 5 a 100 unidades nucleicas, particularmente de 10 a 35 unidades nucleicas, que poseen una 50
especificidad de hibridación en condiciones determinadas para formar un complejo de hibridación con el material 
específico de un gen diana. En la presente invención, el material específico del gen diana puede ser una secuencia 
nucleotídica comprendida en un ARN mensajero procedente del gen diana (se habla entonces de ARNm específico 
del gen diana), una secuencia nucleotídica comprendida en un ADN complementario obtenido mediante 
transcripción inversa de dicho ARN mensajero (se habla entonces de ADNc específico del gen diana), o también de 55
una secuencia nucleotídica comprendida en un ARN complementario obtenido por transcripción de dicho ADNc tal 
como se ha descrito anteriormente (se habla entonces de ARNc específico del gen diana). La sonda de hibridación 
puede comprender un marcador que permite su detección. Por detección se entiende o bien una detección directa 
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mediante un método físico, o bien una detección indirecta mediante un método de detección con ayuda de un 
marcador. Existen muchos métodos de detección para la detección de ácidos nucleicos [véase por ejemplo Kricka et 
al., Clinical Chemistry, 1999, Nº 45(4), p. 453-458 o Keller G.H. et al., DNA Probes, 2ª ed., Stockton Press, 1993, 
secciones 5 y 6, p. 173-249]. Por marcador, se entiende un trazador capaz de generar una señal que se puede 
detectar. Una lista no limitativa de estos trazadores comprende las enzimas que producen una señal detectable por 5
ejemplo mediante colorimetría, fluorescencia o luminiscencia, como la peroxidasa de rábano picante, la fosfatasa 
alcalina, betagalactosidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; los cromóforos como los compuestos fluorescentes, 
luminiscentes o colorantes; los grupos con densidad electrónica detectables mediante microscopía electrónica o 
mediante sus propiedades eléctricas como la conductividad, mediante métodos de amperimetría o voltametría o 
mediante mediciones de impedancia; los grupos detectables mediante métodos ópticos como difracción, resonancia 10
de plasmón de superficie, la variación del ángulo de contacto o mediante métodos físicos, como la espectroscopia 
de fuerza atómica, el efecto túnel, etc.; moléculas radiactivas como 32P, 35S o 125I.

La sonda de hibridación puede ser una sonda denominada de detección. En este caso, la sonda denominada de 
detección está marcada por medio de un marcador tal como el definido anteriormente. La sonda de detección puede 
ser en particular una sonda de detección "molecular beacons", tal como la descrita por Tyagi & Kramer (Nature 15
biotech, 1996, 14:303-308). Estos "molecular beacons" se vuelven fluorescentes durante la hibridación. Poseen una 
estructura de tipo varilla-bucle y contienen un fluoróforo y un grupo "quencher". La fijación de la secuencia de bucle 
específica con su secuencia complementaria de acido nucleico diana provoca un desenrollado de la varilla y la 
emisión de una señal fluorescente durante la excitación a la longitud de onda que conviene.

Para la detección de la reacción de hibridación, se pueden utilizar unas secuencias diana marcadas, directamente 20
(en particular por la incorporación de un marcador dentro de la secuencia diana) o indirectamente (en particular por 
la utilización de una sonda de detección, tal como se la definida anteriormente) la secuencia diana. Se puede 
realizar en particular antes de la etapa de hibridación una etapa de marcado y/o de escisión de la secuencia diana, 
por ejemplo utilizando un desoxirribonucleótido trifosfato marcado durante la reacción de amplificación enzimática. 
La escisión se puede realizar en particular por la acción del imidazol y del cloruro de manganeso La secuencia diana 25
puede también ser marcada después de la etapa de amplificación, por ejemplo hibridando una sonda de detección 
según la técnica de hibridación en sándwich descrita en el documento WO 91/19812. Otro modo particular 
preferente de marcado de ácidos nucleicos se describe en la solicitud FR-2 780 059.

La sonda de detección puede comprender un fluoróforo y un "quencher". Preferiblemente, la sonda de hibridación 
comprende un fluoróforo FAM (6-carboxi-fluoresceína) o ROX (6-carboxi-X-rodamina) en su extremo 5' y un 30
"quencher" (Dabsyl) en su extremo 3'.

La sonda de hibridación puede también ser una sonda denominada de captura. En este caso, la sonda denominada 
de captura se inmoviliza o es inmovilizable sobre un soporte sólido mediante cualquier medio apropiado, es decir 
directa o indirectamente, por ejemplo por covalencia o adsorción. Como soporte sólido, se pueden utilizar unos 
materiales de síntesis o unos materiales naturales, eventualmente modificados químicamente, en particular los 35
polisacáridos tales como los materiales a base de celulosa, por ejemplo papel, unos derivados de celulosa tales 
como el acetato de celulosa y la nitrocelulosa o el dextrano, unos polímeros, unos copolímeros, en particular a base 
de monómeros de tipo estireno, fibras naturales tales como algodón y fibras sintéticas tales como nylon; materiales 
minerales tales como la sílice, el cuarzo, vidrios, cerámicas; látex; partículas magnéticas; derivados metálicos, geles, 
etc. El soporte sólido puede estar en forma de una placa de microstitulación, de una membrana como se describe en 40
la solicitud WO-A-94/12670, de una partícula. Se pueden asimismo inmovilizar sobre el soporte varias sondas de 
captura diferentes, siendo cada una específica de un gen diana. En particular, se puede utilizar como soporte un 
biochip sobre el cual pueden ser inmovilizadas un gran número de sondas. Por biochip, se entiende un soporte 
sólido de dimensión reducida donde se fijan una multitud de sondas de captura en posiciones predeterminadas. El 
concepto de biochip, o de chip de ADN, data de principios de los años 90. Se basa en una tecnología multidisciplinar 45
que integra micro-electrónica, la química de los ácidos nucleicos, el análisis de imágenes y la informática. El 
principio de funcionamiento se basa en un fundamento de biología molecular: el fenómeno de hibridación, es decir el
emparejamiento por complementariedad de las bases de dos secuencias de ADN y/o de ARN. El método de los 
biochips se basa en el empleo de sondas de captura fijadas en un soporte sólido sobre las que se hace actuar una 
muestra de fragmentos nucleotídicos diana marcados directa o indirectamente con fluorócromos. Las sondas de 50
captura se colocan de manera específica en el soporte o chip, y cada hibridación da una información particular, en 
relación con el fragmento nucleotídico diana. Las informaciones obtenidas son acumulativas y permiten por ejemplo 
cuantificar el nivel de expresión de un gen o de varios genes diana. Para analizar la expresión de un gen diana, 
puede realizarse entonces un soporte que tiene una multitud de sondas que corresponden a todo o parte del gen 
diana, que se transcribe en ARNm. Se entiende por soporte de baja densidad, un soporte que comprende menos de 55
50 sondas. Se entiende por soporte de media densidad, un soporte que comprende de 50 sondas a 10.000 sondas. 
Se entiende por soporte de alta densidad, un soporte que comprende más de 10.000 sondas.

