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DESCRIPCION
Ensayo de deteccion de la carga viral con el virus sincitial respiratorio (RSV)

El virus sincitial respiratorio (RSV = acrénimo de respiratory syncytial virus) humano es un virus de ARN de una sola
hebra de sentido negativo, que pertenece a la familia de los Paramyxoviridae, y que incluye unos virus respiratorios
corrientes tales como los que causan el sarampion y las paperas. El RSV es un miembro de los paramyxovirus de la
subfamilia de los Pneumoviridae. El virion es variable en cuanto a la forma y al tamafio (con un diametro medio
comprendido entre 120 y 300 nm), es inestable en el entorno (sobreviviendo solamente durante unas pocas horas
sobre las superficies del medio ambiente), y es desactivado con jabdn y agua y con agentes desinfectantes.

Caracteristicas clinicas: El virus sincitial respiratorio (RSV) es la causa mas corriente de bronquiolitis y neumonia
entre nifiitos y nifios con una edad situada por debajo de 1 afio. La enfermedad comienza lo mas frecuentemente
con fiebre, goteo nasal, tos y algunas veces resuello. Durante su primera infeccion causada por los RSV, entre el
25 % y el 40 % de los nifitos y nifios pequefos tienen signos o sintomas de bronquiolitis 0 neumonia, y del 0,5 % al
2 % requieren una hospitalizacion. La mayor parte de los nifios se recuperan de la enfermedad en 8 a 15 dias. La
mayoria de los nifios que son hospitalizados para curar una infeccién causada por los RSV tienen una edad situada
por debajo de los 6 meses. Los RSV causan repetidas infecciones a lo largo de la vida, usualmente asociadas con
unos sintomas desde moderados hasta graves del tipo de un catarro; sin embargo, una grave enfermedad del tracto
respiratorio inferior puede aparecer en cualquier edad, especialmente entre la edad madura o entre los que tienen
unos sistemas cardiacos, pulmonares o inmunitarios comprometidos.

Caracteristicas epidemioldgicas: Un RSV se propaga a partir de las secreciones respiratorias por medio de un
estrecho contacto con las personas infectadas o de un contacto con superficies u objetos que se han contaminado.
Una Infeccion puede aparecer cuando un material infeccioso entra en contacto con las membranas mucosas de los
ojos, de la boca o de la nariz, y posiblemente por medio de la inhalacion de las gotitas generadas por un estornudo o
una tos. En unos climas templados, una infeccién causada por los RSV aparece usualmente durante brotes anuales
en colectividades, durando con frecuencia de 4 a 6 meses, durante los meses de final de otofio, invierno o principio
de primavera. La regulacién en el tiempo y la gravedad de los brotes en una colectividad pueden variar de afio an
afo. Un RSV se propaga eficientemente entre nifios durante los brotes anuales, y la mayor parte de los nifios
tendran una evidencia serolégica de una infeccion causada por los RSV a la edad de 2 afos.

Diagnéstico: El diagndstico de una infeccion causada por los RSV se puede hacer por aislamiento de los virus,
deteccion de los antigenos virales, deteccion de ARN virales, demostracion de un aumento en la cantidad de
anticuerpos séricos, o una combinacion de estos enfoques. Los laboratorios clinicos usan o bien unos ensayos de
deteccion de antigenos para diagnosticar una infeccién o unas técnicas de amplificacion de acidos nucleicos para
detectar acidos nucleicos virales.

Con el fin de demostrar una actividad antiviral de los compuestos farmacéuticos que se encuentran en el mercado o
en fase de desarrollo, se necesita un sensible ensayo o analisis de la carga viral con el fin de medir cualquier caida
en la carga viral de RSV al efectuar el tratamiento con el o los compuesto(s).

La carga viral es una medida de la gravedad de una infeccion virica, y se puede calcular determinando la cantidad
de virus que hay en un fluido corporal implicado, por ejemplo se puede dar en forma de copias de acidos nucleicos
por mililitro de sangre. La determinacion de la carga viral es parte de la vigilancia de una terapia durante unas
infecciones virales crénicas, por ejemplo en unos pacientes que estan comprometidos inmunologicamente.

Por lo tanto hay una necesidad continua en la especialidad de disponer de unos métodos simples, rapidos y baratos
para detectar, identificar y cuantificar los RSV en unas muestras biolégicas en términos de carga viral. Las muestras
bioldgicas se pueden obtener a partir de cualquier organismo pero preferentemente son de origen humano o animal.

Preferiblemente, dicho método debe de ser capaz de procesar a un ARN que se deriva de un esputo y de un lavado
naso-faringeo (NPW, acronimo de naso-pharyngeal wash). Como una consecuencia de ello, el, es decir el ensayo
de deteccion de la carga viral con los RSV debe de incluir un método de tratamiento de un esputo y de un NPW
como preparacion para la extraccion del ARN a partir de estas muestras. El analisis debe también ser cuantitativo y
capaz de distinguir entre un RSV-A y un RSV-B con el fin de no pasar por alto un desplazamiento potencial de un
brote de RSV en una cierta estacion.

El problema que se presenta con un esputo y un NPW consiste en que unas partes alicuotas de los mismos son
bastante dificiles de manipular, especialmente en lo que se refiere a la extraccién del material de acido nucleico a
partir de dichas partes alicuotas. El uso del denominado proceso EasyMAG® (de BioMérieux) para la extraccion de
un material de acido nucleico (tal como un ARN) a partir de una muestra requiere una solucion mas o menos liquida
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para la extraccion del acido nucleico a partir de dicha solucion. Es evidente que un esputo, un tejido pulmonar, pero
también un NPW o unas fracciones celulares que contienen los RSV que se han de detectar, no se cualifican como
una solucién liquida factible para una extraccion ulterior de acido nucleico a partir de ellos/as.

Se divulga un método de tratamiento de unas muestras, especialmente de un esputo y un NPW, antes de la
extraccion del acido nucleico a partir de dichas muestras. Después de la extraccion del acido nucleico a partir de las
muestras, el acido nucleico es cuantificado p.ej. por deteccion de la carga viral o bien por medio de una adicional
reaccion en cadena de la polimerasa (q-RT-PCR) en tiempo real o adicionalmente mediante la denominada
tecnologia de enzima de acido nucleico de componentes multiples (MNAzima).

El método de extraccidon que se usa para el aislamiento y la deteccidon subsiguiente de acidos nucleicos (ARN y/o
ADN), no se limita a unas muestras que contienen el ARN de los RSV, sino que se puede aplicar para la deteccion
de cualquier patdégeno respiratorio virico (ARN o ADN) o bacteriano (ADN) tal como, pero sin limitarse a los de
Influenza Ay B, los de Para-Influenza tipos 1, 2, 3 y/o 4, de meta-neumovirus, rinovirus y adenovirus.

Una parte del presente invento es un método para la extraccion de acidos nucleicos a partir de una muestra
biolégica, del que se ha encontrado que comprende las siguientes etapas:

a) obtener una muestra bioldgica (p.ej. un material tisular a partir de un ser humano o una especie de
animal,

b) afadir una mezcla de una solucion salina tamponada con fosfato y de 10 % de ditiotreitol a dicho
material tisular de la etapa a),

c) incubar en condiciones ultrasoénicas,

d) afadir un tampon para lisis,

e) obtener un material tisular lisado y

f)  extraer dicho acido nucleico a partir de dicho material tisular lisado.

La etapa c) mas arriba mencionada se realiza preferiblemente con un aparato ultrasénico denominado Covaris S2
mientras que la etapa de extraccion f) se realiza preferiblemente usando el denominado proceso EasyMAG (de
BioMérieux).

La etapa c) mas arriba mencionada puede ser alternativamente una etapa de mezcladura que usa un aparato
Dyspomix especificamente para un tejido (de pulmon).

El acido nucleico puede ser uno cualquiera o ambos de los ADN o ARN procedentes de patdégenos tales como unos
virus o cualquier otro microorganismo mientras que dicho material tisular puede ser o bien un esputo, un lavado
nasofaringeo (NPW) o un tejido de pulmén congelado, en donde dicho virus es por ejemplo un virus sincitial
respiratorio (RSV) humano.

De acuerdo con el invento, dicho acido nucleico se cuantifica adicionalmente por la denominada tecnologia de
enzima de acido nucleico de componentes multiples (MNAzima).

La combinacién del método de extraccion de acido nucleico, que se ha descrito mas arriba, preferiblemente a partir
de unas muestras de pacientes que contienen los RSV con la cuantificacion ulterior o bien por una g-RT-PCR o la
una tecnologia de MNAzima, es también una parte del presente invento.

El invento se refiere ademas parcialmente a un método para identificar, detectar o cuantificar la presencia de por lo
menos un virus sincitial respiratorio (RSV) diana, que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleétidos, en los que por lo menos un primer componente
oligonucledtido y por lo menos un segundo componente oligonucleétido son capaces de
autoensamblarse en la presencia de dicha diana para formar una enzima de acido nucleico de
componentes multiples (MNAzima) cataliticamente activa;

(b) poner en contacto dichos componentes oligonucleétidos con una muestra que putativamente contiene
dicha por lo menos una diana en unas condiciones de:

(1) permitir la fijacion de dicha diana a dichos componentes oligonucledtidos y
(2) permitir la actividad catalitica de la MNAzima; y

(c) identificar, detectar o cuantificar la presencia de la actividad catalitica de la MNAzima, en donde la

presencia de la actividad catalitica es indicativa de la presencia de dicha diana.

Preferiblemente, la carga viral de la diana, RSV, es cuantificada por el método mas arriba mencionado.
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Para ofrecer una explicacion detallada de una tecnologia de g-RT-PCR, se hace referencia al documento de patente
europea EP 543. 942 presentada por F.Hoffmann-La Roche AG, Suiza, mientras que la tecnologia de MNAzima es
explicada con gran detalle en el documento de solicitud de patente australiana PCT/AU2006/001473 presentada por
Johnson & Johnson Research Pty Limited, Australia) y ambos documentos se incorporan aqui por su referencia con
el objeto de proporcionar una explicacion detallada de ambas tecnologias.

En lo que se refiere a la tecnologia de MNAzima, se presenta a continuacién una descripcion general de dicha
tecnologia.

