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DESCRIPCION

Estuche de diagnéstico y procedimiento para detectar un microorganismo en una muestra que comprende un control
exogeno coloreado.

La presente invencion se refiere a unos estuches de diagndstico y a unos procedimientos para la deteccion de un
microorganismo en una muestra que incorpora una validacién de las diferentes etapas de reaccion con la ayuda de
un control de extraccién exdgeno combinado con un indicador coloreado de pH.

Desarrollada por K. Mullis en 1985 (Premio Nobel en 1993), la técnica PCR (Polymerase Chain Reaction)
experimenta un auge considerable a partir de los afios 1990 en el campo de la investigacion y del diagnostico. Se
utiliza actualmente tanto en los campos de diagnéstico clinico, veterinario, medioambiental como agroalimentario.
Los ensayos basados en la PCR o en unos métodos de amplificacion derivados de la PCR permiten detectar una
secuencia de acido nucleico en una muestra bioldgica con una extraordinaria sensibilidad y especificidad.

En algunos campos, la PCR se realiza en la actualidad en laboratorios no especialistas en biologia molecular gracias
a la utilizacion de estuches comerciales (o "kits") listos para el uso y faciles de usar. A pesar de la existencia de unos
estuches comerciales de este tipo que facilitan mucho la realizacién de reacciones de amplificacién complejas,
existe una necesidad importante de simplificacion de estos estuches y de validacion de las manipulaciones
efectuadas con el fin de disminuir el nimero de errores y hacer mas facil la utilizacién de estos estuches. Unos
controles de este tipo serian particularmente Gtiles cuando la deteccion del microorganismo en la muestra implica
unas etapas de extraccion de los acidos nucleicos previas a la amplificacion de los &cidos nucleicos especificos del
microorganismo diana, que necesita unas manipulaciones y unas mezclas sucesivas de diferentes reactivos. Una
sucesion de etapas de reaccion de este tipo puede conducir a errores de manipulacion y es poco tranquilizadora
para el operario que no dispone durante estas manipulaciones de controles que le permitan validar cada etapa a
medida que se desarrolla el ensayo. Estos problemas se encuentran en particular en el campo de los ensayos
agroalimentarios y de diagnéstico medioambiental, que se realizan habitualmente en laboratorios no especializados
en biologia molecular.

Con el fin de validar las diferentes etapas de reaccion, era conocido introducir unos controles positivos asi como
unos controles negativos realizados de manera concomitante con la amplificacion del acido nucleico especifico del
microorganismo diana. Un acido nucleico control es entonces amplificado al mismo tiempo que la secuencia diana
que permite verificar el buen desarrollo de las etapas de reaccion en ausencia de amplificacion y de deteccién de la
secuencia diana. Sin embargo, la simple adicién de un acido nucleico no permite verificar el buen funcionamiento de
la etapa de extraccion, sino solo la reaccion de amplificacion. A la inversa, la presencia de un control negativo
permite en general validar la ausencia de contaminacion con unos acidos nucleicos diana.

Ademas, durante la realizacion de un andlisis de tipo PCR, el operario tiene que manipular un gran nimero de veces
pequefios volimenes de liquido incoloro. Siendo la dificultada para el operario la de estar seguro que ha afadido, en
cada etapa de reaccion, el liquido incoloro en otro liquido incoloro y asi sucesivamente. Una de las maneras de
asegurarse que las adiciones de liquido sucesivas se han realizado correctamente es utilizar para cada una de las
etapas unos reactivos coloreados. Por eso, también se conocia utilizar unos colorantes o unos reactivos coloreados
con el fin de permitir una validacion visual de ciertas etapas para el operario. Tipicamente, con el fin de verificar la
adicién de una enzima esencial para el desarrollo de la reaccion, esta Ultima puede ser puesta a disposicién en un
tampon coloreado, siendo la manipulacion de un liquido coloreado mas facil para el operario.

La solicitud de patente US 2007/0015169 describe unos procedimientos de purificacion de acidos nucleicos que
utilizan unos tampones coloreados. La presencia de tampones coloreados esta, no obstante, destinada Unicamente
al control del buen desarrollo de las etapas de mezcla de reactivo y de lisis. No se describe un control de las etapas
de amplificacién. Por otro lado, estos procedimientos no comprenden ningun control que permita excluir la inhibicién
de la reaccion de amplificacion debida a la muestra.