Se hibridan entonces, por ejemplo, los ADNc o los ARNc específicos de un gen diana que se desea analizar sobre 
unas sondas de captura específica. Después de la hibridación, el soporte o chip se lava, y los complejos ADNc o 
ARNc marcados/sondas de captura son revelados por un ligando de alta afinidad unido por ejemplo a un marcador 60
de tipo fluorócromo. La fluorescencia se lee por ejemplo por un escáner y el análisis de la fluorescencia se trata 
mediante informática. Pueden mencionarse a título indicativo, los chips de ADN desarrollados por la compañía 
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Affymetrix (“Accessing Genetic Information with High-Density DNA arrays”, M. Chee et al., Science, 1996, 274, 610-
614. “Light-generated oligonucleotide arrays for rapide DNA sequence analysis” A. Caviani Pease et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1994, 91, 5022-5026), para los diagnósticos moleculares. En esta tecnología, las sondas de captura 
son generalmente de tamaños reducidos, alrededor de 25 nucleótidos. Otros ejemplos de biochips se dan en las 
publicaciones de G. Ramsay, Nature Biotechnology, 1998, Nº 16, p. 40-44; F. Ginot, Human Mutation, 1997, Nº 10, 5
p. 1-10; J. Cheng et al., Molecular diagnosis, 1996, Nº 1(3), p. 183-200; T. Livache et al., Nucleic Acid Research, 
1994, Nº 22 (15), p. 2915-2921; J. Cheng et al., Nature Biotechnology, 1998, Nº 16, p. 541-546 o en las patentes US-
A-4.981.783, US-A-5.700.637, US-A-5,445,934, US-A-5.744.305 y US-A-5.807.522. La característica principal del 
soporte sólido debe ser conservar las características de hibridación de las sondas de captura en los fragmentos 
nucleotídicos diana, generando al mismo tiempo un ruido de fondo mínimo para el método de detección.10

Para la inmovilización de las sondas sobre el soporte, se distinguen tres grandes tipos de fabricación.

En primer lugar, hay una primera técnica que consiste en un depósito de sondas pre-sintetizadas. La fijación de las 
sondas se realiza por transferencia directa, por medio de micropipetas, micropuntas o por un dispositivo de tipo 
chorro de tinta. Esta técnica permite la fijación de sondas de tamaño que van desde algunas bases (de 5 a 10) hasta 
tamaños relativamente importantes de 60 bases (impresión) a algunos centenares de bases (micro-deposición).15

La impresión es una adaptación del procedimiento utilizado por las impresoras de chorro de tinta. Se basa en la 
propulsión de esferas muy pequeñas de fluido (volumen <1 nl) y a un ritmo que puede alcanzar 4000 
gotas/segundos. La impresión no implica ningún contacto entre el sistema que libera el fluido y la superficie sobre la 
que se deposita.

La micro-deposición consiste en fijar unas sondas de longitud de algunas decenas hasta varios centenares de bases 20
a la superficie de una lámina de vidrio. Estas sondas son generalmente extraídas de bases de datos y se presentan 
en forma de productos amplificados y purificados. Esta técnica permite realizar unos chips denominados microarrays 
que tienen aproximadamente diez mil puntos, denominados zonas de reconocimiento, de ADN sobre una superficie 
de poco menos de 4 cm2. Sin embargo, no debe olvidarse el empleo de membranas de Nylon, denominadas 
"macroarrays", que tienen unos productos amplificados, generalmente por PCR, con un diámetro de 0,5 a 1 mm y 25
cuya densidad máxima es de 25 puntos/cm2. Esta técnica, muy flexible, se utiliza por numerosos laboratorios. En la 
presente divulgación, esta última técnica se considera como perteneciente a los biochips. Sin embargo, se puede 
depositar en el fondo de la placa de microtitulación un cierto volumen de muestra en cada pocillo, como es el caso 
en las solicitudes de patente WO-A-00/71750 y FR 00/14896, o depositar en el fondo de una misma caja de Petri un 
cierto número de gotas separadas las unas de las otras, según otra solicitud de patente FR 00/14691.30

La segunda técnica de fijación de las sondas sobre el soporte o chip se denomina la síntesis in situ. Esta técnica 
lleva a la elaboración de sondas cortas directamente a la superficie del chip. Se basa en la síntesis de 
oligonucleótidos in situ (véanse en particular las solicitudes de patente WO 89/10977 y WO 90/03382), y está 
basada en el procedimiento de los sintetizadores de oligonucleótidos. Consiste en desplazar una cámara de 
reacciones, en la que se desarrolla la reacción de extensión de oligonucleótidos, a lo largo de la superficie de vidrio.35

Finalmente, la tercera técnica se denomina fotolitografía, que es un procedimiento para el origen de los biochips 
desarrollados por Affymetrix. Se trata también de una síntesis in situ. La fotolitografía deriva de las técnicas de los 
microprocesadores. La superficie del chip está modificada por la fijación de grupos químicos fotolábiles que pueden 
ser activados por la luz. Una vez iluminados, estos grupos son susceptibles de reaccionar con el extremo 3' de un 
oligonucleótido. Protegiendo esta superficie por unas máscaras de formas definidas, se pueden iluminar y por lo 40
tanto activar selectivamente unas zonas del chip en las que se desea fijar uno u otro de los cuatro nucleótidos. La 
utilización sucesiva de máscaras diferentes permite alternar unos ciclos de protección/reacción y por lo tanto realizar 
las sondas de oligonucleótidos sobre unos puntos de aproximadamente algunas decenas de micrómetro cuadrado 
(m2). Esta resolución permite crear hasta varias centenas de millares de puntos sobre una superficie de algunos 
centímetros cuadrados (cm2). La fotolitografía presenta unas ventajas: masivamente paralela, permite crear un chip 45
de N-meros en sólo 4 x N ciclos. Todas estas técnicas son utilizables con la presente divulgación. Según un modo 
preferido, en al menos un reactivo específico de la etapa b) definido anteriormente comprende al menos una sonda 
de hibridación, que es preferiblemente inmovilizada sobre un soporte. Este soporte es preferiblemente un soporte de 
baja, alta o media densidad, tal como se ha definido anteriormente.

Estas etapas de hibridación sobre soporte que comprende una multitud de sondas pueden ser precedidas por una 50
etapa de reacción de amplificación enzimática, tal como se ha definido anteriormente, para aumentar la cantidad de 
material genético diana.

Durante la etapa c), la determinación de la expresión de un gen diana se puede realizar mediante todos los 
protocolos conocidos por el experto en la materia.

De manera general, la expresión de un gen diana se puede analizar mediante la detección de los ARNm (ARN 55
mensajeros) que son transcritos del gen diana en un instante dado o por la detección de las proteínas procedentes 
de estos ARNm.
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La invención se refiere a la determinación de la expresión de un gen diana por la detección de los ARNm 
procedentes de este gen diana según todos los protocolos bien conocidos por el experto en la materia. Según un 
modo particular de realización de la invención, se determina simultáneamente la expresión de varios genes diana, 
mediante la detección de varios ARNm diferentes, procediendo cada ARNm de un gen diana.

Cuando el reactivo específico comprende al menos un cebador de amplificación, se puede, durante la etapa c) del 5
procedimiento según la invención, determinar la expresión de un gen diana de la siguiente manera:

1) después de extraer como material biológico, los ARN totales (que comprenden los ARN de transferencia 
(ARNt), los ARN ribosomales (ARNr) y los ARN mensajeros (ARNm)) de una muestra biológica tal como se ha
presentado anteriormente, se realiza una etapa de transcripción inversa a fin de obtener los ADN 
complementarios (o ADNc) de dichos ARNm. A título indicativo, esta reacción de transcripción inversa puede 10
realizarse con la ayuda de una enzima transcriptasa inversa, que permite obtener, a partir de un fragmento de 
ARN, un fragmento de ADN complementario. Se puede utilizar en particular la enzima transcriptasa inversa que 
proviene de AMV (Avian Myoblastosis Virus) o de MMLV (Molonnay Murine Leukeamia Virus). Cuando se desea 
más particularmente obtener únicamente los ADNc de los ARNm, se realiza esta etapa de transcripción inversa 
en presencia de fragmentos nucleotídicos que comprenden únicamente unas bases timina (poliT), que se 15
hibridan por complementariedad sobre la secuencia poliA de los ARNm a fin de formar un complejo poliT-poliA 
que sirve entonces de punto de partida de la reacción de transcripción inversa realizada por la enzima 
transcriptasa inversa. Se obtienen entonces unos ADNc complementarios de los ARNm procedentes de un gen 
diana (ADNc específico del gen diana) y unos ADNc complementarios de los ARNm procedentes de otros genes 
diferentes del gen diana (ADNc no específico del gen diana).20

2) se ponen en contacto el o los cebadores de amplificación específicos de un gen diana con los ADNc 
específicos del gen diana y los ADNc no específicos del gen diana. El o los cebadores de amplificación 
específicos de un gen diana se hibridan con los ADNc específicos del gen diana y se amplifica específicamente 
una región predeterminada, de longitud conocida, de los ADNc que provienen de los ARNm procedentes del gen 
diana. Los ADNc no específicos del gen diana no son amplificados, mientras que se obtiene entonces una gran 25
cantidad de ADNc específicos del gen diana. En el sentido de la presente invención, se habla indistintamente de 
"ADNc específicos del gen diana" o de "ADNc que provienen de los ARNm procedentes del gen diana". Esta 
etapa se puede realizar en particular por una reacción de amplificación de tipo PCR o mediante cualquier otra 
técnica de amplificación, tal como las definidas anteriormente. En PCR, se puede también amplificar 
simultáneamente varios ADNc diferentes, siendo cada uno específico de diferentes genes diana por la utilización 30
de varios pares de cebadores de amplificación diferentes, siendo cada uno específico de un gen diana: se habla 
entonces de amplificación en multiplex.