Una divulgacion de una molécula de componentes multiples que se usa en un ensayo se puede encontrar en el
documento de solicitud de patente internacional WOO03/089650. Las MNAzimas (solicitud de
patente PCT/AU2006/001473 presentada por Johnson & Johnson Research Pty Limited, Australia) son unos nuevos
acidos nucleicos cataliticos que estan basados en ADNzimas. Las MNAzimas consisten en dos o mas secuencias de
oligonucledtidos (p.ej. partzimas) que, solamente en la presencia de una molécula facilitadora del ensamble de una
MNAzima forman una enzima de acido nucleico activa que es capaz de modificar cataliticamente a un substrato, por
ejemplo a un substrato reportero. Una MNAzima ilustrativa, que comprende la partzima A y la partzima B, se
describe en la Figura 2. Con referencia a la Figura 2, las partzimas A y B ADN se fijan, cada una de ellas, a una
diana, es decir a la molécula facilitadora del ensamble de una MNAzima (p.ej. mediante un emparejamiento de
bases segun Watson-Crick con una diana de acido nucleico). La MNAzima se forma solamente cuando los brazos
de sensores de las partzimas A y B se hibridan adyacentemente uno con otro en la diana. Los brazos de substrato
de la MNAzima se aplican al substrato reportero, cuya disociacion es catalizada por el nicleo catalitico de la
MNAzima, que se ha formado por la interaccion de los dominios cataliticos de las partzimas A y B. La MNAzima
disocia al substrato entre un fluoréforo y un par de tintes desactivadores, generando de esta manera una sefal. La
disociacion de una quimera de ADN y ARN (substrato reportero) se ilustra como ejemplo en el dibujo. Al término de
"MNAzima" se hace referencia también como “una enzima de acido nucleico de componentes multiples". Una
MNAzima puede comprender también un oligonucledtido estabilizador, que proporciona estabilidad a la MNAzima
interactuando con una facilitadora del ensamble o un substrato. Es evidente que la formacion de una MNAzima
requiere el ensamble de por lo menos los componentes partzimas con la diana (o la facilitadora del ensamble), asi
como la fijacién de un substrato reportero, para que la actividad catalitica sea detectable, y para que la ausencia de
cualquiera de estos componentes dé como resultado una falta de actividad catalitica.

El substrato reportero que se usa con las MNAzimas puede ser marcado por uno cualquiera de una gran diversidad
de medios que incluyen, por ejemplo, unos fluoréforos (con o sin uno o mas componentes adicionales, tales como
desactivadores) unas marcas radiactivas, ena marcacion con biotina (p.ej. una biotinilaciéon) o unas marcas
quimioluminiscentes. Unos substratos reporteros para acidos nucleicos cataliticos pueden incluir también unas
enzimas de proteinas o acidos nucleicos, por ejemplo, unidas por enlaces covalentes a sus extremos terminales.

Los substratos reporteros usados con las MNAzimas pueden ser unos sistemas de substratos reporteros genéricos,
que permiten un desarrollo rapido de los ensayos, permitiendo unos faciles cambios de disefio para crear nuevas
MNAzimas que reconozcan a diferentes dianas.

La porcidon de brazo de substrato y la porciéon de nucleo catalitico de las partzimas puede permanecer inalteradas,
requiriéndose cambios solamente en la porciéon de brazo de sensor de una o mas partzimas que se requiere para
nuevas dianas. Se proporcionan unas secuencias de substratos genéricos y el mismo substrato puede por lo tanto
ser incorporado en unos ensayos para muchas diferentes dianas. Ademas, el mismo substrato puede ser
incorporado en los métodos en diversas formas de realizacion del presente caso, incluyendo unos ensayos en los
que el substrato esta libre en disolucién o esta trabado o unido a un soporte. Se puede usar una serie de substratos
genéricos en una reaccion multiplex que permite la deteccion simultanea de multiples dianas. Unas estrategias con
MNAzimas que usan unos substratos genéricos ofrecen una ventaja mayoritaria con respecto a unas tecnologias
tales como las TagMan® o Beacons, que requieren el disefio y el uso de unas sondas que sean especificas para
cada nueva diana.

Como se describira seguidamente con mas detalle, las MNAzimas tienen en ciertas formas de realizacion la
ventajosa propiedad de ser capaces de utilizar un substrato reportero universal o genérico. Dicho substrato se
muestra en la Figura 2 en una configuracion actualmente preferida, en la que el substrato reportero comprende a la
vez una porcion detectable y una porcion desactivadora. La porcion desactivadora esta adaptada para disminuir o
eliminar una sefal detectable a partir de la porcién detectable del substrato hasta que la MNAzima disocie al
substrato. Por ejemplo, la porcién desactivadora puede comprender el "Desactivador de Agujero Negro =
Desactivador de Agujero Negro 1" (BHQ1) o "el Desactivador de Agujero Negro 2" (BHQZ2). Por lo tanto, la MNAzima
disocia al substrato reportero entre la porcion detectable y la porcion desactivadora permitiendo que las dos
porciones se separen en una solucién, permitiendo de esta manera que la sefial detectable aparezca o aumente
cuando la porcién desactivadora sea distanciada, o eliminada de manera efectiva, desde el entorno local de la
porcién detectable.
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El uso del substrato reportero genérico o universal es habilitado mediante el disefio de las partzimas componentes
de las MNAzimas. Alterando solamente los brazos de sensores de las partzimas, pero dejando inalterados a los
brazos de substrato, se puede disefiar una gran variedad de MNAzimas que sean especificas para cada una de una
pluralidad de dianas, todas las cuales utilizan un substrato reportero universal para la deteccién. Un profesional
experto apreciara las ventajas que esto ofrece en términos de eliminar la necesidad de tener unos substratos
ajustados a medida o Unicos para cada diana. Cada nueva diana requiere solamente uno o mas cambios en una o
mas de las porciones de brazos de sensores; la porcién de brazo de substrato y la porcion de nuicleo catalitico
pueden permanecer constantes. Por lo tanto, un Unico substrato reportero se puede usar para una Unica diana
usando una MNAzima, y multiples dianas en una serie de ensayos que usan unas MNAzimas alteradas. Una
pluralidad de substratos reporteros permite una multiplexion para detectar multiples dianas en un Unico ensayo
usando multiples MNAzimas, una para cada diana. Dichos métodos multiplexados de usar MNAzimas se ejecutan
con facilidad en disoluciéon o con unién a un sistema de soporte. Se considera en el presente contexto que unos
ensayos multiplexados se pueden ejecutar de esta manera en unos sistemas que implican unir uno o mas de los
elementos substrato reportero o las partzimas de MNAzimas o la facilitadora del ensamble, o unas actividades
adicionales de las enzimas, a un soporte, como aqui se ha descrito.

Los substratos pueden ser modificados por una MNAzima proporcionando de esta manera un efecto detectable. En
el proceso de deteccion, la modificacion del substrato reportero por una MNAzima puede implicar, por ejemplo, una
disociacion, una ligacién, una metalacién de porfirinas y una formacion de enlaces de carbono y carbono, de enlaces
de éster o de enlaces de amida. Como una consecuencia de la modificacién del substrato reportero por una
MNAzima, se genera un efecto detectable y la magnitud del efecto puede ser, por lo tanto, indicativa de la cantidad
de la diana que se desea medir. El efecto detectable puede ser detectado por medio de una diversidad de métodos,
incluyendo una espectroscopia por fluorescencia, una resonancia de plasmones en la superficie, una espectroscopia
de masas, una resonancia magnética nuclear (RMN), una resonancia de espin de electrones, una espectroscopia de
fluorescencia con polarizaciéon, un dicroismo circular, un inmunoensayo, una cromatografia, una radiometria, una
fotometria, una escintigrafia, unos métodos electrénicos, una espectroscopia de rayos UV (ultravioletas), luz visible o
infrarrojos, unos métodos enzimaticos o cualquier combinacion de .ellos.

Las MNAzimas pueden contener una o mas sustituciones, tales como compuestos analogos, derivados, bases
modificadas o alteradas, ribonucleétidos, alteraciones de la cadena principal de azicar o de fosfato, diversas
supresiones, inserciones, sustituciones, duplicaciones u otras modificaciones, o cualquier combinacién de éstas, que
son bien conocidas por los expertos en la especialidad. Tales modificaciones, sustituciones, supresiones,
inserciones, etc. se pueden hacer en los brazos de sensores y/o de substrato y/o en las porciones de nucleo
catalitico de manera tal que la molécula retenga la actividad catalitica. Unas sustituciones y modificaciones en los
brazos que se fijan al substrato o a la facilitadora del ensamble pueden ser bien toleradas y de hecho son la base
para permitir el ajuste a medida de las moléculas a diferentes substratos y/o facilitadoras del ensamble. Por ejemplo,
una modificacion de los brazos de sensores permitira el ajuste a medida a diferentes facilitadoras del ensamble,
mientras que una modificacion de los brazos de substrato permitira el ajuste a medida a diferentes substratos.

Un profesional experto apreciara que las MNAzimas comprenden o bien unos desoxirribonucleétidos o unos
ribonucledtidos, o incluso ambos. Se prefieren especialmente aquellas MNAzimas que comprenden por lo menos
uno y, mas preferiblemente, todos los componentes oligonucledtidos de los desoxirribonucledtidos. También se
prefieren las MNAzimas que comprenden por lo menos una base de desoxirribonucleétido o su compuesto analogo,
dentro del nucleo catalitico de la MNAzima. Son incluso mas preferidas aquellas formas de realizacién en la que
dicha base es requerida por su actividad catalitica.

Un ejemplo basico de una estructura de MNAzima se representa en la Figura 2. La estructura mostrada comprende
la partzima Ay la partzima B que se han emparejado en bases con una molécula facilitadora del ensamble de una
MNAzima, que se muestra aqui simplemente como la Diana. Las enzimas partzimas A y B, por interaccion con una
Diana, han permitido que el nucleo catalitico llegue a una estrecha proximidad y de esta manera se forme. Los
brazos de substrato de la MNAzima han interactuado con un substrato y han emparejado bases con él, aqui
denominado el Substrato Reportero. De esta manera la MNAzima se ha autoensamblado y este proceso es facilitado
mediante la presencia de la molécula facilitadora del ensamble de una MNAzima Diana. En ausencia de la Diana, no
se formara ninguna MNAzima. Una modificacion (en este caso, una disociacion) del substrato es catalizada por el
nucleo catalitico de la MNAzima en el Sitio de Disociacion de MNAzimas dentro del substrato designado por la flecha
vertical. El substrato, en esta forma de realizacién particular del invento, comprende una porcién detectable que
tiene una sefial detectable, por ejemplo un fluoréforo F, y una porcion desactivadora que tiene un efecto de
desactivacion de la seial detectable F mediante la accién del desactivador Q. Después de la disociacién en el Sitio
de Disociacion de una MNAzima, hay un aumento sustancial en una sefial detectable, que aqui es una
fluorescencia, que es detectada o cuantificada con facilidad.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2559812 T3

De acuerdo con el invento, la partzima Ay la partzima B, mostradas en la Figura 2, comprenden, cada una de ellas,
una porcion de brazo de substrato, una porciéon de nucleo catalitico y una porcién de brazo de sensor. En la
presencia de una diana, las porciones de brazos de sensores de la partzima A y de la partzima B pueden comenzar
a hibridarse an, y emparejar bases con porciones complementarias de la diana, por ejemplo una secuencia de ADN
o ARN. Después de haberse puesto en contacto con la diana de esta manera, la MNAzima se autoensambla
formando un nucleo catalitico, que puede modificar a un substrato que esta unido por los brazos de substrato. De
manera preferible, la presencia de la MNAzima es detectada mediante la deteccion o medicién de su actividad
catalitica. Los brazos de substrato de la MNAzima ensamblada de esta manera pueden ajustarse a un substrato, por
ejemplo al substrato reportero mostrado en la Figura 2, mediante la interaccion de las secuencias complementarias
de los brazos de substrato y del substrato. Una vez que el substrato se ha aplicado de esta manera con los brazos
de substrato, el nucleo catalitico puede favorecer la modificacion (p.ej. la disociacion) del substrato, que a su vez
puede ser medido, o detectado, ya sea directamente o indirectamente.