Estos estuches de PCR no comprenden sin embargo ningun control eficaz para las etapas que se desarrollan aguas
arriba de la reaccién de amplificacion que incluyen en particular la extraccion de los acidos nucleicos a partir de una
muestra y después la mezcla del producto obtenido con los reactivos de amplificacion. La utilizacion de células que
llevan el material genético del control interno permite controlar, por un lado, la eficacia de la extraccién y, por otro
lado, el buen funcionamiento de la etapa de amplificacién. En efecto, unas células de este tipo sufriran la misma lisis
que los gérmenes buscados en la muestra de manera concomitante. Este sistema es aun mas razonable por cuanto
que los productos de extraccion de las células control y de la muestra son de las mismas naturalezas (acidos
nucleicos) y sirven de base a la reaccion comin de PCR. Ademas, la utilizacion de liquidos coloreados permite que
el operario mejor y distinga vea los diferentes liquidos manipulados, pero no hay posibilidad de verificar que las
adiciones sucesivas se han efectuado correctamente.

La presente invencion propone unos procedimientos y unos estuches comerciales que combinan un indicador

coloreado de pH y un control de extraccion y de amplificacion exdgeno. El control exégeno consiste en un
microorganismo control que incorpora una secuencia de ADN control cuya amplificacion permite verificar al mismo
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tiempo el buen desarrollo de la preparacion de la muestra que comprende la extraccion de los &cidos nucleicos y el
buen desarrollo de la reaccién de amplificacion. Este control de extraccion y de amplificacion exdgeno esta
combinado con un indicador coloreado de pH de tal manera que no sélo es posible colorear los liquidos de reaccién
para una manipulacién mas facil, sino también verificar el buen desarrollo de las diferentes etapas de extraccion y de
amplificacion visualizando el o los cambios del indicador coloreado de pH.

Ventajosamente, el indicador coloreado de pH no interfiere ni con la reacciéon enzimatica de amplificacion, ni con la
deteccidn de los productos de amplificacion con la ayuda de fluoréforos, por ejemplo.

Ventajosamente, el indicador coloreado de pH es no tdxico y no presenta por lo tanto riesgos particulares para el
operario.

Ventajosamente, el indicador coloreado de pH cambia dos veces de color durante el procedimiento para un buen
seguimiento del conjunto de las etapas de extraccion y de amplificacion.

Ventajosamente, el color del indicador coloreado de pH no estd afectado ni por unos cambios bruscos de
temperaturas ni por unas temperaturas elevadas superiores a 90°C.

Listado de secuencias

SEC ID n° 1: Cebador sentido EPC1 (24 nucle6tidos)
SEC ID n° 2: Cebador antisentido EPC2 (20 nucle6tidos)

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere a un procedimiento para detectar un microorganismo diana en una muestra mediante la
extraccion de los acidos nucleicos de dicho microorganismo diana seguida de la amplificacion de un acido nucleico
especifico de dicho microorganismo diana en el que el desarrollo de la extraccién y de la amplificacion son validados
por la realizacién concomitante de las siguientes etapas:

a) puesta a disposicion de un contenedor que comprende, en el estado seco, un indicador coloreado de pH y un
microorganismo control que incluye un acido nucleico control,

b) adicién, en el estado liquido, de un reactivo de extraccion que tiene un pH inferior a 7 y obtencion de una
mezcla de reaccion de extraccion que tiene el color de la forma acida del indicador coloreado de pH,

c) tratamiento de la mezcla de reaccién de extraccion para liberar los acidos nucleicos presentes en dicha
mezcla de reacciéon de extraccion,

d) mezcla de una alicuota de dicha mezcla de reaccion de extraccion tratada con un reactivo de amplificacién
que tiene un pH superior a 7 y obtencion de una mezcla de reaccion de amplificacion que tiene el color de la
forma basica del indicador de pH,

e) amplificacion del &cido nucleico control.

En un primer modo de realizacién, la extraccion de los acidos nucleicos de dicho microorganismo diana seguida de
la amplificacion de un acido nucleico especifico de dicho microorganismo diana se realiza en el o en los mismos
contenedores que la extraccion de los acidos nucleicos del microorganismo control y la amplificacion del acido
nucleico control.

En otro modo de realizacion, la extraccion de los acidos nucleicos de dicho microorganismo diana seguida de la
amplificacion de un acido nucleico especifico de dicho microorganismo diana se realiza en uno o unos contenedores
distintos del o de los contenedores utilizados para la extraccion de los acidos nucleicos del microorganismo control y
la amplificacion del acido nucleico control. En este caso, la extraccion de los &cidos nucleicos de dicho
microorganismo diana seguida de la amplificacién de un acido nucleico especifico de dicho microorganismo diana se
realiza preferentemente en uno o unos contenedores que comprenden el indicador coloreado de pH.

En un modo de realizacion ventajoso de la invencién, el contenedor comprende, en el estado seco, dicho indicador
coloreado de pH, un microorganismo control que incluye un acido nucleico control y un agente de conservacion
seleccionado de entre la fructosa, la glucosa, la manosa, el almidén, la trehalosa, la galactosa y la sacarosa.

Preferentemente, el microorganismo control es un microorganismo Gram negativo.