3) se determina la expresión del gen diana detectando y cuantificando los ADNc específicos del gen diana 
obtenidos durante la etapa 2) anterior. Esta detección se puede realizar después de la migración por 
electroforesis de los ADNc específicos del gen diana en función de su tamaño. El gel y el medio de migración 35
pueden comprender bromuro de etidio a fin de permitir la detección directa de los ADNc específicos del gen 
diana cuando el gel es colocado, después de un tiempo de migración dado, sobre una mesa luminosa de rayos 
UV (ultravioleta) por la emisión de una señal luminosa. Esta señal es tanto más luminosa cuanto más importante 
es la cantidad de los ADNc específicos del gen diana. Estas técnicas de electroforesis son bien conocidas por el 
experto en la materia. Los ADNc específicos del gen diana pueden también ser detectados y cuantificados por la 40
utilización de una gama de cuantificación obtenida por una reacción de amplificación conducida hasta la 
saturación. A fin de tener en cuenta la variabilidad de la eficacia enzimática que puede ser observada durante 
diferentes etapas (transcripción inversa, PCR, etc.) se puede normalizar la expresión de un gen diana de 
diferentes grupos de pacientes, por la determinación simultánea de la expresión de un gen denominado 
constitutivo, cuya expresión es similar en los diferentes grupos de pacientes. Realizando una relación entre la 45
expresión del gen diana y la expresión del gen constitutivo, es decir realizando una relación entre la cantidad de 
ADNc específicos del gen diana, y la cantidad de ADNc específicos del gen constitutivo, se corrige así cualquier 
variabilidad entre los diferentes experimentos. El experto en la materia podrá referirse en particular a las 
publicaciones siguientes: Bustin SA, J Mol Endocrinol, 2002, 29: 23-39; Giulietti A Methods, 2001, 25: 386-401.

Cuando el reactivo específico comprende al menos una sonda de hibridación, se puede determinar la expresión de 50
un gen diana de la siguiente manera:

1) después de extraer, como material biológico, los ARN totales de una muestra biológica tal como se ha 
presentado anteriormente, se realiza una etapa de transcripción inversa, tal como se ha descrito anteriormente a 
fin de obtener unos ADNc complementarios de los ARNm procedentes de un gen diana (ADNc específico del gen 
diana) y los ADNc complementarios de los ARNm procedentes de otros genes distintos del gen diana (ADNc no 55
específico del gen diana).

2) se ponen en contacto todos los ADNc con un soporte, en el que se inmovilizan unas sondas de captura 
específicas del gen diana del cual se desea analizar la expresión, a fin de realizar una reacción de hibridación 
entre los ADNc específicos del gen diana y las sondas de captura, los ADNc no específicos del gen diana no se 
hibridan en las sondas de captura. La reacción de hibridación se puede realizar sobre un soporte sólido que 60
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incluye todos los materiales, tales como los indicados anteriormente. Según un modo de realización preferido, la 
sonda de hibridación se inmoviliza sobre un soporte. Preferiblemente, el soporte es un soporte de baja, alta o 
media densidad, tal como se ha definido anteriormente. La reacción de hibridación puede estar precedida de una 
etapa de amplificación enzimática de los ADNc específicos del gen diana, tal como se ha descrito anteriormente,
para obtener una gran cantidad de ADNc específicos del gen diana y aumentar la probabilidad de que un ADNc 5
específico de un gen diana se hibride sobre una sonda de captura específico del gen diana. La reacción de 
hibridación puede también estar precedida de una etapa de marcado y/o de escisión de los ADNc específicos del 
gen diana, tal como se ha descrito antes, por ejemplo utilizando un desoxirribonucleótido trifosfato marcado para 
la reacción de amplificación. La escisión puede ser realizada en particular por la acción del imidazol y del cloruro 
de manganeso. El ADNc específico del gen diana puede también ser marcado después de la etapa de 10
amplificación, por ejemplo hibridando una sonda marcada según la técnica de hibridación en sándwich descrita 
en el documento WO-A-91/19812. Otros modos particulares preferidos de marcado y/o escisión de ácidos 
nucleicos están descritos en las solicitudes WO 99/65926, WO 01/44507, WO 01/44506, WO 02/090584, WO 
02/090319.

3) se realiza después una etapa de detección de la reacción de hibridación. La detección se puede realizar 15
mediante la puesta en contacto del soporte sobre el cual se hibridan las sondas de captura específicas del gen 
diana con los ADNc específicos del gen diana con una sonda denominada de detección, marcada por un 
marcador, y se detecta la señal emitida por el marcador. Cuando el ADNc específico del gen diana ha sido 
previamente marcado por un marcador, se detecta directamente la señal emitida por el marcador.

Cuando al menos un reactivo específico puesto en contacto en la etapa b) del procedimiento según la invención 20
comprende al menos una sonda de hibridación, se puede determinar también la expresión de un gen diana de la 
siguiente manera:

1) después de extraer, como material biológico, los ARN totales de una muestra biológica, tal como se ha 
presentado anteriormente, se realiza una etapa de transcripción inversa, tal como se ha descrito anteriormente, a 
fin de obtener los ADNc de los ARNm del material biológico. Se realiza después la polimerización del ARN 25
complementario del ADNc por la utilización de una enzima polimerasa de tipo T7 polimerasa, que funciona bajo 
la dependencia de un promotor y que permite obtener, a partir de una matriz de ADN, el ARN complementario. 
Se obtienen entonces los ARNc de los ADNc de los ARNm específicos del gen diana (se habla entonces de 
ARNc específico del gen diana), y los ARNc de los ADNc de los ARNm no específicos del gen diana.

2) se ponen en contacto todos los ARNc con un soporte en el que se inmovilizan unas sondas de captura 30
específicas del gen diana, de las cuales se desea analizar la expresión, a fin de realizar una reacción de 
hibridación entre los ARNc específicos del gen diana y las sondas de captura, no hibridándose los ARNc no 
específicos del gen diana sobre las sondas de captura. Cuando se desea analizar simultáneamente la expresión 
de varios genes diana, se pueden inmovilizar sobre el soporte varias sondas de captura diferentes, siendo cada 
una específica de un gen diana. La reacción de hibridación puede también estar precedida de una etapa de 35
marcado y/o de escisión de los ARNc específicos del gen diana, tal como se ha descrito anteriormente.

3) se realiza después una etapa de detección de la reacción de hibridación. La detección se puede realizar 
mediante la puesta en contacto del soporte sobre el cual están hibridadas las sondas de captura específicas del 
gen diana con ARNc específico del gen diana con una sonda denominada de detección, marcada por un 
marcador, y se detecta la señal emitida por el marcador. Cuando el ARNc específico del gen diana ha sido 40
previamente marcado por un marcador, se detecta directamente la señal emitida por el marcador. La utilización 
de ARNc es particularmente ventajosa cuando se utiliza un soporte de tipo biochip sobre el cual se hibrida un 
gran número de sondas.