Multiples MNAzimas son utiles en el presente invento puesto que ellas permiten la deteccidon de unas secuencias
relacionadas, que difieren en tan poca cosa como por un Unico nucleétido. Similarmente, se requiere un Unico
substrato reportero para detectar a cada una de las diversas dianas. En algunos casos, para multiplexar el método
requiere el uso de una sefial detectable distinguible o Unica para cada substrato reportero, con el fin de facilitar el
disefio del método.

El acido nucleico diana puede ser amplificado de acuerdo con un proceso para amplificar ese acido nucleico (es
decir, un ADN o ARN). Preferiblemente, se usan unos métodos clasicos de amplificacion in vitro. Los amplicones
generados durante la amplificaciéon sirven como unas dianas para una MNAzima, y por lo tanto una actividad de
MNAzima es indicativa de la presencia de la diana. Un profesional experto apreciara que dicha vigilancia se puede
realizar dentro de un Unico recipiente en unas condiciones que permiten a la vez la amplificacion y el ensamble de la
MNAzima y la actividad catalitica, o el ensayo de MNAzima se puede realizar en un momento posterior, o en algunos
momentos posteriores a lo largo de la amplificacion, sacando muestras al final o durante el curso de las tandas de
reaccion de amplificacion.

El método para detectar la presencia de por lo menos una diana o facilitadora del ensamble puede comprender
ademas proporcionar por lo menos unos componentes oligonucleétidos tercero y cuarto, en donde dicho por lo
menos un tercer componente oligonucledtido y dicho por lo menos un cuarto componente oligonucleétido son
capaces de autoensamblarse en la presencia de por lo menos una adicional diana o facilitadora del ensamble para
formar por lo menos una adicional MNAzima activa cataliticamente, y en donde esta presente en la muestra por lo
menos un substrato reportero adicional, siendo dicho substrato reportero adicional capaz de ser modificado
solamente por la adicional MNAzima, en donde dicha modificacién proporciona dicho efecto detectable adicional.

Se obtienen unas curvas patron de valores de ciclo de umbral (Ct acrénimo de Cycle threshold) a lo largo del tiempo
para la(s) diana(s) y se representan graficamente sobre las curvas patron, generalmente obtenidas a partir de un
gen testigo o casero, y se visualiza y calcula la proporcion de una diana establecida en la poblacién virica o en un
entorno establecido.

Los protocolos y productos del presente invento se pueden usar para diversas finalidades de diagnoéstico, clinicas,
toxicoldgicas, de investigacion y forenses, incluyendo el descubrimiento de farmacos, el disefi de terapias de los
pacientes, el ensayo de la eficacia de los farmacos y la gestion del tratamiento de los pacientes. Los presentes
métodos se pueden usar en combinacién con estos ensayos. Los resultados se pueden implementar en modelos de
ordenador y en bases de datos. Adicionalmente, los protocolos y productos del presente invento permiten también
vigilar el efecto de unos compuestos anti-RSV sobre la carga viral.

Definiciones

Los términos " molécula facilitadora del ensamble", "facilitadora del ensamble", "molécula facilitadora del ensamble
de una MNAzima", "facilitadora" y "facilitadora del ensamble de una MNAzima", tal como se usan en el presente
contexto, se refieren a unas entidades que pueden facilitar el autoensamble de partzimas componentes para formar
una MNAzima activa cataliticamente. En unas formas de realizaciéon preferidas, se requiere una facilitadora del
ensamble para realizar el autoensamble de una MNAzima. Una facilitadora del ensamble en algunas formas de
realizacion comprende una diana tal como un analito de acido nucleico o que no sea de acido nucleico. Las
moléculas facilitadoras del ensamble pueden comprender una o mas regiones o moléculas que pueden emparejarse
con, o fijarse a, una o mas "partzimas" de oligonucleoétidos, que constituyen unos componentes o unas porciones de
una "MNAzima". No se requiere que la facilitadora del ensamble interactie con, se empareje con, o se fije a cada
partzima o oligonucleétido con la condiciéon de que ella interactie con, se empareje con o se fije a, por lo menos una
de las partzimas componentes de una MNAzima. Tal como se usan en el presente contexto, las moléculas
facilitadoras del ensamble de una MNAzima estan pensadas para abarcar la mas amplia gama de constituyentes,
que pueden facilitar el autoensamble de una MNAzima. En algunas formas de realizacion, una facilitadora del
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ensamble puede comprender cualquier célula o cualquier porcién de la misma, por ejemplo cualquier célula
eucaridtica o procariética, virus, prion, levadura u hongo, o cualquier otra molécula que, por ejemplo, incluya, pero no
esté limitada a, una proteina, un polipéptido, un péptido o un acido nucleico. En otras formas de realizacién, una
facilitadora del ensamble puede comprender un virus, un prion, una levadura o un hongo, o cualquier otra molécula
que, por ejemplo, incluya, pero no esté limitada a, glicoproteinas, lipidos, lipoproteinas, organismos enteros, células,
virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos, patdgenos, toxinas, contaminantes, venenos, pequefias
moléculas, polimeros, iones metalicos, sales metalicas, priones o cualesquiera derivados, porciones o
combinaciones de los/as mismos/as.

El término "diana", tal como se usa en el presente contexto, incluye cualquier entidad, constituyente o analito, natural
o sintético/a que se desee detectar, identificar o cuantificar por medio de una(s) particular(es) MNAzimas. Por lo
tanto, las dianas abarcan la mas amplia gama de entidades, constituyentes o analitos detectables para los/las que
sean deseables unos sensibles métodos de deteccion, identificacion y/o cuantificacion. En algunas formas de
realizacion, una diana comprende una facilitadora del ensamble. Algunas dianas ilustrativas incluyen, pero no se
limitan a, proteinas, polipéptidos, péptidos o acidos nucleicos, glicoproteinas, lipidos, lipoproteinas, organismos
enteros, células, virus, bacterias, arqueas, levaduras, hongos, anticuerpos, metabolitos, patégenos, toxinas,
contaminantes, venenos, pequeias moléculas, polimeros, iones metalicos, sales metalicas, priones o cualesquiera
derivados, porciones o combinaciones de los/as mismos/as. Otras dianas se consideran también para su uso en el
presente contexto.

Los términos "substrato", "molécula de substrato" y "substrato quimico" como se usan en el presente contexto,
incluyen cualquier molécula que sea apta para ser reconocida y afectada o modificada quimicamente por una
molécula catalitica. En unas formas de realizacion particulares, un substrato puede ser reconocido y modificado por
una enzima. En otras formas de realizacion, un substrato puede ser reconocido y modificado por una molécula de
acido nucleico catalitico. La modificacion quimica de un substrato puede ser medida por la apariciéon de, o el
aumento en, un producto de la reaccién de modificacion, o por la desaparicién de, o la disminucién en, un substrato
de las tandas de reaccion de modificacién. Una molécula catalitica particular puede reconocer a una o mas
diferentes moléculas de substratos, con tal de que cada molécula de substrato tenga por lo menos una estructura
minima, que sea reconocible en cuanto a una actividad catalitica por la molécula catalitica.

Los términos "substrato reportero”, "sonda reportera” o "substrato de sonda reportera” como se usan en el presente
contexto, se refieren a un substrato que esta particularmente adaptado para facilitar la medicién de, o bien la
desaparicién de un substrato o la aparicién de un producto en conexién con una reaccion catalizada. Los substratos
reporteros pueden presentarse libremente en disolucion o unidos (o "trabados"), por ejemplo, a un substrato, o a otra
molécula. Un substrato reportero puede ser marcado por uno cualquiera de una gran diversidad de medios,
incluyendo, por ejemplo fluoréforos (con o sin uno o mas componentes adicionales, tales como desactivadores),
marcas radiactivas, una marcacion con biotina (p.ej. una biotinilacién) o unas marcas quimioluminiscentes. Unos
substratos reporteros para acidos nucleicos cataliticos pueden incluir también unas enzimas de proteinas o acidos
nucleicos, unidas covalentemente a sus extremos terminales.

Como se usan en el presente contexto, los términos "partzima", "componente de partzima" y "componente de
oligonucledtido" se refieren a un oligonucleétido que contiene un ADN o que contiene un ARN o que contiene un
ADN y un ARN, dos o mas de los cuales, solamente en la presencia de una molécula facilitadora del ensamble de
una MNAzima, pueden formar conjuntamente una "MNAzima". En ciertas formas de realizacion preferidas, una o
mas partzimas componentes, y preferiblemente por lo menos dos de ellas, pueden comprender tres regiones o
dominios: un dominio "catalitico" que forma parte del nucleo catalitico de la MNAzima, que cataliza una modificaciéon
quimica; un "brazo de sensor" que puede asociarse con, y fijarse a, una facilitadora del ensamble (p.ej. a una diana);
y a un dominio de "brazo de substrato" que puede asociarse con, y/o fijarse a, un substrato. Una descripcion de
estas regiones o estos dominios se puede ver, por ejemplo, en la Figura 2. Una partzima puede comprender una o
mas moléculas.

Abreviaturas

MNAZzima : enzima de acido nucleico de componentes multiples, o enzima de acido nucleico multipartita;
ADNzima : enzima de acido desoxirribonucleico;

ARNzima : enzima de acido ribonucleico, o ribozima;

PCR : reaccion en cadena de la polimerasa;

dH-0 : agua destilada desionizada;

F : fluoréforo

Q : desactivador

JOE o0 6-JOE : 6-Carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina;
FAM o 6-FAM : 6-Carboxifluoresceina;

BHQ1 : Desactivador de Agujero Negro 1;
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BHQ?2 : Desactivador de Agujero Negro 2.

Figuras

La Figura 1 es un diagrama de flujos de trabajos de diagndstico para la determinacion de la carga viral con RSV.

La Figura 2 es una representacion de un disefio ilustrativo para una MNAzima, en el que unas porciones de brazos
de substrato (A) de unas enzimas parciales A y B se fijan a un substrato reportero, con el que se unen una marca
fluorescente (a la izquierda) y un desactivador (a la derecha). Unas porciones de nucleo catalitico (C) estan situadas
entre unas porciones de brazos de substrato (A) y unas porciones de brazos de sensor (B). Después de haber fijado
las porciones de brazos de sensor (B) a una diana, el substrato reportero es disociado en el Sitio de Disociacion de
una MNAzima, aumentando de esta manera la fluorescencia.

La Figura 3: es una representacion esquematica de un analisis multiplex ilustrativo de mdltiples dianas: Dos o mas
dianas pueden ser detectadas simultaneamente usando dos o mas substratos, siendo cada uno de ellos especifico
para una MNAzima. Los substratos son marcados preferiblemente con diferentes fluoréforos. En este ejemplo, la
Diana 1 puede ser detectada vigilando el aumento en la fluorescencia de FAM y la Diana 2 puede ser detectada
vigilando el aumento en la fluorescencia de JOE. Q: desactivador; FAM, JOE: fluoréforos.