Preferentemente, el indicador coloreado de pH tiene por lo menos una zona de cambio a un pH comprendido entre
el pH del reactivo de extraccion y el pH del reactivo de amplificacion.
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Ventajosamente, el indicador coloreado de pH se selecciona de entre el rojo cresol y el azul de bromotimol.

En unos modos de realizacion ventajosos, el indicador coloreado de pH tiene por lo menos una zona de cambio a un
pH inferior al pH del reactivo de extraccion y por lo menos una zona de cambio a un pH comprendido entre el pH del
reactivo de extraccion y el pH del reactivo de amplificacion.

Preferentemente, la amplificacion del acido nucleico control y, llegado el caso, del acido nucleico especifico del
microorganismo diana se efectlia mediante un método de PCR cuantitativa que utiliza unos fluoréforos.

La invencion se refiere también a unos estuches de diagndstico para detectar un microorganismo diana en una
muestra que comprende un primer contenedor que comprende, en el estado seco, un indicador coloreado de pH, un
microorganismo control que incluye un acido nucleico control, y por lo menos un segundo contenedor que
comprende un reactivo para la amplificacion de acidos nucleicos que comprenden un ADN polimerasa.

Preferentemente, estos estuches que comprenden ademas un reactivo de extraccion que comprende una
proteinasa.

Ventajosamente, el indicador coloreado de pH se selecciona de entre el rojo cresol y el azul de bromofenol.

Preferentemente, estos estuches comprenden ademas unos cebadores para la amplificacién del &cido nucleico
control.

Preferentemente, estos estuches comprenden ademas unos cebadores para la amplificacion de un &cido nucleico
especifico de dicho microorganismo diana.

Descripcion de la invencion

La invencion se refiere por lo tanto a unos procedimientos y a unos estuches de diagndstico para detectar un
microorganismo diana en una muestra por amplificaciéon de una secuencia de acido nucleico especifico de dicho
microorganismo. Estos procedimientos y estuches utilizan un control positivo interno para las etapas de extraccion y
de amplificacion asi como un indicador coloreado de pH cuyo cambio permite seguir las adiciones sucesivas de
liquidos de reaccion.

La invencion se refiere mas particularmente a un procedimiento para detectar un microorganismo diana en una
muestra mediante la extraccién de los acidos nucleicos de dicho microorganismo diana, seguida de la amplificacion
de un &acido nucleico especifico de dicho microorganismo diana, en el que el desarrollo de la extraccion y de la
amplificacion son validados por la realizacién concomitante de las etapas siguientes:

a) puesta a disposicion de un contenedor que comprende, en el estado seco, un indicador coloreado de pH y un
microorganismo control que incluye un acido nucleico control,

b) adicién, en el estado liquido, de la muestra y de un reactivo de extraccion que tiene un pH inferior a 7, y
obtencién de una mezcla de reaccion de extraccion que tiene el color de la forma acida del indicador
coloreado de pH,

c) tratamiento de la mezcla de reaccién de extraccion para liberar los acidos nucleicos presentes en dicha
mezcla de reaccién de extraccion,

d) mezcla de una alicuota de dicha mezcla de reaccion de extraccion tratada con un reactivo de amplificacién
que tiene un pH superior a 7 y obtencion de una mezcla de reaccion de amplificacion que tiene el color de la
forma basica del indicador pH,

e) amplificacion del &cido nucleico control,

en el que la extraccion de los acidos nucleicos de dicho microorganismo diana seguida de la amplificacion de un
acido nucleico especifico de dicho microorganismo diana se realiza en el o en los mismos contenedores que la
extraccion de los acidos nucleicos del microorganismo control y la amplificacion del &cido nucleico control.

Las etapas de reaccion necesarias para la deteccion del microorganismo diana se realizan por lo tanto de manera
concomitante con la deteccion del acido nucleico control del microorganismo control. La realizacion concomitante de
estas etapas de reaccion se efectla por lo tanto en "un solo gesto”, dicho de otra manera, en una misma
manipulacion para el operario del ensayo. La deteccion del microorganismo diana y del microorganismo control se
puede efectuar en el mismo tubo (PCR multiplex) o en unos tubos diferentes. Cuando las etapas de reaccion se
realizan en unos tubos diferentes, se prefiere que los tubos utilizados para la deteccion del microorganismo diana
comprendan el indicador coloreado de pH para la validacion de las adiciones y mezclas de reactivos.
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La descripcién se refiere asimismo a la extraccion de los acidos nucleicos de dicho microorganismo diana seguida
de la amplificacion de un acido nucleico especifico del microorganismo diana realizadas en uno o unos contenedores
distintos del o de los contenedores utilizados para la extraccion de los acidos nucleicos del microorganismo control y
la amplificacion del &cido nucleico control. En este caso, la extraccion de los &cidos nucleicos de dicho
microorganismo diana seguida de la amplificacién de un acido nucleico especifico de dicho microorganismo diana se
realiza, preferentemente, en uno o unos contenedores que comprenden el indicador coloreado de pH.