Las etapas B y C pueden ser efectuadas al mismo tiempo. Este modo preferido puede ser en particular realizado por 
"NASBA en tiempo real", que agrupa en una etapa única la técnica de amplificación NASBA y la detección en tiempo 45
real que utilizan "molecular beacons". La reacción NASBA interviene en el tubo, produciendo el ARN monocaternario 
con el cual los "molecular beacons" específicos pueden hibridarse simultáneamente para dar una señal fluorescente. 
La formación de las nuevas moléculas de ARN se mide en tiempo real por control continuo de la señal en un lector 
fluorescente. Contrariamente a una amplificación por RT-PCR, la amplificación en NASBA puede hacerse en 
presencia de ADN en la muestra. Por lo tanto, no es necesario verificar que el ADN ha sido completamente 50
eliminado durante la extracción de los ARN.

El análisis de la expresión de un gen diana seleccionado entre una cualquiera de las SEC ID nº 1 a 28, permite 
entonces disponer de una herramienta para el diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico. Preferiblemente, los 
genes dianas de las SEC ID nº 1, 2, 4-8, 11 y 16 permiten discriminar los dos grupos de pacientes.

Se puede analizar por ejemplo la expresión de un gen diana en un paciente del cual no se conoce el pronóstico, y 55
comparar con valores de expresión media conocidos del gen diana de pacientes de buen pronóstico (BP) y unos 
valores de expresión media conocidos del gen diana de pacientes de mal pronóstico (MP), a fin de proponer al 
paciente un tratamiento adecuado.
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Según otro modo preferido de realización, durante la etapa b), se pone en contacto el material biológico con al 
menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al 
menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 
19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27 
reactivos específicos seleccionados entre los reactivos específicos de los genes diana que presentan una secuencia 5
nucleica que tiene una cualquiera de las SEC ID n° 1 a 28, y se determina, durante la etapa c) la expresión de al 
menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al 
menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 
19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27 de 
dichos genes diana.10

Más particularmente, los inventores han puesto en evidencia que el análisis simultáneo de la expresión de un panel 
de 28 genes, tales como los definidos anteriormente, era muy pertinente para discriminar unos pacientes BP y unos 
pacientes MP. A este respecto, la invención se refiere también a un procedimiento tal como el definido
anteriormente, caracterizado por que comprende las etapas siguientes:

a. se extrae material biológico de la muestra biológica,15

b. se pone en contacto el material biológico con al menos 28 sondas de hibridación específicas de genes diana, 
presentando dichos genes diana una secuencia nucleica que tiene una cualquiera de las secuencias SEC ID nº 1 
a 28; y

c. se determina la expresión de al menos dichos 28 de dichos genes diana.

La expresión de un panel de 22 genes particulares, que comprende los genes de las SEC ID nº 1, 3, 7, 9-15, 17-28 20
permite a este respecto obtener excelentes resultados, ya que permite clasificar bien el 92% de los pacientes de 
buen pronóstico y el 100% de los pacientes de mal pronóstico. A este respecto, la invención se refiere a un 
procedimiento para el diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico a partir de una muestra biológica de un 
paciente, caracterizado por que comprende las etapas siguientes:

a. se extrae material biológico de la muestra biológica,25

b. se pone en contacto el material biológico con al menos 22 sondas de hibridación específicas de genes diana, 
presentando dichos genes diana una secuencia nucleica que tiene una cualquiera de las SEC ID nº 1, 3, 7, 9-15, 
7-28; y

c. se determina la expresión de al menos dichos 22 de dichos genes diana.

La utilización de un panel de genes restringido es particularmente adecuada para obtener una herramienta de 30
pronóstico. En efecto, el análisis de la expresión de una veintena de genes no necesita la fabricación en forma de
chip de ADN, y puede ser llevado a cabo directamente por unas técnicas de PCR o de NASBA, o también de chip de 
baja densidad, lo que presenta una ventaja económica importante y una realización simplificada.

Un soporte es divulgado, tal como se ha definido anteriormente que comprende al menos 28 sondas de hibridación 
seleccionadas entre las sondas específicas de los genes diana que presentan una secuencia nucleica que tiene una 35
cualquiera de las SEC ID nº 1 a 28. Otro soporte divulgado aquí comprende al menos 22 sondas de hibridación 
seleccionadas entre las sondas específicas de los genes diana que presentan una secuencia nucleica que tiene una
cualquiera de las SEC ID nº 1, 3, 7, 9-15, 17-28. Otro soporte divulgado aquí comprende al menos una sonda de 
hibridación específica de al menos un gen diana que presenta una secuencia nucleica que tiene una cualquiera de 
las SEC ID nº 1 a 28, preferiblemente al menos una sonda de hibridación específica de al menos un gen diana que 40
presenta una secuencia nucleica que tiene una cualquiera de las SEC ID nº 1, 2, 4-8, 11 y 16.

Finalmente, también se divulga la utilización de un soporte tal como se ha definido anteriormente para el 
diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico.

Se divulga también la utilización de al menos 28 reactivos específicos de los genes diana que presentan una 
secuencia nucleica que tiene una cualquiera de las SEC ID nº 1 a 28, tal como se ha definido anteriormente, para el 45
diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico. Preferiblemente, al menos 22 reactivos específicos de los genes 
diana que presentan una secuencia nucleica que tiene una cualquiera de las SEC ID nº 1, 3, 7, 9-15, 17-28, tal como 
se ha definido anteriormente, son utilizados para el diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico.

Se divulga la utilización de al menos un reactivo específico de los genes diana que presentan una secuencia 
nucleica que tiene una cualquiera de las SEC ID nº 1, 2, 4-8, 11 y 16, tal como se ha definido anteriormente, para el 50
diagnóstico/pronostico de un síndrome séptico.

Se divulga igualmente un kit de diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico que comprende un soporte tal como 
el definido anteriormente. La presente divulgación se refiere también a un kit de diagnóstico/pronóstico de un 
síndrome séptico que comprende al menos 28 reactivos específicos de los genes diana que presentan una 
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secuencia nucleica que tiene una cualquiera de las SEC ID nº 1 a 28, tal como se ha definido anteriormente para el 
diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico. Preferiblemente, un kit de diagnóstico/pronóstico de un síndrome 
séptico comprende al menos 22 reactivos específicos de los genes diana que presentan una secuencia nucleica que 
tiene una cualquiera de las SEC ID nº 1, 3, 7, 9-15, 17-28, tal como se ha definido anteriormente para el 
diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico.5

La presente divulgación se refiere también a un kit de diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico que comprende 
al menos un reactivo específico de los genes diana que presentan una secuencia nucleica que tiene una cualquiera 
de las SEC ID nº 1, 2, 4-8, 11 y 16, tal como se ha definido anteriormente para el diagnóstico/pronóstico de un 
síndrome séptico.

Por supuesto, todas las definiciones indicadas anteriormente en la descripción se aplican para todos los modos 10
preferidos de realización de la invención.

La figura anexa se da a título de ejemplo explicativo y no tiene ningún carácter limitativo. Permitirá comprender mejor 
la invención.

La figura 1 representa un análisis de clustering jerárquico de 38 muestras de sangre obtenido a partir de 13 
pacientes MP (denominado también NS) y 26 pacientes BP (denominado también S) utilizando la expresión de 28 15
genes según la invención, medida por 29 "probe sets" sobre el biochip Affymetrix. La función de clustering jerárquico 
del programa Spofire organiza a los pacientes MP y BP en columnas, y los genes en líneas a fin de obtener en 
posición adyacente a los pacientes o a los genes que presentan unos perfiles de expresión comparables. Se ha 
utilizado el coeficiente de correlación de Pearson como índice de similitud para los genes y los pacientes. A 
continuación, el método de clustering de las medias no ponderadas UPGMA por un lado y, el valor medio de todas 20
las muestras por otra, han permitido organizar respectivamente a los pacientes y a los genes. Los resultados 
corresponden al nivel de fluorescencia Affymetrix normalizado por el programa "Affy". A fin de tener en cuenta las 
diferencias constitutivas de expresión entre los genes, los niveles de expresión de cada gen se han normalizado 
aplicando una ley normal centrada reducida. El blanco representa los niveles bajos de expresión, el gris los niveles 
intermedios y el negro los niveles altos. La altura de las ramas del dendograma indica el índice de similitud entre los 25
perfiles de expresión.