La Figura 4: es una representacion esquematica de las secuencias de Testigos de Control de la Cuantificacion
Externa clonadas en el vector TOPO-TA (Invitrogen, Merelbeke): EQC-A (A) y EQC-B (B). Los vectores indican el
promotor de T7 y los cebadores flanqueadores se usan para generar el amplicon que habia sido clonado. También
se muestran los dos cebadores que se usaron durante el ensayo de g-RT-PCR en cada vector asi como la situacion
del sitio de restriccién con Ndel, usado para linealizar los vectores antes de la transcripcion.

Las Figuras 5a/b: Son unas representaciones esquematicas de las secuencias de testigos de control de la extraccion
Interna. La amplificacion por g-RT-PCR usa una secuencia conservada y especifica de RSV-A y RSV-B en el
genoma de RSV. Estas secuencias estan situadas en el gen F para RSV-A (1) y en el gen N para RSV-B (3). Los
cebadores para amplificar los ARN de los RSV vy el testigo de control de la extraccion interna de los RSV son
idénticos por cada sub-cepa. Las secuencias entre los cebadores son especificas para ciertas sondas: RSV-A ARN
= RSVA-Fgen-TP sonda (1), RSV-A testigo de control de la extraccion interna = RSVA-EC-Fgen-TP sonda (2); RSV-
B ARN = RSVB-Ngen-TP sonda (3), RSV-B testigo de control de la extraccion interna = RSVB-EC-Ngen-TP sonda

(4).

La Figura 6: Es una representacion esquematica de las secuencias de testigo de control de la extraccién interna
(IEC) clonadas en el vector TOPO-TA (Invitrogen, Merelbeke): plEC-A (A) y plEC-B (B).Los vectores indican el
promotor T7, los dos cebadores vy la situacion de las sondas para cada vector asi como la situacién de los sitios de
restriccion ApalLl que se usaron para linealizar los vectores antes de la transcripcion.

Los siguientes Ejemplos no limitativos ayudan a ilustrar los principios del invento.
Ejemplos

Ejemplo 1

Los esputos y los NPW se recibieron a partir de diversas fuentes (REGA, Leuven, Bélgica; O.L.V. Ziekenhuis, Aalst,
Bélgica). Las muestras de esputos y NPW que se usaron en estos experimentos cuando no estaban infectadas con
RSV fueron entresacadas de unas existencias de virus RSV (RSV-A: RSV-GFP 011828) en su caso.

Adicionalmente se usaron un Dyspomix (de Wilten Instruments, N° de catalogo 900,021,00, Berchem, Bélgica), un
AFA (de Covaris, Hoddesdon, Reino Unido) y un ABI9700HT (de Applied Biosystems, CA, EE.UU.) en el curso de
estos experimentos.

Tratamiento de las muestras como preparacion para una extraccidon automatica de ARN
Se desarrollé un método para la preparacion de diferentes muestras de RSV para una extraccion automatica de
ARN (véase la Figura 1 para el esquema de flujos de trabajos).

Diferentes clases de tratamiento podrian realizarse con diferentes clases de muestras (como las que se describen
en la Tabla 1).
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Tabla 1. Resefia de diferentes tipos de muestras y diferentes métodos de preparacion.
NPW: Lavado Nasofaringeo; BAL: Lavado Bronquioalveolar

Esputo NPW Fluido BAL Cultivo de Virus Cultivo de Virus Tejido de pulmon
(humano) | (humano) | (de ratén) (Sobrenadante) (Fraccién celular) (de rata)
Covaris S2 Si Si Si Si Si No
Dyspomix Si Si Si Si Si Si
EasyMAG No Si Si Si No No

Las muestras se almacenaron en el mismo laboratorio a -80 °C. El peso de las muestras congeladas se determino
mientras que éstas todavia estaban congeladas, se afiadié 1 volumen de una mezcla de PBS y 10 % de DTT a las
muestras con un volumen final minimo de 2,2 ml (en un tubo de fondo redondo de polipropileno de Becton Dickinson
con una capacidad de 14 ml, numero de referencia 352059 (25 por bolsa, estéril)). Unas muestras con un volumen
inicial estimado mayor que 1,5 ml fueron en primer lugar transferidas a un tubo de 50 ml antes de la adicién de un
volumen de PBS y 10 % de DTT por medio de un ligero calentamiento del tubo de 15 ml hasta que las muestras
congeladas pudieran ser deslizadas dentro del tubo Falcon de 50 ml (Tapén rojo). La muestra congelada en PBS-
10 % de DTT se coloco en el instrumento de Covaris S2 y se traté con el SonoLAB Single v2,4,3 con los siguientes
ajustes:

Modalidad = Seguimiento de la energia, Numero de ciclos = 10, Limite de la temperatura del bafio = 15°C
Tratamiento 1: "Ciclo de Trabajo" = 20 %, "Intensidad" = 10 y "Ciclos/Rafaga" = 100 durante 30 s.
Tratamiento 2: "Ciclo de Trabajo" = 0,1 %, "Intensidad" = 0,1 y "Ciclos/Rafaga" = 50 durante 10 s.

En la mayor parte de los casos era suficiente un (1) ciclo para disolver a la muestra, en el caso de que no fuese asi,
se anadieron tantos ciclos suplementarios como se necesitasen.

El enfriamiento del Covaris se ajusté a 1 °C.

Después del tratamiento de Covaris, se afadieron 4 volimenes de muestras iniciales de un Tampdn de lisis
(EasyMAG, de BioMérieux) y se incubaron durante 10 minutos.

El instrumento de Covaris S2 que se ha descrito mas arriba puede ser encontrado en el sitio web de Covaris viz
www.covarisinc.com. En resumen, el proceso de Covaris produce un campo acustico controlado dentro de un
recipiente que esta cerrado herméticamente. El proceso se basa en una tecnologia de energia acustica enfocada
controlada por ordenador. El proceso Adaptive Focused Accoustics (con el acronimo AFA) de Covaris trabaja
enviando unos paquetes de ondas de energia acustica a partir de un transductor en forma de plato, que converge y
enfoca en una pequefa zona localizada (él es visualizado algunas veces como un cono vibrante de altavoz). En este
punto focal, la densidad de energia puede ser enfocada de una manera controlable en la muestra que interesa, lo
que ha probado ser beneficioso para numerosas aplicaciones de preparacion de muestras. Esencialmente, el
proceso hace posible que la energia mecanica sea aplicada a una muestra sin entrar en contacto directamente con
la muestra.

Un instrumento de Covaris avanzado comprende un denominado intensificador que esta unido con el transductor
que produce las ondas. Dichas ondas, comenzando a partir del centro del intensificador concavo, son reflejadas por
el cono y las ondas verticales obtenidas producen un calentamiento suplementario en el fondo del recipiente.

Extraccion automatica de ARN

El ARN fue extraido usando la plataforma de EasyMAG (de BioMérieux) de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el suministrador con la siguiente adaptacion: se usaron 3 ml del volumen de la muestra lisada
(No se dispensaba lisis en el EasyMAG), por 8 muestras que se habian de extraer: 110 pl de IEC-B (testigo de
control de la extraccion interna para los RSV-B, almacenados a -80 °C) se mezclaron con 440 pl del Tampodn 3 de
EasyMAG y 550 pl de perlas magnéticas. En total, 125 pl de esta mezcla se dispensaron en pocillos separados
usando los ajustes previamente programados numero 2 de la pipeta dispensadora de EasyMAG. Usando los ajustes
previamente programados numero 3 de la pipeta dispensadora de EasyMAG se afiadieron 100 pl de esta mezcla a
cada una de las muestras. Se realizd una elucion en 110 pl (Tampon 3, de EasyMAG). Tan pronto como se hubo
completado la extraccion, se ejecuté la tecnologia de g-RT-PCR o la tecnologia de MNAzima tal como se describira
en los Ejemplos 2 (A) y (B) respectivamente. El resto del ARN se almacené a -80 °C.
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Se usaron dos posibilidades para realizar la cuantificacion, o bien una g-RT PCR usando la tecnologia de Tagman
(tecnologia de g-RT PCR y unas sondas de Tagman) o la tecnologia de MNAzima.

Para una explicacion detallada de la tecnologia de g-RT PCR se hace una referencia especifica al documento de
patente europea EP 543. 942 presentada por F.Hoffmann-La Roche AG, Suiza, mientras que la tecnologia de
MNAzima se explica con gran detalle en la solicitud de patente PCT/AU2006/001473 presentada por Johnson &
Johnson Research Pty Limited, Australia) y ambas se incorporan por la presente para obtener una explicacion
detallada de ambas tecnologias.

Ejemplo 2
(A) Uso de la tecnologia de q-RT PCR y de sondas de Taqgman para la cuantificaciéon de unas cepas virales de RSV-

A y RSV-B y unas secuencias de acidos nucleicos testigos por intermedio de una PCR en tiempo real monoplex

Sondas y Cebadores:
Los cebadores para la amplificacion por g-RT-PCR de RSV-A (y por lo tanto también del pI[EC-A) fueron:

Oligonucledtido Secuencia
RSV-A-Fgen-FW 5-CTGTGATAGA RTTCCAACAA AAGAACA-3' SeqlID No. 1
RSV-A-Fgen-RV 5-AGTTACACCT GCATTAACAC TAAATTCC-3' SeqlID No. 2

Los cebadores para la amplificacion por g-RT-PCR de RSV-B (y por lo tanto también del plEC-B) fueron:

Oligonucledtido Secuencia
RSV-B-Ngen-FW 5-GGCTCCAGAA TATAGGCATG ATTC-3' SeqlID No. 3
RSV-B-Ngen-RV 5-TGGTTATTAC AAGAGCAGCT ATACACAGT-3' SeqlID No. 4

La sonda para RSV-A fue:

Sonda Secuencia
RSV-A-Fgen-TP FAM 5'-CAGACTACTAGAGATTACC-3' NFQ-MGB* SeqID No. 5
RSV-B-Ngen-TP FAM 5'-TATCATCCCACAGTCTG-3' NFQ-MGB SeqlID No. 6

*NFQ-MGB: Secuencia de Non-Fluorescent Quencher - Minor Groove Binding [de Fijacién a Muesca Menor —
desactivador no fluorescentel:

La sonda para plEC-A fue:

Sonda Secuencia
RSV-A-EC-Fgen-TP FAM 5'-AATGACCAATCCATACGCA-3' NFQ-MGB SeqID No. 7

La sonda para plEC-B fue:

Sonda Secuencia
RSV-B-EC-Ngen-TP FAM 5'-TACCGTACTCTAGCCTA-3' NFQ-MGB SeqID No. 8

10
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Para cada muestra, se prepararon tres mezclas para g-RT-PCR en duplicado:
RSV-A, RSV-By IEC

Muestras “ 1 “
Volumen de reaccion (ul) 30 “
Detalle de la mezcla Concentracion Volumen para (pl)
Unidad Existencias Final 1 muestra X muestras
Agua libre de Rnasa 0,77 2,31
ARNt de levadura ng/ml 10.000 120 0,360 1,08
2x Tampén de reaccion X 2,00 1,000 15,000 45,00
Euroscript RT kU/ml 50,00 0,250 0,150 0,45
Sonda de RSV UM 25,00 0,100 0,120 0,36
Cebador FW de RSV UM 20,00 0,900 1,350 4,05
Cebador RV de RSV UM 20,00 0,900 1,350 4,05
MgCl. mM 50,00 1,500 0,900 2,70
Volumen total de la mezcla (pl) 60,00
Volumen de la mezcla / tubo (ul) 20,00
ARN total de RSV-A 10,00

Cuando todos los componentes se hubieron afiadido a la placa, la placa fue cerrada herméticamente con una Tapa
Adhesiva Optica (de ABI) y centrifugada durante 1 minuto a 1,500 rpm (revoluciones por minuto). Antes de tratar en
la ABI7900HT, la placa fue tapada con una Snap-On Optical Film Compression Pad [Almohadilla de Compresién de
Pelicula Optica de Salto Elastico] MicroAmp™ (de ABI).