Por muestra, se entiende en particular cualquier muestra susceptible de contener el microorganismo diana que se
desea detectar. Puede tratarse en particular de una muestra bioldgica derivada de un alimento o de un producto
alimenticio. Se citara en particular el agua, los productos lacteos, las carnes, los productos de huevo, los productos
del mar, los productos vegetales y las muestras del medio ambiente. En otros modos de realizacion, la muestra es
sangre, plasma, un tejido biolégico, un érgano biolégico o un fluido corporal.

Tipicamente, en los procedimientos y estuches de diagnostico de la presente invencion, para determinar si el
microorganismo diana esta presente en la muestra, se necesitan por lo menos dos etapas distintas: una primera
etapa que conduce a la extraccién o a la liberacion de los &cidos nucleicos del microorganismo diana y una segunda
etapa de amplificacion de un &cido nucleico especifico de dicho microorganismo diana.

En algunos modos de realizacion, la muestra podra ser utilizada directamente en los procedimientos y los estuches
de la presente invencion. Esto podra ser en particular el caso para las muestras que se presentan naturalmente en el
estado liquido tales como el agua, la leche o el plasma, por ejemplo. Alternativamente, la muestra puede ser objeto
de un tratamiento previo tal como, por ejemplo, una trituracién o una puesta en cultivo. Asi, la muestra puede ser
colocada previamente en un medio de cultivo e incubada a una temperatura dada durante un tiempo dado.
Alternativamente, una muestra sdlida puede ser triturada previamente y transformada del estado sélido al estado
liquido.

Por "microorganismo diana" se entiende cualquier microorganismo pluricelular o unicelular y en particular los virus,
las bacterias o también las levaduras. Los estuches y los procedimientos de la presente invencion permiten detectar
mas particularmente unos microorganismos patdégenos en unas muestras variadas, incluyendo unas muestras
alimentarias. Entre los microorganismos diana, se podra citar en particular Escherichia coli, Salmonelle spp, las
enterobacterias, Listeria spp, Campylobacter spp, Klesiella spp, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Clostidium spp, Candida spp, Fusarium, Saccharomyces Aspergillus y los enterovirus. Los
estuches de diagnéstico y los procedimientos de la presente invencion son susceptibles de detectar cualquier
microorganismo diana en una muestra por amplificacién de un acido nucleico especifico de dicho microorganismo
diana.

Los estuches y los procedimientos de la presente invencion combinan un control de extracciéon y de amplificacion
exdgena en forma de un microorganismo control que comprende un &cido nucleico control con un indicador
coloreado de pH. El control exégeno y el indicador coloreado de pH son ventajosamente suministrados listos para el
uso, en el estado seco, en un contenedor en el que se realizara la primera etapa de extraccion de los acidos
nucleicos. El indicador coloreado de pH y el microorganismo control estan presentes en el estado desecado o
deshidratado.

Por "contenedor" se entiende todo lo que puede contener un liquido de reaccién y en particular cualquier tipo de
recipiente o de tubo. En un modo de realizacion preferido, el contenedor es un tubo, una placa multipocillos o una
regleta que comprende una multitud de pocillos/tubos.

El contenedor utilizado en los estuches y en los procedimientos de la presente invencion se presenta por lo tanto en
forma de un tubo o de un soporte que comprende por lo menos un pocillo en el fondo del cual se deposita un residuo
seco coloreado que comprende el indicador coloreado de pH y el microorganismo control.

En unos modos de realizacion ventajosos de la invencidn, dicho contenedor comprende, en el estado seco, dicho
microorganismo control que incluye un &cido nucleico control, un indicador pH y un agente de conservacion. Este
agente de conservacion permite mantener y preservar la integridad del microorganismo en el estado seco cuando
resulte necesario. El agente de conservacion se selecciona de entre: la fructosa, la glucosa, la manosa, el almidén,
la trehalosa, la galactosa y la sacarosa. Preferentemente, se pueden utilizar la glucosa y la trehalosa a una
concentracion que va de 0,1 a 5M.

En los estuches de diagnostico y los procedimientos segun la invencion, el microorganismo control puede ser
cualquier microorganismo que contiene un acido nucleico control. En unos modos de realizacion preferidos, el
microorganismo control es un microorganismo Gram negativo.