La figura 2 presenta la cuantificación de ARNm CX3CR1 en la sangre de pacientes en choque séptico. El nivel de 
expresión génico se midió por RT-PCR cuantitativa en 50 pacientes en choque séptico (19 MP y 21 BP) y 21 
voluntarios sanos. Los resultados se han normalizado a nivel de expresión del gen constitutivo PPIB. Los resultados 
se presentan con la media, el percentil 25º y el 75º. La comparación estadística entre los PM y MP se efectuó 30
gracias al ensayo no paramétrico de Mann Withney.

La figura 3 presenta la cuantificación de ARNm CX3CR1 cuantificado en la sangre de pacientes en choque séptico. 
El nivel de expresión génico se midió por RT-PCR cuantitativa en 37 pacientes en choque séptico (12 MP y 21 BP). 
Para cada paciente, se obtuvo una extracción PAXgen entre D1-D3 y otra entre D4-D10. Los resultados se 
normalizaron a nivel de expresión del gen constitutivo PPIB. La evolución del nivel de expresión génico de CX3CR1 35
entre D1-D3 y D4-D10 en los MP y BP se efectuó gracias al ensayo no paramétrico de Wilcoxon.

Los ejemplos siguientes son dados a título ilustrativo y no tienen ningún carácter limitativo. Permitirán comprender 
mejor la invención.

Ejemplo 1: búsqueda de un perfil de expresión para el diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico

Características de las muestras biológicas: El estudio se realizó sobre pacientes que han desarrollado un síndrome 40
séptico, y admitidos en el servicio de reanimación quirúrgica o médica del centro hospitalario de Lyon-Sud. Para ser 
incluidos en el estudio, los pacientes debían presentar los criterios siguientes: edad superior a 18 años; presencia de 
un choque séptico según la conferencia de consenso descrita antes; ausencia de co-morbidez (cáncer metastásico, 
hemopatía maligna, diabetes de tipo I, patología hepática crónica, insuficiencia renal crónica, SIDA). Al ser el 
objetivo del estudio estudiar la mortalidad tardía inducida por un choque séptico, los pacientes fallecidos en el 45
transcurso de las primeras 48 horas fueron excluidos del estudio. El tratamiento de todos los pacientes incluidos fue 
similar.

Considerando el día de la primera administración de catecolamina como el D1 del choque séptico, cada paciente se 
ha vigilado durante un periodo máximo de 28 días. En base a la mortalidad observada durante este periodo, se han 
estudiado un grupo de 10 pacientes (MP), y un grupo de 21 pacientes (BP). A continuación, el panel del gen según 50
la invención se validó a ciegas con la ayuda de dos grupos de pacientes reclutados en base a los mismos criterios: 
un grupo de 3 pacientes MP y un grupo de 4 pacientes BP. Los análisis de la genómica se efectuaron a partir de 
extracciones obtenidas entre el D2 y el D4. Las características demográficas del conjunto de la cohorte se presentan
en la tabla siguiente

55
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BP MP Total Pa

Train

n=21 (%)

Ensayo 
n=4 (%)

Train 
n=10 (%)

Ensayo

n=3 (%)
n=38 (%)

Hombre 13 (62) 2 (50) 7 (70) 1 (33) 23 (61) 0,930

Mujer 8 (38) 2 (50) 3 (30) 2 (67) 15 (39)

Edad (años)b 67 (49-
71)

71 (66-75) 68 (57-79) 78 (63-80) 67 (54-78) 0,371

SAPS II para la 
admisiónb

48 (40-
55)

45 (37-52) 61 (59-73) 61 (60-72) 55 (42-61) <0,001

Duración de la 
hospitalización en 
rea.b

12 (10-
26)

32 (28-34) 9 (8-14) 4 (4-10) 12 (9-25) 0,013

BPCO 1 (5) 2 (50) 3 (30) 1 (33) 7 (18) 0,203

Criterios de Mac Cabe 
y Jackson

0 7 (33) 1 (25) 0 0 8 (21) 0,045

1 9 (43) 2 (50) 9 (90) 1 (33) 21 (55)

2 5 (24) 1 (25) 0 2 (67) 8 (21)

3 0 0 1 (10) 0 1 (3)

Diagnóstico 
microbiológicamente 
documentado

15 (71) 4 (100) 7 (70) 3 (100) 29 (76) >0,999

Bacilo Gram 
(-)

8 (38) 1 (25) 3 (30) 3 (100) 15 (39) 0,950

Cocci Gram 
(+)

7 (33) 1 (25) 5 (50) 1 (33) 14 (37)

Fúngico 6 (29) 1 (25) 3 (30) 1 (33) 11 (29)

Tipo de infección Comunitario 7 (33) 4 (100) 5 (50) 1 (33) 17 (45) 0,900

Nosocomial 14 (67) 0 (0) 5 (50) 2 (67) 21 (55)

Foco de la infección Pulmonar 6 (29) 2 (50) 8 (80) 1 (33) 17 (45) 0,061

Abdominal 12 (57) 1 (25) 2 (20) 2 (67) 17 (45)

Otros 3 (14) 1 (25) 0 (0) 0 (0) 4 (11)

a: comparación entre la población total de superviviente (n = 25) y no superviviente (n = 13)

b: Media (Q1-Q3)

BPCO : bronco-neumopatía crónica obstructiva

Extracción del material biológico (ARN totales) de la muestra biológica:

Las extracciones se han recogido directamente en unos tubos PAXgeneTM Blod RNA (PreAnalytix, Frankin Lakes, 
USA). Después de la etapa de extracción de la muestra sanguínea y a fin de obtener una lisis total de las células, los 
tubos se han dejado a temperatura ambiente durante 4h y después se han conservado a -20ºC hasta la extracción 5
del material biológico. Más precisamente, en este protocolo, los ARN totales se han extraído con la ayuda de los kits 
PAXGene Blood RNA

®
(PreAnalytix), respetando las recomendaciones del fabricante. Brevemente, los tubos se han 

centrifugado (10 min, 3000 g) a fin de obtener un residuo de ácidos nucleicos. Este residuo se ha lavado y recogido 
en un tampón que contiene proteinasa K necesaria para la digestión de las proteínas (10 min a 55ºC). Se ha 
efectuado una nueva centrifugación (5 min, 19000 g) para eliminar los restos celulares, y se ha añadido etanol a fin 10
de optimizar las condiciones de fijación de los ácidos nucleicos. Los ARN totales se han fijado específicamente 
sobre las columnas PAXgene RNA spin column y, antes de la elución de estos, se ha efectuado una digestión del 
ADN contaminante con la ayuda de la RNAse free DNAse set (Quagen Ltd, Crawley, UK). Se ha analizado la calidad 
de los ARN totales por el bio analizador AGILENT 2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Los ARN 
totales comprenden los ARN de transferencia, los ARN mensajeros (ARNm) y los ARN ribosomales.15
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Síntesis de ADNc, obtención de los ARNc, marcado de los ARNc y cuantificación: A fin de analizar la expresión de 
los genes diana según la invención, los ADN complementarios (ADNc) de los ARNm contenidos en los ARN totales 
tales como se han purificado anteriormente, se obtuvieron a partir de 5 g de ARN totales por la utilización de 400 
unidades de la enzima de transcripción inversa SuperScriptII (Invitrogen) y 100 pmol de cebador poli-T que contiene 
el promotor de la T7 promotor (T7-oligo(dT)24-primer, Proligo, Paris, Francia). Los ADNc así obtenidos se han 5
extraído después con fenol/cloroformo, y precipitados por acetato de amonio y etanol, y vuelto a poner en solución 
en 24 l de agua DEPC. Un volumen de 20 l de esta solución purificada de ADNc ha sido objeto después de una 
transcripción in vitro por la utilización de una ARN polimerasa T7 que reconoce específicamente el promotor de la T7 
polimerasa, tal como se ha mencionado anteriormente. Esta transcripción permite obtener el ARNc del ADNc. Esta 
transcripción se ha realizado por la utilización de un kit Bioarray High Yield RNA Transcript Labeling Kit (Enzo 10
Diagnostics, Farmingdale, NY), que permite no sólo obtener el ARNc, sino también la incorporación de bases citidina 
y uridina biotiniladas durante la síntesis del ARNc.