El perfil térmico fue:

"Escalén 1" reaccion de la transcriptasa inversa: 48 °C, 30 minutos
"Escalén 2" activacion de la polimerasa: 95 °C, 10 minutos
"Escaldn 3": 45 repeticiones:

Desnaturalizacion a 95 °C, 15 segundos

Elongacion a 60 °C, 1 minuto

Construccién del testigo de control de la cuantificacion externa (EQC) para el ensayo por g-RT PCR de RSV
Con el fin de definir el intervalo dinamico del ensayo por g-RT-PCR, se construyeron unos controles de la
cuantificacion externa. Esto incluia:

e Eldisefio de las siguientes construcciones artificiales plasmidicas que contenian:

O La secuencia situada entre los cebadores directo (EQC-RSV-A-FW) e inverso (EQC-RSV-A-RV)
que cubre una region de RSV-A de 1.004 pares de bases incluyendo la region en donde se
reanillan los cebadores y las sondas de ensayo por g-RT-PCR de RSV-A. Esta construccion
artificial es marcada como testigo de control de la cuantificacion externa de RSV-A (pEQC-A).

O La secuencia situada entre los cebadores directo (EQC-RSV-B-FW) e inverso (EQC-RSV-B-RV)
que cubre una region de RSV-A de 1.399 pares de bases incluyendo la region en donde se
reanillan los cebadores y las sondas de ensayo por g-RT-PCR de RSV-B. Esta construccion
artificial es marcada como testigo de la cuantificacion externa de RSV-B (pEQC-B).
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Cebadores y sondas

Los cebadores encargados para las construcciones artificiales de pEQC-A (EQC-RSV-A-FW, EQC-RSV-A-RV y
EQC-RSV-A-RVret) y de pEQC-B (EQC-RSV-B-FW, EQC-RSV-B-RV y EQC-RSV-B-RVret) se describen aqui
debajo.

Oligonucledtido

EQC-RSV-A-FW 5-AATCAAAATAAACTCTGGGGC-3' pb 5631-5651* SeqID No. 9
EQC-RSV-A-RV 5-GTTGGTTGTACATAGAGGGG-3' pb 6634-6615* SeqlID No. 10
EQC-RSV-A-RVret 5-TACATGTTTCAGCTTGTGGG-3' pb 6734-6715* SeqlID No. 11
EQC-RSV-B-FW 5-ATATTTATCAATCATGGCGGG-3' pb 908-928** SeqlID No. 12
EQC-RSV-B-RV 5-CTACATCATCTTCTTTGGGG-3' pb 2306-2286** SeqlID No. 13
EQC-RSV-B-RVret 5-GTGCCAGATGTTATCGGGC-3' pb 2524-2507** SeqlID No. 14

* Posiciones que estan basadas en la cepa Long (AY911262, RSV-A)
** Posiciones que estan basadas en AY353550 (RSV-B)

Muestras de RSV

Para este experimento se usaron unas partes alicuotas de una existencia de virus RSV-A-GFP (GST011828) y
RSV-B-P3-Hep2 (REGA).

Extraccion y amplificacion del ARN de deseados fragmentos del genoma de RSV

Unas existencias de virus RSV-A-GFP (GST011828) y RSV-B-P3-Hep2 (REGA) se extrajeron en el EasyMAG:
entrada 1,000 pl, salida 55 pl. EI ARN se sometié subsiguientemente a una amplificacion por PCR hemianidada con
RT. Las mezclas y condiciones de PCR se especifican aqui abajo.

Resefia de las diferentes mezclas de amplificacion por PCR (RT) y condiciones para generar los productos de
amplificacion hemianidada para RSV-A (1.004 pb) y RSV-B (1.399 pb). Las secuencias exactas de los cebadores se
han mencionado mas arriba.

Preparacion de la mezcla de PCR

_RT-PCR
N° de Muestras “ 1
Volumen de Reaccion (ul) 35
Detalle de la Mezcla Concentracion Volumen para (pl)
Unidad Existencias Final 1 muestra | x muestras
Agua libre de Rnasa 6,10 12,20
2x Tampon de reaccién HiFi X 2,00 1,000 17,50 35,00
Cebador FW UM 20,00 0,200 0,35 0,70
Cebador RVret UM 20,00 0,200 0,35 0,70
SobreescritoTM III HiFi U/l 100,00 2,000 0,70 1,40
Volumen total de la mezcla (pl) 25,00 50,00
| Volumen de ARN total (1) “ 10,00]
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Ciclado térmico

etapa | temp. (°C) | tiempo ciclos
1 53 30’
2 94 2
3 92 15” 40
4 55 30”
5 68 1'30”
6 68 7
7 4 retencion

Hemianidado

Muestras 1 ‘
Volumen de reaccion (ul) 50
Detalle de la mezcla Concentracion Volumen para (pl)
Unidad Existencias Final 1 muestra | x muestras
Agua libre de Rnasa 39,17 78,34
Tampén de PCR (MgCl; 15 mM) X 10,00 1,000 5,00 10,00
dNTPs mM 25,00 0,200 0,40 0,80
Cebador FW UM 20,00 0,200 0,50 1,00
Cebador RV UM 20,00 0,200 0,50 1,00
Expand'"HF PCR mM 3,50 0,030 0,43 0,86
Volumen total de la mezcla (pl) 46,00 92,00
Volumen total de la mezcla para RT-PCR (pl) “ 4,00 “

Ciclado térmico

Etapa | temp. (°C) | tiempo ciclos
1 94 2 min
2 94 15”
3 60 30” 35
4 68 1
5 68 7
6 4 Retencion

Clonacion en TOPO-TA

Los fragmentos de PCR obtenidos fueron clonados usando el estuche de clonacion TOPO TA (de Invitrogen,
Merelbeke, Bélgica) siguiendo las instrucciones del fabricante. Dicho brevemente, 4 ul de un producto de PCR (no
purificado) se mezclaron con 1 pl de una solucién de sal y 1 ul de un vector.

La mezcla de reaccion de ligacion se transformo en el seno de células E.coli TOP10 quimicamente competentes
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Después de haber crecido los cultivos de E.coli durante una noche, 10 colonias por construccion artificial (pEQC-A y
pEQC-B) fueron transferidas a un medio liquido de LB/Ampicilina, se dejaron crecer durante una noche y se ejecuté
una miniprep (de Qiagen, Hilden, Alemania). Volumen final = 50 pl, no se midio la concentracion.

Secuenciacion

En total 0,75 pl del ADN generado se sometieron a una secuenciacion. La secuenciacion se hizo usando el estuche
de secuenciacion Big Dye Terminator (BDT) Cycle Sequencing Kit v3,1 (N° de catalogo 4337457, Applied
Biosystems, CA, EE.UU.).

La composicion de la mezcla de cada pocillo se indica en la tabla presentada mas abajo. Las tandas de reaccion de
secuenciacion se ejecutaron usando el conjunto de cebadores

"T3" (5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3') (SeqlD No. 15) y

"T7" (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3') (SeqID No. 16) que estan situados en el vector TOPO-TA.
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La secuenciacion por PCR se hizo usando el 9800 Fast Thermal Cycler (de Applied Biosystems (ABI), N° de
catalogo 4356204, CA, EE.UU.). Las condiciones de PCR fueron 96 °C durante 5 segundos, 50 °C durante 5
segundos, 60 °C durante 1 minuto y 15 segundos y esto durante 25 ciclos en total seguidos por una retencion final a
12 °C.

Tabla : La composicion de la mezcla de una unica reaccion de secuenciacion, con un volumen final de 5,75 pl. (* se
uso el cebador de secuenciacion T7 o T3). "BDT" = acronimo de Big Dye Terminator, "DB" = acrénimo de La dilucion
Buffer (tampon de dilucion)

Preparacién de la mezcla de secuenciacién (ul):

x pocillos

1 pocillo 20
BDT 0,25 5,25 pl
DB 1,25 26,25 pl
Agua 1,50 31,50 pl
Cebador* 2,00 42,00 pl
Mezcla total 5,00 105,00 pl
Amplicén 0,75
Programa de PCR rédpida:
96 °C 5" N° de ciclos
50 °C 5" 25
60 °C 115"
12 °C Retencion

Transcripcion de ARN in Vitro

Un clon correcto de cada una de las construcciones artificiales EQC (Clon 6 para la EQC-A y Clon 3 para la EQC-B)
se linealizd usando la enzima de restriccion Ndel (Fig. 4 A & B). La digestién con la enzima de restriccion se ejecutd
a 37 °C para 3 horas usando el tampdn 4 para la enzima de restriccion. Las reacciones fueron detenidas por
incubacion a 65 °C (20 minutos) y se purifico. A la mezcla digerida por restriccion, se le afiadieron 1/20 volimenes
de EDTA 0,5 M (1 ul), 1/10 volumenes de NaOAC (2 ul) y 2 volumenes de EtOH (40 pl). La mezcla se puso a -20 °C
durante como minimo 15 minutos, y luego se centrifugd durante 15 minutos a la velocidad maxima. El material
sobrenadante se desechd y el sedimento se disolvié en 50 pl del tampdén TE. Las construcciones artificiales
linealizadas fueron luego transcritas usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de Ambion, N° de catalogo 1354,
Texas, EE.UU.). Las mezclas de reaccion fueron incubadas a 37 °C durante 4 horas. Se predijo que la longitud total
del ARN transcrito era de 1.250 (para EQC-A) y 1.600 (para EQC-B) nucleétidos. Multiples reacciones paralelas
fueron ajustadas para cada una de las EQC.

Retirada de ADN

Las mezclas de transcripcion fueron tratadas con TURBO DNase™ (se afiadieron 2 pl a la mezcla de transcripcion,
Ambion, N° de catalogo 2238, Texas, EE.UU.). El tratamiento con DNase perduré durante 1 hora a 37 °C en un
volumen final de 100 pl. EI ARN se purificé por medio de una extraccion del ARN en el EasyMAG (de BioMérieux)
eluyendo en 100 pl. Los materiales eluidos purificados fueron agrupados dando como resultado un volumen final de
aproximadamente 1 ml por EQC.