En los procedimientos segun la invencion, se liberan los acidos nucleicos del microorganismo control y después se
amplifica el acido nucleico control. Este microorganismo control permite asi disponer de un control positivo exégeno
al mismo tiempo para la etapa de extraccion de los acidos nucleicos y para la etapa de amplificacion. Este control
permite verificar el buen desarrollo al mismo tiempo de la extraccion y de la amplificacion. Este control permite
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excluir una inhibicion parcial o total de la amplificacion que podria ser por ejemplo provocada por la muestra en si
misma, por una degradacion de los acidos nucleicos o por la omisiéon de una etapa esencial del procedimiento. El
microorganismo control permite asi una validacion del buen desarrollo del conjunto de las etapas de reaccién. En los
estuches de diagnostico y los procedimientos de la presente invencion, el acido nucleico control puede ser cualquier
acido nucleico contenido en el microorganismo control que puede ser amplificado. Puede tratarse de una secuencia
naturalmente presente en el microorganismo control o de una secuencia heteréloga introducida por transformacion.
En unos modos de realizacion preferidos, el microorganismo control es una cepa de E. coli y el acido nucleico
control es una secuencia de fago lambda. Preferentemente, el microorganismo control se inactiva mediante
cualquier método apropiado para impedir su crecimiento durante la realizacion del ensayo.

La adicion de un indicador coloreado de pH permite al mismo tiempo visualizar mejor los liquidos manipulados y
validar las adiciones y mezclas sucesivas de liquidos de reaccion mediante el o los cambio(s) del indicador
coloreado.

La combinacion del microorganismo control y del indicador coloreado de pH permite validar visualmente (por cambio
de color de las mezclas de reaccion) y por biologia molecular, el buen funcionamiento de la etapa de extraccién de
los &cidos nucleicos de la muestra tratada y de su analisis por PCR para la busqueda de un microorganismo diana.

Por "indicador coloreado de pH" se entiende un compuesto quimico que tiene la capacidad de cambiar de color en
funcion del pH. La zona de cambio se remite al campo de valor de pH en el que el indicador de pH cambia de color.
En los procedimientos y los estuches de diagnéstico de la presente invencion, el indicador coloreado de pH, el
reactivo de extraccion y el reactivo de amplificacion se seleccionan de tal manera que el indicador de pH posea por
lo menos una zona de cambio a un pH comprendido entre el pH del reactivo de extraccion y el pH del reactivo de
amplificacion.

En los estuches y en los procedimientos segun la invencion, el pH del reactivo de extraccion es preferentemente
inferiora 3,4,5,607.

En los estuches y en los procedimientos de la presente invencion, el pH del reactivo de amplificacion es el pH de los
tampones utilizados habitualmente en las reacciones enzimaticas de amplificacion de acidos nucleicos con unas
ADN polimerasas termoestables tal como por ejemplo la Taq polimerasa. El pH del reactivo de amplificacion esta
comprendido por ejemplo entre 7 y 10 y comprendido preferentemente entre 7,5 y 9. Preferentemente, el pH del
reactivo de amplificacion es superior a 7, 7,5, 8 0 9.

Cualquier indicador coloreado de pH que posee una zona de cambio en un campo de pH apropiado puede ser
utilizado en los estuches y en los procedimientos de la presente invencion. El indicador de pH seleccionado debe
permanecer estable en los cambios bruscos de temperaturas y a las temperaturas elevadas utilizadas habitualmente
en las reacciones de amplificaciones de acidos nucleicos. Por otro lado, el indicador coloreado seleccionado no debe
interferir ni con la reaccion enzimatica de amplificacion ni con los fluoréforos utilizados para la deteccion de los
productos de amplificacion, en particular en las técnicas de PCR cuantitativa.

Preferentemente, el indicador coloreado de pH es no téxico y presenta unos colores puros o vivos facilmente
identificables por el operario.

Preferentemente, el indicador coloreado de pH se selecciona de entre el azul de bromofenol, el rojo de congo, el
verde de bromocresol, el rojo de metilo, el azul de bromotimol, el rojo de fenol, el rojo de cresol, el parpura de m-
cresol, el rojo de fenol, el rojo neutro, el azul de timol y el parpura de bromocresol.

Mas preferentemente, el indicador coloreado de pH se selecciona de entre el rojo cresol y el azul de timol.

En los estuches de diagndsticos y en los procedimientos de la presente invencion, el indicador coloreado de pH
preferido es el rojo de cresol (orto-cresolsulfonaftaleina). Los colores del rojo cresol son el rojo y el amarillo. Este
indicador posee una zona de cambio a un pH comprendido entre pH 7,2 y pH 8,8 (cambio de amarillo a rojo).

Dos cambios de color del rojo cresol son visibles para el operario durante las diferentes etapas del procedimiento. El
residuo que comprende el microorganismo control y el rojo de cresol tiene un color rojo. La solucion cambia al
amarillo con la adicion del tampon de extraccion o de lisis cuyo pH es inferior a 7,2. Después de la lisis, se mezcla
una alicuota de la mezcla de extraccidon con un reactivo de amplificacion. El rojo de cresol recupera entonces su
color rojo y el operario observa una coloracion rosada de la mezcla de amplificacion.