Los ARNc purificados se cuantificaron después por espectrofotometría, y la solución de ARNc se ajustó a una 
concentración de 1 g/l de ARNc. La etapa de escisión de estos ARNc se realizó después a 94ºC durante 35 
minutos, mediante la utilización de un tampón de fragmentación (40 mM de Tris acetato, pH 8,1, 100 mM de acetato 15
de potasio, 30 mM de acetato de magnesio) a fin de provocar la hidrólisis de los ARNc y obtener unos fragmentos de 
35 a 200 bp. El éxito de tal fragmentación se verificó mediante una electroforesis sobre gel de agarosa al 1,5%.

Puesta en evidencia de un perfil de expresión diferencial entre los pacientes MP y BP: Para eso, 20 g de ARNc 
fragmentados procedentes de cada muestra han sido añadidos a un tampón de hibridación (Affymetrix) y se 
pusieron 200 l de esta solución en contacto durante 16h a 45ºC sobre un chip de expresión ((Human Genome 20
U133A GeneChip® (Affymetrix), que comprende 22283 grupos de sondas que representan aproximadamente 14500 
genes según el protocolo de Affymetrix, tal como se describe en el sitio Internet de Affymetrix. A fin de registrar los 
mejores rendimientos de hibridación y de lavado, se han incluido asimismo unos ARN cualificados de "control" 
biotinilados (bioB, bioC, bioD y cre) y unos oligonucleótidos (oligo B2) en el tampón de hibridación. Después de la 
etapa de hibridación, la solución de ARNc biotinilada e hibridada sobre el chip, ha sido revelada por la utilización de 25
una solución de estreptavidina-ficoeritrina y la señal ha sido amplificada mediante la utilización de anticuerpos anti-
estreptavidina. La hibridación se realizó en una estufa de hibridación "GeneChip Hybridisation oven"» (Affymetrix), y 
se ha seguido el protocolo Euk GE-WS2V4 del protocolo de Affymetrix. Las etapas de lavado y de revelación se 
realizaron sobre una estación "Fluidics Station 450" (Affymetrix). Después, cada chip U133A se analizó sobre un 
escáner Agilent G2500A GeneArray Scanner a una resolución de 3 micrones a fin de marcar las zonas hibridadas 30
sobre el chip. Este escáner permite la detección de la señal emitida por las moléculas fluorescentes después de la 
excitación por un láser argón utilizando la técnica del microscopio de epifluorescencia. Se obtiene así para cada 
posición una señal proporcional a la cantidad de ARNc fijados. La señal se analizó después mediante el programa 
Microarray Suite 5.0 software (MAS5.0, Affymetrix). A fin de prevenir las variaciones obtenidas por la utilización de 
los diferentes chips, se realizó un enfoque de normalización global utilizando el programa MAS5.0 (Affymetrix), que, 35
gracias a un algoritmo estadístico, permite definir si un gen era expresado o no. A fin de poder comparar los chips 
entre sí, los datos en bruto (documento «.CELL ») se trataron mediante una etapa de normalización cuantil con la 
ayuda de la implementación «Affy» del programa «R» (Gautier, L. et al., Bioinformatics (2004), p.307-315). Cada gen 
representado sobre el chip U133A estaba cubierto por 11 pares de sondas de 25 oligonucleótidos. Por par de 
sondas, se entiende una primera sonda que se hibridaba perfectamente (se habla entonces de sondas PM o perfect 40
match) con uno de los ARNc procedentes de un gen diana, y una segunda sonda, idéntica a la primera sonda con la 
excepción de un desajuste (se habla entonces de sonda MM o mismatched) en el centro de la sonda. Cada sonda 
MM servía para estimar el ruido de fondo correspondiente a una hibridación entre dos fragmentos nucleotídicos de 
secuencias no complementarias (Affymetrix technical note "Statistical Algorithms Référence Guide"; Lipshutz, et al
(1999) Nat. Genet. 1 Supl., 20-24). Las 38 muestras del estudio mostraban una media de 38,1 ± 4,2% de genes 45
expresados.

El análisis de los datos de expresión se realizó mediante el programa Microsoft Excel, el programa Spotfire Décision 
Site for Functionnal Genomics V7.1 (Spotfire AB, Gothenburg, Sweden), así como un algoritmo estadístico: el 
algoritmo genético (Gautier, L. et al., Bioinformatics (2004), p. 307-315; Ooi, C. H. y Tan, P. Bioinformatics (2003), 
p.37-44). A partir de los 22283 grupos de sondas, que representan aproximadamente 14500 genes, del chip, los 50
inventores han seleccionado debidamente los genes pertinentes que permitían diferenciar los pacientes MP de los 
pacientes BP.

Para ello, una primera etapa consistió en excluir los genes que presentan un nivel de expresión comparable entre 
todos los grupos de pacientes. Se han efectuado cuatro etapas:

- se excluyeron los genes no expresados en el conjunto de los pacientes (programa MAS5.0).55

- se excluyeron los genes cuya media de fluorescencia era inferior a 30 en los dos grupos.

- se excluyeron los genes que no estaban expresados en al menos el 30% de los pacientes en uno de los dos 
grupos.
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- se excluyeron los genes para los cuales la relación de las medias de expresión entre los pacientes BP y MP 
estaban comprendidas entre 0,77 y 1,3.

Tras la aplicación de estos filtros, se ha seleccionado un grupo de 2216 grupos de sonda y sirvió de base de trabajo 
para un análisis multi-paramétrico con el algoritmo genético.

Resultados obtenidos: se identificó una lista de 28 genes. El aumento o la disminución de expresión de cada uno de 5
estos genes, observada en los pacientes AIA con respecto a los pacientes ATA se indica en la tabla 2.

Tabla 2 - Lista de 28 genes expresados diferencialmente en los pacientes MP y BP

SEC ID N° Nombre del gen Nombre abreviado Expresión en AIA frente 
a ATA

1 chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 CX3CR1 Aumentada*

2 T cell receptor delta diversity 3 TRDD3 Aumentada£

3 KIAA0882 protein KIAA0882 Aumentada

4 T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 TIAM1 Aumentada£

5 Interleukin 1, beta IL1B Aumentada*

6 Carbonyl reductase 1 CBR1 Aumentada£

7 TIR domain containing molecule 1 TRIF Aumentada*

8 FYN tyrosine kinase protooncogene FYN Aumentada£

9 Heparanase HPSE Aumentada

10 SRY (Sex determining region Y) box 4 SOX4 Aumentada£

11 Interleukin 2 receptor, beta IL2RB Aumentada*

12 Rafr-linking protein RAFTLIN Aumentada

13 CGI-40 protein Homo sapiens SID1 
transmembrane family, member 2

CGI-40 SIDT2
Aumentada

14 glucose-6-phosphatase catalytic subunit 3 G6PC3 Aumentada

15 Mannosidase alpha, class 1A member 2 MAN1A2 Aumentada

16 Myeloid differentiation primary response 
gene (88)

MYD88
Aumentada*

17 Ribosomal protein L6 RPL6 Aumentada

18 Ribosomal protein L10a RPL10a Aumentada

19 sin3-associated polypeptide, 30kDa SAP30 Disminuida

20 Mitogen activated protein kinase-activated 
protein kinase 2

MAPKAPK 2
Disminuida

21 Presenlin enhancer 2 PEN2 Disminuida

22 Hypothetical protein LOC55924 LOC55924 Disminuida

23 Solute carrier family 39 (zinc transporter 
member 7)

SLC39A7
Disminuida£

24 Glutathione peroxidase 3 (plasma) GPX3 Disminuida
£

25 Hemochromatosis HFE Disminuida

26 Transcriptional activator of the cfos promoter CROC4 Disminuida

27 peroxisomal biogenesis factor 6 PEX6 Disminuida

28 Huntingtin intercating protein Disminuida
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La indicación de una * y £ indica respectivamente una diferencia estadísticamente diferente entre los dos grupos 
según un ensayo T con una corrección de Bonferroni o de Benjamini y Hochberg, respectivamente. Esto indica que 
estos genes tomados aisladamente son muy pertinentes en el diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico.