Cuantificacion de una EQC en tiempo real

Los transcritos purificados fueron sometidos a una cuantificacion por PCR en tiempo real o bien en la presencia o la
ausencia de la enzima RT. Las composiciones mezcladas de las diversas mezclas se pueden encontrar aqui
después de esto:
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N° de muestras

Volumen de reaccion (ul) 30 ‘
Detalle de la mezcla Concentracion Volumen para (pl)
Unidad Existencias Final 1 muestra X muestras
Agua libre de Rnasa 1,670 5,01
tARN de levadura ng/ml 10.000 120 0,360 1,08
2x Tampén de reaccion X 2,00 1,000 15,000 45,00
Euroscript RT kU/ml 50,00 0,250 0,150 0,45
Sonda de RSV-A UM 25,00 0,100 0,120 0,36
Cebador FW de RSV-A UM 20,00 0,900 1,350 4,05
Cebador RV de RSV-A UM 20,00 0,900 1,350 4,05
Volumen total de la mezcla (pl) 60,00
Volumen de la mezcla / Tubo (ul) 20,00
ARN total 10,00
EQC-B
N° de Muestras 1 ‘
Volumen de reaccion (ul) 30 ‘
Detalle de la mezcla Concentracion Volumen para (pl)
Unidad Existencias Final 1 muestra X muestras
Agua libre de Rnasa 1,670 5,01
tARN de levadura ng/ml 10,000 120 0,360 1,08
2x Tampon de reaccion X 2,00 1,000 15,000 45,00
Euroscript RT kU/ml 50,00 0,250 0,150 0,45
Sonda de RSV-B UM 25,00 0,100 0,120 0,36
Cebador FW de RSV-B UM 20,00 0,900 1,350 4,05
Cebador RV de RSV-B UM 20,00 0,900 1,350 4,05
Volumen de la mezcla total (pl) 60,00
Volumen de la mezcla / Tubo (ul) 20,00
ARN total 10,00

El programa usado en el equipo de PCR en tiempo real ABI9700 HT fue de 48 °C durante 30 minutos, de 95 °C
durante 10 minutos seguido por 45 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y de 60 °C durante 1 minuto. Para todos los
experimentos se usaron solamente sondas marcadas con FAM (ensayos Monoplex).
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Reproducibilidad de las EQC (partes alicuotas congeladas)

A partir de las agrupaciones de ARN de EQC (evaluadas en cuanto al contenido residual de ADN), se hicieron unas
series de diluciones a lo largo de 8 logs (8 partes alicuotas, diluidas a 1/10) con un volumen total de 2.500 pl. A partir
de estas existencias se tomaron unas partes alicuotas de 23 yl cada una y se almacenaron a -80 °C hasta que se
realizo el tratamiento.

Tratamiento de las muestras, un ejemplo

En total se trataron 5 muestras clinicas (Esquema de flujos, véase la Figura 1). Todas muestras se transfirieron a un
tubo Falcon de 15 ml y se afiadié PBS/1 % de DTT a un volumen final de 2,2 ml. Esta mezcla se tratd en el AFA (de
Covaris) durante 60 segundos antes de la adicion de 4 ml de un tampon de lisis (EasyMAG, de BioMérieux). A partir
de estos 6,2 ml por muestra, se trataron 3 ml en el EasyMAG (de BioMérieux) y el ARN se eluy6 en 110 pl de los
que 10 pl se trataron en la g-RT-PCR en duplicado. El experimento se repitid una vez comenzando a partir de la
extraccion con los restantes 3 ml.

Resultados

PCR

Las tandas de reaccion de PCR hemianidadas por RT se organizaron en duplicado y ambas generaron buenos
resultados para cada uno de los amplicones. El tamafio esperado para el amplicon de RSV-A fue de 1.004 pb y para
el de RSV-B fue de 1.399 pb. Estos fragmentos de PCR amplificados fueron ligados en un vector TOPO-TA y
transformados en el seno de E.coli competentes. Los transformantes se dejaron crecer durante una noche sobre
placas solidas de LB/ ampicilina. En total 10 colonias fueron transferidas a un medio liquido de LB/Ampicilina y se
dejaron crecer de nuevo durante una noche. Se prepard una miniprep (de Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de
estos cultivos y el resultante ADN se sometié a una secuenciacion.

Secuenciacion

No todos los fragmentos de PCR se ligaron en la misma direccién en el vector TOPO-TA. En total, 2 clones para el
pEQC-Ay 6 clones para el pEQC-B se clonaron en la correcta direccion dentro del vector TopoTA. De estos clones,
se escogieron el Clon 6 (pEQC-A) y el Clon 3 (pEQC-B) para la transcripcion in Vitro.

Transcripcion in Vitro

El Clon 6 (pEQC-A) y el Clon 3 (pEQC-B) se sometieron a una digestion por restriccion usando Ndel y se purificaron
como se ha descrito mas arriba. Las construcciones artificiales linealizadas y purificadas se sometieron a una
transcripcion in Vitro (usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de Ambion)). EI ADN residual se retiré usando la
TURBO DNase™ (de Ambion). Los transcritos se purificaron por medio de una extraccion del ARN en el EasyMAG
(de BioMérieux) que se ha descrito mas arriba.

Resultados de la PCR en tiempo real

Los transcritos puros se diluyeron a 1/1.000 y se sometieron a una reaccién de cuantificacion en tiempo real PCR
con la enzima RT (produciéndose una sefial de color azul oscuro) y sin ella (produciéndose una sefial de color azul
claro) para determinar el contenido de ADN residual de los transcritos. El transcrito en la hora 4 de pEQC-A mostré
una diferencia de 12 Cts entre la reaccion ejecutada sin RT y la reaccion ejecutada en la presencia de RT.
El ADN residual en los transcritos de RSV-B era comparable al de pEQC-A con una diferencia de aproximadamente
10 Cts entre las tandas de reaccion ejecutadas en la presencia o en la ausencia de la enzima RT.
Ambos testigos contienen menos que 1 molécula de ADN en 1.000 moléculas de ARN. Esto es aceptable para un
uso como un testigo de ARN.

Estabilidad (reproducibilidad) de la determinacion de los valores de Ct en una serie de diluciones de EQC

A lo largo de varios dias y por diferentes operadores se analizaron unas series de diluciones de EQC (A y B)
congeladas por medio de una cuantificacion por g-RT-PCR. Los resultados de estos ensayos (n = 6) muestran un
margen dinamico de 6-7 logs. Los repetidos experimentos indicaron una buena reproducibilidad con una pendiente
promediada de -3,39 (para EQC-A) y de -3,33 (para EQC-B), una ordenada en el origen del eje de las Y de 42,56
(para EQC-A) y 41,51 (para EQC-B) y una correlacion de 0,999 de los puntos de datos para ambos EQC-A y
EQC-B. Para la EQC-A, 5/6 tandas tenian un margen lineal de 7 logs. El valor medio de Ct de la dilucion mas baja
(n = 6) era de 11,98511 (desviacion tipica 0,484211) y el de la dilucién mas alta era de 35,90961 (desviacion tipica
0,988846) (n = 5, para la tanda 5 no se midi6 la dilucién mas alta). Para la EQC-B 4/6 tandas solamente tenian un
margen lineal de 6 logs. El valor medio de Ct de la dilucién mas baja (n = 6) era de 10,98107 (desviacion tipica
0,569094) y el de la dilucion comin mas alta (n = 6) era de 30,8342 (desviacion tipica 0,657034).

16



10

15

20

25

30

ES 2559812 T3

Interpretacion de la curva patrén, un ejemplo

En total se trataron 4 muestras de NPW y una muestra de esputo. Para ambos experimentos también se tomaron
conjuntamente los testigos de las cuantificaciones externas EQC-A y EQC-B. Dos ajustes se ensayaron para
investigar cual era el mejor modo de interpretacion para las curvas patrones (es decir, cual permitiria calcular "el
valor 1 de Ct" de una muestra en un experimento de acuerdo con la curva patrén 1, y "el valor 2 de Ct " de la misma
muestra en un segundo experimento de acuerdo con la curva patrén 2 de tal manera que ambos valores de Ct
estuviesen mas proximos uno de otro): ¢ ajustar el idéntico umbral para todos los experimentos o ajustar la idéntica
ordenada en el origen del eje de las Y para todos los experimentos?

En un primer ajuste, el umbral de las curvas patrones en ambos experimentos se ajusté en 0,1. Como se puede
observar, ninguna de las mediciones se desvié por mas de 1 Ct. La media de las diferencias era de 0,56 Ct con una
desviacion tipica de 0,39.

En otro ajuste, se intentd reducir al minimo la diferencia de las curvas patrones concernientes a la ordenada en el
origen del eje de las Y. Como tal, el umbral del experimento de repeticion se modificé para hacer que la ordenada en
el origen del eje de las Y de la segunda curva patron de EQC-A se moviese mas proxima a 42,43 (42,428). Con este
ajuste, una medicion diferia en mas que 1 Ct (NPW 5: 1,04). El promedio de las diferencias, sin embargo, era
solamente de 0,47 con una desviacion tipica de 0,43.

CONCLUSION

Dos vectores se construyeron y secuenciaron. Ambos de ellos contenian una parte del genoma de RSV (RSV-A
1.004 pb y RSV-B 1.399 pb). Los transcritos purificados tratados con DNase se analizaron en la presencia o en la
ausencia de la enzima RT en un ensayo de cuantificacion por PCR en tiempo real. Esto indicé que para ambas
EQCs, se obtuvo un idéneo transcrito testigo de ARN que contenia menos que 1 molécula de ADN en 1.000
moléculas de ARN.

Unos experimentos repetidos indicaron que las series de diluciones de EQC suministraron unos resultados estables
y reproducibles a lo largo de diferentes dias y diferentes operadores con un margen dinamico de 6 a 7 logs.

Las secuencias de pEQC-A (clon 6) y de pEQC-B (clon 3) respectivamente se representan mas abajo.