La concentraciéon en indicador coloreado de pH en los diferentes liquidos/mezclas de reaccion utilizados en los
estuches de diagnéstico y los procedimientos de la presente invencion esta comprendida entre 0,1 mg/mly 50 mg/ml
y preferentemente entre 5 mg/ml y 20 mg/ml.

Cuando se afiade el reactivo de extraccion (y llegado el caso la muestra) al residuo seco que comprende el indicador
coloreado y el microorganismo control, resulta, después de la agitacion, una mezcla de extraccion que tiene el color

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 255903713

de la forma &cida del indicador. En efecto, el reactivo de extraccion tiene tipicamente un pH acido. Este reactivo de
extraccion comprende los compuestos necesarios para la extraccién o para la liberacion de los acidos nucleicos
presentes en la mezcla de extraccion, es decir los acidos nucleicos del microorganismo control (y llegado el caso los
acidos nucleicos de la muestra que comprende eventualmente el microorganismo diana). Estos acidos nucleicos
pueden ser ADN o ARN, preferentemente se trata de ADN.

Esta primera etapa puede ir acompafiada ya de un cambio de color del indicador.

En unos modos de realizacion particulares de la invencion, el reactivo de extraccion es tipicamente una solucion
acuosa que comprende una proteinasa 0 una mezcla de proteinasas, asi como unos detergentes tales como por
ejemplo SDS o Triton X100.

Después de la adicién del reactivo de extraccion, se trata la mezcla de extraccion resultante con el fin de extraer o
liberar los acidos nucleicos presentes en esta mezcla. Esta etapa corresponde también a una etapa de lisis de los
microorganismos y eventualmente de digestion de las proteinas que podrian inhibir la reaccion de amplificacion.
Este tratamiento comprende preferentemente una extraccién térmica. Preferentemente, este tratamiento comprende
asi una incubacion a una temperatura propicia para la actividad de las proteinasas tal como 65°C durante por lo
menos 5, 10, 15 o 20 minutos. Después, las proteinasas se inactivan mediante un calentamiento a 95°C durante por
lo menos 5 minutos.

Después de este tratamiento, la totalidad o por lo menos una alicuota de la mezcla de extraccién tratada se mezcla
con un reactivo de amplificacion. Este reactivo de amplificacion comprende todos los constituyentes necesarios para
la amplificacion del acido nucleico control (y llegado el caso del acido nucleico especifico del microorganismo diana).
Este reactivo de amplificacién puede asi comprender una ADN polimerasa termoestable de tipo Taq polimerasa asi
como unos nucleétidos (dNTPs), un tamp6n y unos cebadores apropiados. Para unos métodos basados en las
técnicas de PCR en tiempo real, el reactivo de amplificacion puede comprender ademas unas sondas marcadas. La
mezcla de amplificacion obtenida después de la mezcla o de la agitacion toma el color de la forma basica del
indicador pH. Asi, cuando tiene lugar la adicién de una alicuota de la mezcla de extraccién tratada con el reactivo de
amplificacion, el indicador coloreado de pH cambia de color, lo cual permite que el operario verifique el buen
desarrollo de esta etapa.

Cualquier método de amplificacion de &cidos nucleicos y mas particularmente de ADN puede ser utilizado en los
procedimientos y los estuches de diagnostico de la presente invencion. Estos métodos de amplificacion son
preferentemente unos métodos de tipo PCR o unos métodos derivados de la PCR. Méas preferentemente, la
amplificacion se realiza mediante unos métodos de PCR en los que la deteccion de los productos de amplificacion
utiliza unos fluoréforos.

La invencion se refiere también a unos estuches de diagndstico para detectar un microorganismo diana en una
muestra que comprende un primer contenedor que comprende, en el estado seco, un indicador coloreado de pH, un
microorganismo control que incluye un acido nucleico control, y por lo menos un segundo contenedor que
comprende un reactivo para la amplificacion de acidos nucleicos que comprenden un reactivo para la amplificacién
de acidos nucleicos seleccionado de entre un tampon de amplificacién, unos dNTPs y una ADN polimerasa.

Preferentemente, los estuches segun la presente invencién comprenden un tercer contenedor que comprende un
reactivo de extraccién que comprende una proteinasa. Este reactivo comprende preferentemente también un
detergente seleccionado de entre el SDS y el Triton X100.

De manera ventajosa, los estuches de diagnostico segln la invencion comprenden también unos cebadores que
permiten amplificar el &cido nucleico control asi como, llegado del caso, unos cebadores que permiten amplificar un
acido nucleico especifico del microorganismo a ensayar.