Validación por RT-PCR cuantitativa

A fin de confirmar estos resultados con la ayuda de otra técnica de biología molecular, se han ensayado algunos 5
genes por RT-PCR cuantitativa. Brevemente, se ha realizado una reacción de transcripción inversa (RT) en un 
volumen final de 20 l. El ARN total (1 g) se ha mezclado con 1 µl de polyT a 50 µM y 1 µl de dNTP mix 
(ThermoScript™ RT-PCR system, Invitrogen), y después se ha incubado durante 5 min. a 65°C. Después del 
enfriamiento en hielo, la solución se mezcló con 4 µl de 5x cDNA synthesis buffer, 1 µl de RNAse out (40 U/µl), 1 µl 
de agua tratada con DEPC y 1 µl de Thermoscript RT (15 U/µl), procediendo todos estos productos del 10
ThermoScript™ RT-PCR system (Invitrogen). La transcripción inversa se efectuó durante 1h a 50°C y después se 
paró mediante una incubación de 5 min. a 85°C. Para terminar, cada solución de ADNc se diluyó en 1/10 de agua 
DEPC.

Para cada uno de los genes de interés, se preparó un estándar mediante una amplificación PCR (polymerase chain 
reaction) llevada hasta saturación. Los amplicones obtenidos se purificaron (PCR purification kit, Qiagen Ltd) y la 15
presencia de un único amplicón se verificó mediante electroforesis sobre gel de agarosa y marcada con bromuro de 
etidio.

El estándar del gen constitutivo Peptidilpropil isomerasa B (PPIB) que codifica la ciclofilina B se obtuvo en Search-
LC (Heidelberg, Alemania).

Análisis de la expresión de los ARNm por PCR en tiempo real20

Los ARNm de los genes diana de las SEC ID nº 1, 5, 11, 16 se cuantificaron por PCR cuantitativa en tiempo real 
utilizando LightCycler™ (Roche). Las reacciones PCR se efectuaron con la ayuda del kit Fast-Start™ DNA Master 
SYBR Green I real-time PCR (Roche Molecular Biochemicals). Cada PCR se efectuó en un volumen final de 20 µl 
que contiene 1 µl de LC-Fast Start Reaction Mix SYBR Green I, 1 µl de LC-Fast Start DNA Master SYBR Green 
I/Enzyme (incluyendo la Taq ADN polimerasa, el tampón de reacción y una mezcla de desoxinucleótidos trifosfato), 25
el MgCl2 (3 mM de concentración final), los cebadores sentido y antisentido (0,5 µM de concentración final), y 10 µl 
de solución de ADNc. Después de una etapa de desnaturalización de 10 minutos a 95°C, la amplificación se efectuó 
con la ayuda de 40 ciclos de un protocolo de "touch-down" PCR (10 s a 95°C, 10 s de hibridación a 68-58°C, 
seguida de una extensión de 16 s a 72°C). Al final de cada ciclo, se midió la fluorescencia emitida por el SYBR 
Green.30

Para confirmar la especificidad de la amplificación, los productos PCR fueron sistemáticamente objeto de un análisis 
de curva de fusión (LightCycler™ - Roche). Para ello, los productos PCR se trataron mediante una temperatura 
creciente de 58 a 98ºC con un aumento de 0,1ºC/s. Para cada producto PCR, se obtuvo un solo pico durante el 
análisis de la curva, caracterizado por una temperatura de fusión específica.

Las combinaciones de cebadores necesarios a la cuantificación del gen constitutivo PPIB e IL-1 (SEC ID nº 5) se 35
obtuvieron de Search LC (Heidelberg, Alemania). Para PPIB, el n° de acceso Genbank es M60857 y se amplifica la 
región 105-338. Para IL-1β, el n° de acceso Genbank es M15330 y se amplifica la región 438-642. Los pares de 
cebadores utilizados para determinar los genes diana de las SEC ID n° 1, 11, 16, la secuencia Genbank utilizada 
como referencia y la posición de los amplicones se describen en la tabla siguiente.

GEN DIANA 
DE SEC ID N°

amplicón

Primer sens 5'-->3' SEC ID n° 29 TGACTGGCAGATCCAGAGGTT

1 Primer anti-sens 5'-->3 SEC ID n° 30 GTAGAATATGGACAGGAACAC 164 bases

Primer sens 5'-->3' SEC ID n° 31 CCTGAAGTGTAACACCCCAGA

11 Primer anti-sens 5'-->3 SEC ID n° 32 TCCCTCTCCAGCACTTCTAGT 162 bases

Primer sens 5'-->3'
SEC ID n° 33 
TGCTGGAGCTGGGACCCAGCATTGAGGAGGA

16 Primer anti-sens 5'-->3 SEC ID n° 34 TCAGACACACACAACTTCAGTCGATAG 280 bases

40

La cantidad de ARNm diana relativa a la cantidad de ARNm del gen constitutivo PPIB se analizó mediante la técnica 
de cuantificación relativa con el LightCycler Relative Quantification Software (Roche Molecular Biochemicals). La 
"Second Derivative Maximum Method" del programa LightCycler™ (Roche) se utilizó para determinar 
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automáticamente el "Crossing Point" (Cp) para cada muestra. El valor del Cp se definió como el número de ciclos 
para el cual la fluorescencia era significativamente diferente del ruido de fondo.

Se realizaron cinco diluciones en series al 1/10 en cuadruplicado con cada estándar a fin de generar una curva de 
calibrado, que expresa el Cp en función del logaritmo del número de copias. Las diluciones de estándar se 
optimizaron a fin de que la curva de calibrado cubra el nivel de expresión esperado para el gen diana y el gen 5
constitutivo. Las curvas estándares relativas que describen la eficacia de PCR para el gen diana y el gen constitutivo 
se generaron y utilizaron para realizar una cuantificación con LightCycler Relative Quantification Software (Roche 
Molecular Biochemicals).

Los resultados obtenidos para la determinación de los ARNm de los genes diana de las SEC ID nº 1, 5, 11, y 16 en 
RT-PCR cuantitativa se presentan en la tabla 5 siguiente. Los resultados corresponden a 25 muestras (8 MP y 17 10
BP). La correlación de los resultados obtenidos por un lado con el biochip y por otro lado con la técnica en RT-PCR 
cuantitativa se estableció gracias al ensayo de correlación de Spearman.

Tabla 2 - Comparación de los niveles de expresión de 4 genes entre Affymetrix y RT-PCR cuantitativa.