Secuencia de pEQC-A: (SeqID No. 17)
(Letras negritas = una secuencia de cebador; subrayadas = una secuencia de sonda)

TGCACTGGCCAGGGGGATCACCATCCGTCGCCCCGGCGTGTCAATAATATCACTCTGTACATCCACARAC
AGACGATAACGGCTCTCTCTTTTATAGGTGTAARACCTTARACTGCCGTACGTATAGGCTGCGCAACTGTT
GGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATAC
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GACTCACTATAGGGCGAATTGAATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTAATCAAAATAAACTCTGGGGCAA
ATAACAATGGAGTTGCCAATCCTCAAAGCAAATGCAATTACCACAATCCTCGCTGCAGTCACATTTTGCT
TTGCTTCTAGTCAAAACATCACTGAAGAATTTTATCAATCAACATGCAGTGCAGTTAGCAAAGGCTATCT
TAGTGCTCTAAGAACTGGTTGGTATACTAGTGTTATAACTATAGAATTAAGTAATATCAAGGAAARATARG
TGTAATGGAACAGATGCTAAGGTAARAATTGATAAACCAAGAATTAGATAAATATAAAAATGCTGTAACAG
AATTGCAGTTGCTCATGCAAARGCACAACAGCAGCAAACAATCGAGCCAGAAGAGAACTACCAAGGTTTAT
GAATTATACACTCAACAATACCAAAAAAACCAATGTAACATTAAGCAAGAAAAGGAARAAGAAGATTTCTT
GGTTTTTTGTTAGGTGTTGGATCTGCAATCGCCAGTGGCATTGCTGTATCTAARGGTCCTGCACTTAGAAG
GAGAAGTGAACAAGATCAAAAGTGCTCTACTATCCACAAACAAGGCCGTAGTCAGCTTATCAARATGGAGT
TAGTGTCTTAACCAGCAAAGTGTTAGACCTCAAAAACTATATAGATAAACAATTGTTACCTATTGTGAAT
AAGCAAAGCTGCAGAATATCAAATATAGAAACTGTGATAGAGTTCCAACAAAAGAACAACAGACTACTAG
AGATTACCAGGGAATTTAGTGTTAATGCAGGTGTAACTACACCTGTAAGCACTTACATGTTAACTAATAG
TGAATTATTGTCATTAATCAATGATATGCCTATAACAAATGATCAGAAAAAGTTAATGTCCAACAATGTT
CAAATAGTTAGACAGCAAAGTTACTCTATCATGTCCATAATAAAAGAGGAAGTCTTAGCATATGTAGTAC
AATTACCACTATATGGTGTGATAGATACACCTTGTTGGAAATTACACACATCCCCTCTATGTACAACCAA
CAAGGGCGAATTCGTTTAAACCTGCAGGACTAGTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCTGAGCTTGGCGTAAT
CATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAG
CATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCC
GCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCARCGCGCGGGGAGAGGCGGTT
TGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGC
GGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG
TGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGCCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCC
GCCCCCCTGACGAGCATCACAAARARTCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATARAAG
ATACCAGGCGTTTCCCCCTGGARAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATAC
CTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAARGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGG
TGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATC
CGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAAC
AGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACA
CTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTC
TTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCARGCAGCAGATTACGCGCAGA
ARAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCAC
GTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTARATTARARAATGAAG
TTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCA
CCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGA
"TACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGA
TTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCC
ATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTG
TTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCA
ACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAARAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATC
GTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTG
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TCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTAT
GCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAA
GTGCTCATCATTGGAARACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTT
CGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGC
AAAAACAGGAAGGCAARATGCCGCAAAAARAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTC
TTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTA
TTTAGAAAAATAAACARATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAARAGTGCCACCTGTATGCGGTGTGAA
ATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGTTAATAATTCAGAAGAACT
CGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCG
GTCAGCCCATTCGCCGCCAARGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCC
GCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGC
AGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTC
GGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTA
CGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCC
GCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCC
CGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGA
ACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGT
CGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGAT
TGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCA
TCTTGTTCAATCATGCGARAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGAGCTTGATCCCCTGCGCCATCAGA
TCCTTGGCGGCGAGAAAGCCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGC
TGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGTCCATARAACCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCAA
GCTACCTGCTTTCTCTTTGCGCTTGCGTTTTCCCTTGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATTCATCCGGG
GTCAGCACCGTTTCTGCGGACTGGCTTTCTACGTGAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCT
CATGCCTGACATTTATATTCCCCAGAACATCAGGTTAATGGCGTTTTTGATGTCATTTTCGCGGTGGCTG
AGATCAGCCACTTCTTCCCCGATAACGGAGACCGGCACACTGGCCATATCGGTGGTCATCATGCGCCAGC
TTTCATCCCCGATATGCACCACCGGGTARAGTTCACGGGAGACTTTATCTGACAGCAGACG

Secuencia de pEQC-B: (SeqID No. 18)
(Letras negritas = una secuencia de cebador; subrayadas = una secuencia de sonda)

TGCACTGGCCAGGGGGATCACCATCCGTCGCCCCGGCGTGTCAATAATATCACTCTGTACATCCACAAAC
AGACGATAACGGCTCTCTCTTTTATAGGTGTAAACCTTAARACTGCCGTACGTATAGGCTGCGCAACTGTT
GGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAARCGACGGCCAGTGAATTGTAATAC
GACTCACTATAGGGCGAATTGAATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTATATTTATCAATCATGGCGGGTT
TCTAGAATGTATTGGCATTAAGCCTACAAAACACACTCCTATAATATACAAATATGACCTCAACCCGTAA
ATTCCAACAAAAAACTAACCCATCCAAACTAAGCTATTCCTTAAATAACAGTGCTCAACAGTTAAGAAGG
GGCTAATCCATTTTAGTAATTAAAAATAAAGGTAAAGCCAATAACATAAATTGGGGCAAATACARAGATG
GCTCTTAGCAAAGTCAAGTTAAATGATACATTAAATAAGGATCAGCTGCTGTCATCTAGCAAATACACTA
TTCARCGTAGTACAGGAGATAATATTGACACTCCCAATTATGATGTGCAAAAACACTTAAACAAACTATG
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TGGTATGCTATTAATCACTGAAGATGCAAATCATAAATTCACAGGATTAATAGGTATGTTATATGCTATG
TCCAGGTTAGGAAGGGAAGACACTATAAAGATACTTAARAGATGCTGGATATCATGTTAARGCTAATGGAG
TAGATATAACAACATATCGTCAAGATATAAATGGAAAGGAAATGAAATTCGAAGTATTAACATTATCAAG
CTTGACATCAGAAATACAAGTCAATATTGAGATAGAATCTAGAAAGTCCTACAAAAAAATGCTAAARGAG
ATGGGAGAAGTGGCTCCAGAATATAGGCATGATTCTCCAGACTGTGGGATGATAATACTGTGTATAGCTG
CACTTGTAATAACCAAATTAGCAGCAGGAGATAGATCAGGTCTTACAGCAGTAATTAGGAGGGCAAACAA
TGTCTTAAAAAACGAAATAARACGCTACAAGGGCCTCATACCAAAGGATATAGCTAACAGTTTTTATGAA
GTGTTTGAAARACACCCTCATCTTATAGATGTTTTTGTGCACTTTGGCATTGCACAATCATCCACAAGAG
GGGGTAGTAGAGTTGARAGGAATCTTTGCAGGATTATTTATGAATGCCTATGGTTCAGGGCAAGTAATGCT
AAGATGGGGAGTTTTAGCCARATCTGTAAAAAATATCATGCTAGGACATGCTAGTGTCCAGGCAGARATG
GAGCAAGTTGTGGAAGTCTATGAGTATGCACAGAAGT TGGGAGGAGAAGCTGGATTCTACCATATATTGA
ACAATCCAAAAGCATCATTGCTGTCATTAACTCAATTTCCTAACTTCTCAAGTGTGGTCCTAGGCAATGC
AGCAGGTCTAGGCATAATGGGAGAGTATAGAGGTACACCAAGAAACCAGGATCTTTATGATGCAGCCAAA
GCATATGCAGAGCAACTCAAAGAAAATGGAGTAATAAACTACAGTGTATTAGACTTAACAGCAGAAGAAT
TGGAGGCCATAAAGCATCAACTCAACCCCAAAGAAGATGATGTAGAAAGGGCGAATTCGTTTAAACCTGC
AGGACTAGTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCTGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG
AAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCC
TAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTC
CTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTA
ATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGCCCA
GGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAA
TCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAA
GCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGG
CTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAAC
CCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAG
GCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTG
CGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACARACCACCGCT
GGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTT
TGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTITGGTCATGAGATT
ATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATAT
GAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTC
GTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCC

CAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCC
GGAAGGGCCGAGCGCAGRAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGG
AAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGT
GTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCC
CCCATGTTGTGCAARAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAG
TGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTARGATGCTTTTC
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TGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCG
GCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAARAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTT
CGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAA
CTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCA
AAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCA
TTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATARACAARATAGGGGT
TCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGTATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAA
AATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGTTAATAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGAT
GCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCT
TCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGA
TGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAG
ATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCT
TCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCG
CTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGA
TACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAG
TCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCARGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATA
GCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCG
CCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCG
AATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATC
CTCATCCTGTCTCTTGATCAGAGCTTGATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCGAGARAGCCATCCA
GTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGTC
CATAARAACCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCAAGCTACCTGCTTTCTCTTTGCGCTTG
CGTTTTCCCTTGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATTCATCCGGGGTCAGCACCGTTTCTGCGGACTGGC
TTTCTACGTGAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGCCTGACATTTATATTCCCCAG
AACATCAGGTTAATGGCGTTTTTGATGTCATTT TCGCGGTGGCTGAGATCAGCCACTTCTTCCCCGATAA
CGGAGACCGGCACACTGGCCATATCGGTGGTCATCATGCGCCAGCTTTCATCCCCGATATGCACCACCGG
GTAAAGTTCACGGGAGACTTTATCTGACAGCAGACG

Un proceso similar al de para la EQC mas arriba descrita se llevé a cabo para la construccion del testigo de control
de la extraccion interna (IEC) para dicho ensayo de g-RT PCR para los RSV.

Construccion del testigo de control de la extraccidn interna (IEC) para el ensayo de g-RT PCR para los RSV
Con el fin de vigilar la eficiencia de extraccion de ARN se construyeron unos testigos de control de la extraccion
interna (IEC) EasyMAG (de BioMérieux, Boxtel, Holanda)

Esto incluia el disefio de las siguientes construcciones plasmidicas que contenian:

O Una secuencia de cebador idéntica a la de los cebadores seleccionados para RSV-A con una secuencia
aleatoria del tipo de 'dentro de - entre'. Una sonda Tagman que contiene el tinte fluorescente TET o FAM
detectara a esta secuencia. Esta construccion artificial es marcada como testigo de control de la extraccion
interna de RSV-A (plEC-A)

O Una secuencia de cebador idéntica a la de los cebadores seleccionados para RSV-A con una secuencia
aleatoria del tipo de 'dentro de - entre'. Una sonda Tagman que contiene el tinte fluorescente TET o FAM
detectara a esta secuencia. Esta construccion artificial es marcada como testigo de control de la extraccion
interna de RSV-B (plEC-B)

Cebadores y sondas

Los cebadores encargados para generar las secuencias que han de ser clonadas en plEC-A (RSV-A-Fgen-EC-FW y
RSV-A-Fgen-EC-RV) y en plEC-B (RSV-B-Ngen-EC-FW y RSV-B-Ngen-EC-RV) se describen mas abajo y cubren
una secuencia de cebador y la mitad de la secuencia de sonda especifica. Una representacion esquematica de las
secuencias de RSV y de los/las correspondientes cebadores y sondas se puede encontrar en la Fig. 5. Los
cebadores se solapan parcialmente, lo cual les permite reanillarse durante una Amplificacion por PCR (véase mas
abajo).
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Oligonucledtido Secuencia
SeqID No. 19
5-CTGTGATAGA GTTCCAACAA AAGAACAATG
RSV-A-Fgen-EC-FW
CGTATGGATT GGT -3
SeqID No. 20
5-AGTTACACCT GCATTAACAC TAAATTCCCT
RSV-A-Fgen-EC-RV
AATGACCAAT CCA-3F
SeqID No. 21
5-GGCTCCAGAA TATAGGCATG ATTCTCTACC
RSV-B-Ngen-EC-FW
GTACTCYAGC G-3
SeqID No. 22
5-TGGTTATTAC AAGTGCTGCT ATACACAGTA
RSV-B-Ngen-EC-RV
TTAGGCETAGA G-3'