La coloracion obtenida no perturba la reaccion PCR tanto desde el punto de vista enziméatico (PCR, PCR
cuantitativa) como desde el punto de vista de lectura de fluorescencia. La reaccién de PCR permite amplificar la
diana y el control exégeno o bien en un mismo contenedor (reaccion PCR multiplex) o de forma separada (PCR
simplex).

La presencia de amplificacion del control exdgeno permite validar el buen funcionamiento de la reacciéon de PCR.

Los procedimientos segun la presente invencion se ilustran mediante la figura 1 cuando el indicador es el rojo de
cresol. En la primera etapa, el residuo que comprende el control exdgeno secado con el carbohidrato y el indicador
de pH presenta una coloracion rojo oscuro. Se afiade al residuo, de 1 a 500 yl de muestra (muestra de un cultivo
bacteriano) y el tampon de lisis de 5 a 1 ml. El control exdégeno resuspendido se encuentra entonces en una mezcla
a pH éacido que provoca un cambio de color del indicador de pH (color amarillo). El lisado obtenido en la etapa 2 se
afiade a una mezcla de reaccion de PCR (denominada mix PCR). La mix PCR presenta un pH bésico que provoca
un cambio de color (paso del amarillo al color rojo) del indicador de pH.
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Figuras
Figura 1: Esquema del procedimiento que comprende la extraccion y la amplificacién
Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacién del control exdgeno de extraccion

El control exdgeno de extraccion puede ser fabricado de la siguiente manera. La naturaleza del control exégeno
puede ser de origen procariota (Escherichia coli, Bacillus, etc.) o eucariota. El objetivo es transformar un
microorganismo no patdgeno con un fragmento de ADN de secuencia quimérica o identificada (fago lambda por
ejemplo).

Una secuencia de fago lambda (de 100 pb a 3000 pb) puede ser amplificada por una ADN polimerasa poliA (por
ejemplo HotGold Star, Eurogentec) con una mezcla de reaccion siguiente: Tampon PCR 1X, MgCI2 2mM, dNTPs
0,2 mM, cebadores sentido EPC1 y antisentido EPC2 0,2 pM cada uno, Taq polimerasa 0,2 u/reaccién, ADN de fago
2 pl/reaccion. El programa térmico de amplificacion puede ser de 10 minutos a 95°C y después de 40 ciclos de 30 s
a 95°C - 30 s a 55°C - 30 s a 3 minutos a 72°C y por Ultimo 7 minutos a 72°C. El fragmento amplificado presenta
unas extensiones poliA para los extremos 5'y 3.

El fragmento asi obtenido puede estar incluido en un vector de tipo plasmidico (PGEM T) gracias a una enzima de
tipo ligasa (T4 DNA Ligase, Promega). Se puede realizar la mezcla siguiente: Tampon de ligacion 1X, vector 1 pi/r,
producto de PCR 1 pl/r, T4 ADN Ligasa 1 u/r, agua csp 10 pl). Se necesita una incubacion de la mezcla a 4C
durante 8h-10h.

Un microorganismo competente (E. coli EC219) puede ser transformado por el vector que comprende la secuencia
de interés. Esta transformacion se puede realizar por choque térmico, por ejemplo 1 minuto a 42°C y después 5
minutos en hielo. La seleccion de los clones se realiza por un aislamiento en una gelosa nutritiva LB (Lennox Broth
por ejemplo) mas ampicilina (100 ug/ml). Las células transformadas se cultivan en medio liquido LB + ampicilina
(100 pg/ml) a 37°C durante 16-24 horas. Una estimacion del quorum celular puede ser estimada mediante la
medicién de la densidad 6ptica a 600 nm y por numeracién sobre medio gelosado (LB + ampicilina).

Se realiza una desactivacion de los clones para impedir cualquier crecimiento por cultivo en caldo LB + ampicilina
(100 pg/ml) + etanol (10% a 35%) a 37°C durante 3 a 6 horas.

La suspension de células inactivadas se diluye en agua fisioldgica (o caldo triptona sal) de manera que se calibre el
nimero de células utilizadas. La dilucién obtenida (de 10" a 10”) se completa a igualdad de volumen con una
solucion de carbohidrato (1M a 5M) que contiene un indicador coloreado (rojo de cresol) a 0,1-15 mg/ml.

La mezcla se deposita en un soporte de extraccion (placa de 96 pocillos, tubo individual, etc.) a razén de 1 pl a 20 pl
por pocillo. Se realiza un secado a 37°C-70°C durante 30 minutos a 5 horas. Un residuo coloreado atestigua la
presencia del control.

Ejemplo 2: Andlisis de un cultivo bacteriano por PCR

Un cultivo bacteriano puede ser analizado por PCR segun el método detallado a continuacion.