Nombre del 
gen 

abrieviado

Media de 
Affymetrix 

BP

Media de 
Affymetrix 

MP

Media RT-
PCR BP

Media RT-
PCR MP

Coeficiente 
de 

Spearman

correlación: 
r

Ensayo de 
Spearman 

significatividad: 
p

CX3CR1 582,965 92,995 0,04295 0,00663 0,94 < 0,001

IL-1β 227,64 113,4 0,329 0,18 0,83 < 0,001

IL-2Rβ 204,86 131,965 0,00075 0,00024 0,76 < 0,001

MvD88 2644,03 1986,315 0,0351 0,0294 0,56 < 0,01

Para los 4 genes analizados, se observó una correlación significativa entre los resultados Affymetrix y los de RT-15
PCR cuantitativa, lo que confirma la pertinencia de los genes según la invención.

Siguiendo el mismo protocolo que el descrito en los párrafos anteriores, se cuantificaron los ARNm CX3CR1 a partir 
de muestras de sangre extraídas en 50 pacientes en choque séptico (19 MP y 21 BP). Una muestra de sangre se 
obtuvo durante las primeras 72 horas tras el principio del choque, después, más tarde se extrajo una segunda 
muestra durante el síndrome. El nivel de expresión de CX3CR1 se normalizó al del gen constitutivo PPIB. Los 20
resultados se presentan en la figura 2. La comparación entre BP y MP se efectuó gracias al ensayo no paramétrico 
de Mann Whitney. Por lo tanto es particularmente interesante analizar la expresión del ARNm CX3CR1 como factor 
de mal pronóstico.

El nivel de expresión del ARNm CX3CR1 mostraba una disminución significativa a lo largo del tiempo en los 
pacientes MP. Los resultados se presentan en la figura 3. La evolución de la expresión a lo largo del tiempo se 25
ensayó gracias al ensayo de Wilcoxon.

Por lo tanto, es particularmente interesante seguir la expresión del ARNm CX3CR1 a lo largo del tiempo para 
confirmar este mal pronóstico.

Análisis de la expresión de panel de genes

Los inventores han puesto en evidencia igualmente que el análisis simultáneo de la expresión de varios genes era 30
muy pertinente para discriminar unos pacientes BP y MP.

Los inventores han puesto así en evidencia que el análisis simultáneo de la expresión de los 28 genes descritos 
anteriormente era muy pertinente para discriminar los dos grupos de BP y MP.

Los resultados se presentan en la figura 1. Esta lista permite clusterizar el 88% de las muestras de pacientes BP en 
un grupo y el 100% en las muestras de pacientes MP en otro grupo.35

Además, los inventores han puesto en evidencia que el análisis simultáneo de la expresión de los genes de las SEC 
ID nº 1, 3, 7, 9-15, 17-28 entre los 28 descritos anteriormente era también particularmente pertinente para 
discriminar los dos grupos de BP y MP. Los resultados se presentan en la figura 2. Esta lista permite clusterizar el 
92% de las muestras de pacientes BP en un grupo y el 100% de las muestras de pacientes MP en otro grupo. Entre 
los 28 genes descritos anteriormente, cada uno de los 9 genes de las SEC ID º 1, 2, 4-8, 11 y 16 permite discriminar 40
los dos grupos de pacientes. La tabla 3 representa el valor p calculado con la ayuda del ensayo T con la corrección 
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de Bonferroni o de Benjamini y Hochberg. Todos estos genes estaban sobreexpresados en los BP con respecto a 
los MP.

Tabla 3. Genes que permiten discriminar los dos grupos de pacientes

Nombre del gen Símbolo del Gen Corrección de 
Bonferroni

Corrección de 
BHFDR

Fold change

Chemokine (C-X3-C 
motif) receptor 1

CX3CR1 6,3E-05 6,3E-05 8,33

T cell receptor delta 
diversity 3

TRDD3 > 0,05 4,4E-02 4,00

T-cell lymphoma 
invasion and 
metastasis 1

TIAM1 > 0,05 2,7E-02 2,08

Interleukin 1, beta IL1B 4,9E-02 9,7E-03 2,08

Carbonyl reductase 
1

CBR1 > 0,05 2,8E-02 1,89

TIR domain 
containing adaptor 
inducing interferon-

beta

TRIF 5,3E-04 2,6E-04 1,72

FYN tyrosine kinase 
protooncogene

FYN > 0,05 2,7E-02 1,67

Interleukin 2 
receptor, beta

IL2RB 4,3E-02 9,7E-03 1,52

Myeloid 
differentiation 

primary response 
gene (88)

MYD88 3,5E-02 9,7E-03 1,37

LISTADO DE SECUENCIAS5

<110> bioMerieux SA

<120> Procedimiento para el diagnóstico/pronóstico de un síndrome séptico

<130> Desconocido

<160> 34

<170> PatentIn versión 3.310

<210> 1

<211> 3100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 115
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<210> 2

<211> 783

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 2
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<210> 3

<211> 5191

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 3
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<210> 4

<211> 5521

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 4
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<210> 5

<211> 1498

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 5
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<210> 6

<211> 1245

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 6
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<210> 7

<211> 2460

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75
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<210> 8

<211> 2650

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 8
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<210> 9

<211> 3726

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 9
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<210> 10

<211> 4912

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 10
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<210> 11

<211> 4045

<212> ADN5
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<213> Homo sapiens

<400> 11
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<210> 12
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<211> 3033

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

5
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<210> 13

<211> 3146

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 13
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<210> 14

<211> 1558

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 14
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<210> 15

<211> 5388

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 15
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<210> 16

<211> 2678

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 16
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<210> 17

<211> 950

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 17

<210> 18

<211> 700

<212> ADN10

<213> Homo sapiens

<400> 18
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<210> 19

<211> 1125

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 19

<210> 20

<211> 3608

<212> ADN10

<213> Homo sapiens

<400> 20
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<210> 21

<211> 678

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 21
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<210> 22

<211> 2272

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 22
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<210> 23

<211> 2358

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 23
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<210> 24

<211> 1856

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 24
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<210> 25

<211> 2727

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 25
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<210> 26

<211> 879

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 26
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<210> 27

<211> 3287

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 27
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<210> 28

<211> 7239

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 285

E06709454
11-12-2014ES 2 525 881 T3

 



57

E06709454
11-12-2014ES 2 525 881 T3

 



58

E06709454
11-12-2014ES 2 525 881 T3

 



59

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<400> 29

tgactggcag atccagaggt t 21

<210> 30

<211> 21

<212> ADN10

<213> Homo sapiens

<400> 30

gtagaatatg gacaggaaca c 21

<210> 31

<211> 2115
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

cctgaagtgt aacaccccag a 21

<210> 325

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32

tccctctcca gcacttctag t 2110

<210> 33

<211> 31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3315

tgctggagct gggacccagc attgaggagg a 31

<210> 34

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens20

<400> 34

tcagacacac acaacttcag tcgatag 27
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el pronóstico de un síndrome séptico a partir de una muestra biológica de un paciente, 
caracterizado por que comprende las etapas siguientes:

a. se extrae material biológico de la muestra biológica,

b. se pone en contacto el material biológico con al menos una sonda de hibridación específica de al menos un gen 5
diana, presentando dicho al menos un gen diana la secuencia nucleica SEC ID nº 1; y

c. se determina la expresión de dicho al menos un gen diana.

2. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que en la etapa b) se pone en contacto el material biológico con 22 
sondas de hibridación respectivamente específicas de 22 genes diana que presentan respectivamente una 
secuencia nucleica identificada SEC ID nº 1, 3, 7, 9-15, 17-28; y10

se determina la expresión de al menos dichos 22 de dichos genes diana.

3. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que en la etapa b) se pone en contacto el material biológico con 28 
sondas de hibridación respectivamente específicas de 28 genes diana que presentan respectivamente una 
secuencia nucleica identificada en SEC ID nº 1 a 28; y

se determina la expresión de al menos dichos 28 de dichos genes diana.15

4. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la muestra biológica extraída 
del paciente es una muestra sanguínea.

5. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado por que el material biológico extraído durante la etapa a) 
comprende unos ácidos nucleicos.

6. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado por que la sonda de hibridación está inmovilizada en un 20
soporte.
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