Se afiaden diez microlitros a 90 yl de tampoén de lisis (por ejemplo: 1-100 mg de Pronasa o proteinasa K,
detergentes SDS o Triton 0,1% a 10%, PVP 1% a 30%) y se depositan en el soporte de extraccién que contiene el
control secado. Después de la agitacién, el residuo se disuelve y provoca una coloracion de la mezcla (amarillo)
debida a las propiedades del pH acido (1-6,9). La extraccion térmica se puede realizar por una incubacién de la
mezcla a 65°C durante 20 minutos y después a 95°C durante 5 minutos.

La coloracion no se altera por los choques térmicos. El lisado asi obtenido se afiade a razén de 10 a 20 pl a una mix
PCR (15-50 pl). El pH bésico (7,1-9) de la mix PCR provoca un cambio de color de la mezcla de reaccién que
atestigua asi la adicion de la muestra.

La coloracion de la mezcla de reaccion PCR no perturba la reaccion PCR tanto a nivel de su eficacia asi como de la
lectura de fluorescencia.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar un microorganismo diana en una muestra mediante la extraccion de los acidos
nucleicos de dicho microorganismo diana seguida de la amplificacion de un &cido nucleico especifico de dicho
microorganismo diana en el que el desarrollo de la extraccion y de la amplificacion son validados por la realizacion
concomitante de las etapas siguientes:

a. puesta a disposicion de un contenedor que comprende, en el estado seco, un indicador coloreado de pH y un
microorganismo control que incluye un acido nucleico control,

b. adicién, en el estado liquido, de la muestra y de un reactivo de extraccion que tiene un pH inferior a 7 y
obtencién de una mezcla de reaccion de extraccion que tiene el color de la forma acida del indicador
coloreado de pH,

c. tratamiento de la mezcla de reaccién de extraccion para liberar los acidos nucleicos presentes en dicha
mezcla de reaccién de extraccion,

d. mezcla de una alicuota de dicha mezcla de reaccion de extraccion tratada con un reactivo de amplificacién
que tiene un pH superior a 7 y obtencidn de una mezcla de reaccion de amplificacion que tiene el color de la
forma bésica del indicador de pH,

e. amplificacion del &cido nucleico control.

en el que la extraccion de los acidos nucleicos de dicho microorganismo diana seguida de la amplificacion de un
acido nucleico especifico de dicho microorganismo diana se realiza en el o en los mismos contenedores que la
extraccion de los acidos nucleicos del microorganismo control y la amplificacion del &cido nucleico control.

2. Procedimiento para detectar un microorganismo diana en una muestra segun la reivindicacion 1, en el que dicho
contenedor comprende, en el estado seco, dicho indicador coloreado de pH, un microorganismo control que incluye
un acido nucleico control y un agente de conservacién seleccionado de entre la fructosa, la glucosa, la manosa, el
almidodn, la trehalosa, la galactosa y la sacarosa.

3. Procedimiento para detectar un microorganismo diana en una muestra segun una de las reivindicaciones 1 a 2, en
el que el microorganismo control es un microorganismo Gram negativo.

4. Procedimiento para detectar un microorganismo diana en una muestra segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en
el que el indicador coloreado de pH tiene por lo menos una zona de cambio a un pH comprendido entre el pH del
reactivo de extraccién y el pH del reactivo de amplificacion.

5. Procedimiento para detectar un microorganismo diana en una muestra segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en
el que el indicador coloreado de pH se selecciona de entre el rojo cresol y el azul de bromotimol.

6. Procedimiento para detectar un microorganismo diana en una muestra segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en
el que la amplificacion del acido nucleico control y, llegado el caso del &cido nucleico especifico del microorganismo
diana se efecttia por un método de PCR cuantitativa que utiliza unos fluoréforos.

7. Estuche de diagnéstico para detectar un microorganismo diana en una muestra que comprende un primer
contenedor que comprende, en el estado seco, un indicador coloreado de pH, un microorganismo control que incluye
un acido nucleico control, unos cebadores para la amplificacion de un acido nucleico especifico de dicho
microorganismo diana, y por lo menos un segundo contenedor que comprende un reactivo para la amplificacion de
acidos nucleicos que comprenden una ADN polimerasa.

8. Estuche de diagndstico para detectar un microorganismo diana en una muestra segun la reivindicacion 7, que
comprende ademas un reactivo de extraccion que comprende una proteinasa.

9. Estuche de diagnostico para detectar un microorganismo diana en una muestra segn una de las reivindicaciones
7 a 8, en el que el indicador coloreado de pH se selecciona de entre el rojo de cresol y el azul de bromofenol.

10. Estuche de diagnéstico para detectar un microorganismo diana en una muestra segin una de las
reivindicaciones 7 a 9, que comprende ademas unos cebadores para la amplificacion del &cido nucleico control.
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