Amplificacion y clonacion

Las secuencias de cebadores complementarias (pIEC-A (RSV-A-Fgen-EC-FW y RSV-A-Fgen-EC-RV) y plEC-B
(RSV-B-Ngen-EC-FW y RSV-B-Ngen-EC-RV) se sometieron a una reaccion PCR formando un corto trozo de ADN
de doble hebra. Las mezclas y condiciones para la PCR se especifican mas abajo:

RSV-A
N° de muestras

Componente Vol (ul) 8

Agua libre de Rnasa 39,17 352,53 pl
Tampon para PCR (MgClz 15 mM) 5 45 1]
dNTPs 0,4 3,6 1]
RSV-A Fgen-EC-FW 0,5 4,5 1]
RSV-A Fgen-EC-RV 0,5 4,5 1]
PCR de Expand™HF 0,43 3.87 1]
Volumen total 46 414 pl
RSV-B

N° de muestras

Componente Vol (ul) 8

Agua libre de Rnasa 39,17 352,53 pl
Tampon para PCR (MgClz 15 mM) 5 45 1]
dNTPs 0,4 3,6 1]
RSV-B Ngen-EC-FW 0,5 4,5 1]
RSV-B Ngen-EC-RV 0,5 4,5 1]
PCR de Expand™HF 0,43 3.87 1]
Volumen total 46 414 pl
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El programa de PCR que se us6 era de 94 °C durante 2 minutos seguido por 35 ciclos de 94 °C durante 15
segundos, de 54 °C-62 °C (gradiente, ejecutado en el ciclador 857) durante 30 segundos y de 68 °C durante 30
segundos. Una etapa final se ejecutdé a 68 °C durante 10 minutos y concluyd con una retencion final a 4 °C.

Clonaciéon en TOPO-TA

Los fragmentos de PCR obtenidas fueron clonados usando el estuche de clonacion TOPO TA (de Invitrogen,
Merelbeke, Bélgica) siguiendo las instrucciones del fabricante. Dicho brevemente, 4 ul del producto de la PCR (sin
purificacion) se mezclaron con 1 pl de una solucion de una sal y 1 pl de un vector.

La mezcla de reaccion de ligacion se transformé en el seno de células E.coli TOP10 quimicamente competentes
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Después de haber crecido los cultivos de E.coli durante una noche, 10 colonias por construccion artificial (pEQC-A y
pEQC-B) fueron transferidas a un medio liquido de LB, se dejaron crecer durante una noche y se ejecutd una
miniprep (de Qiagen, Hilden, Alemania) (en un volumen total de 50 pl de ADN plasmidico, no se midi6 la
concentracion).

Secuenciacion

En total 0,75 pl del ADN de miniprep generado se sometieron a una secuenciacion. La secuenciacion se hizo usando
el estuche de secuenciacion en ciclo Big Dye Terminator (BDT) Cycle Sequencing Kit v3,1 (N° de catalogo. 4337457,
Applied Biosystems, CA, EE.UU.). La secuenciacion de la mezcla con un volumen final de 5,75 microlitros en cada
pocillo fue como sigue:

Componente Volumen (ul)
BDT 0,25
Agua 1,50
Volumen total 5,00
Amplicén 0,75

BDT = Big Dye Terminator

Las tandas de reaccién de secuenciacion se ejecutaron usando el conjunto de cebadores

"T3" (5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3) (SeqlD No. 15) y
"T7" (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3") (SeqlD No. 16) que estan situados en el vector TOPO-TA.
La PCR de secuenciacion se hizo usando el ciclador 9800 Fast Thermal Cycler (de Applied Biosystems (ABI), N° de
catalogo 4356204, CA, EE.UU.). Las condiciones de la PCR fueron de 96 °C durante 5 segundos, de 50 °C durante
5 segundos, de 60 °C durante 1 minuto y 15 segundos y esto durante 25 ciclos en total seguido por una retencion
final a 12 °C.

Transcripcion de ARN in Vitro

Un clon correcto de cada construccion artificial de IEC se linealizé usando la enzima de restriccion Apall (Figura. 6).
La digestion con la enzima de restriccion (ApalLl) se realizé a 37 °C durante 3 horas usando el tampén 4 de enzima
de digestion por restriccion y BSA. Después de la restriccion, las tandas de reaccion fueron purificadas. A la mezcla
de digestion se le afiadieron 1/20 volumenes de EDTA 0,5 M (1 pl), 1/10 volimenes de NaOAC (2 ul) y 2 volumenes
de EtOH (40 pl). La mezcla se dispuso a -20 °C durante 15 minutos como minimo, y luego se centrifugd durante 15
minutos a una velocidad maxima. El material sobrenadante se desecho y el sedimento se disolvié en 50 pl del
tampon de TE. Estos moldes purificados fueron luego transcritos usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de
Ambion, N° de catalogo 1354, Texas, EE.UU.) Las mezclas de reaccioén fueron incubadas a 37 °C durante 4 horas.
Después de la incubacion a 37 °C las mezclas de reaccion fueron llevadas a 4 °C. Se predijo que la longitud total del
ARN transcrito era de 1.100 nucledtidos.

Retirada del ADN

Las mezclas de transcripcion fueron tratadas con TURBO DNase™ (se afiadieron 2 pl a la mezcla de transcripcion,
Ambion, N° de catalogo 2238, Texas, EE.UU.). El tratamiento con DNase perduré durante 1 hora a 37 °C en un
volumen final de 100 pl. EI ARN se purificé por medio de una extraccion del ARN en el EasyMAG (de BioMérieux)
eluyendo en 100 .
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Cuantificacion del IEC en tiempo real

Los transcritos purificados se diluyeron a 1/1.000 y se sometieron a una cuantificacién por PCR en tiempo real o bien
en la presencia o en la ausencia de la enzima RT. Las composiciones de las diversas mezclas are representan mas
abajo.

El programa de amplificacion que se usé en el equipo de PCR en tiempo real ABI9700 HT era de 48 °C durante 30
minutos, de 95 °C durante 10 minutos seguido por 45 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y de 60 °C durante 1
minuto.

Volumen de reaccion (ul) 25
Detalle de la mezcla Concentracion Volumen para (pl)
Unidad Existencias Final | 1 muestra | X muestras
Agua libre de Rnasa 0,325 7,15
tARN de Levadura ng/ml 10,000 120 0,300 6,60
2x Mezcla Master w/o UNGr X 2,001 1,000 12,500 275,00
40X MultiScribe y Mezcla Inhibidora de Rnase X 40,00 0,013 0,625 13,75
Sonda de IEC-B UM 5,00 0,100 0,500 11,00
Cebador 1 UM 20,00] 0,300 0,375 8,25
Cebador 2 UM 20,00] 0,300 0,375 8,25
Volumen total de la mezcla (pl) 330,00
Volumen de la mezcla / Tubo (ul) 15,00
ARN total 10,00

Tratamiento de las muestras, un ejemplo

En total se trataron 5 muestras clinicas. Cada una de las muestras clinicas se diluyé en PBS/1 % de DTT hasta
llegar a un volumen final de 2,2 ml. Esta mezcla se traté en el AFA (de Covaris) durante 60 segundos antes de la
adicion de 4 ml del tampon de lisis (EasyMAG, de BioMérieux). A partir de estos 6,2 ml por muestra, 3 ml se trataron
en el EasyMAG (de BioMérieux) y el ARN se eluyé en 110 pl de los que 10 pl se trataron en la g-RT-PCR en
duplicado. El experimento se repitié una vez comenzando a partir de la extracciéon con los restantes 3 ml.

Reparto en partes alicuotas y almacenamiento de IEC

En total 24 muestras negativas (PBS, 10 % de DTT, volumen final 1 ml) se lisaron con 2 ml del Tampén de lisis (de
BioMérieux) y se incubaron durante 10 minutos. Tres partes alicuotas de IEC-B (110 pl) se descongelaron y se
diluyeron con el tampon 3 (440 pl, de BioMérieux). En total se afiadieron 550 pl de perlas magnéticas de silice (de
BioMérieux) a esta dilucion de IEC y las tres mezclas se agruparon para obtener un volumen final de 3.300 pl de una
mezcla de IEC y perlas magnéticas de silice. Esta mezcla se diluyé tal como se ha descrito para la adicion al IEC del
EasyQ (de BioMérieux), es decir, 125 pl de la mezcla se dispensaron en 24 pocillos (usando el protocolo "2"
previamente programado en la pipeta dispensadora automatica de BioMérieux) y de esta mezcla total, se afadieron
100 pl a cada una de las muestras, usando el protocolo "3" previamente programado en la pipeta dispensadora
automatica BioMérieux. Los IEC se extrajeron adicionalmente en el EasyMAG y se eluyeron en 110 pl. A partir de
esta mezcla, 10 yl se sometieron a una amplificacién por g-RT-PCR.

Resultados

PCR

El amplicén para la construccion artificial del testigo de control de la extraccion interna de RSV-A tenia un tamario de
77 pares de bases mientras que el amplicon para la construccion artificial del testigo de control de la extraccion
interna de RSV-B tenia un tamafio de 74 pares de bases. Estos fragmentos amplificados por PCR se ligaron en un
vector TOPO-TA y se transformaron en el seno de E.coli competentes. Los transformantes se dejaron crecer durante
una noche sobre unas placas de LB solido/ampicilina. En total se transfirieron 10 colonias a un medio LB
liqguido/Ampicilina y de nuevo se dejaron crecer durante una noche. Se preparé un miniprep (de Qiagen, Hilden,
Alemania) a partir de estos cultivos y el resultante ADN se sometié a una secuenciacion.
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Secuenciacion

Como se esperaba, no todos los fragmentos de PCR se ligaron en la misma direccion en el vector TOPO-TA. Los
fragmentos de PCR del testigo de control de la extraccion interna de RSV-A en los clones 5, 8 y 10 se ligaron en la
orientacion correcta. Este fue también el caso para los clones 1, 3, 7 y 8 para el testigo de control de la extraccion
interna de RSV-B.

Transcripcion in vitro

El clon 5 (pIEC-A) y el clon 1 (plEC-B) se sometieron a una digestion por restriccion usando Apall y se purificaron
tal como se ha descrito mas arriba. Las construcciones artificiales linealizadas y purificadas se sometieron a una
transcripcion in vitro (usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de Ambion)). EI ADN residual se retiré usando la
TURBO DNase™ (de Ambion). Los transcritos se purificaron por medio de una extraccion del ARN en el EasyMAG
(de BioMérieux) que se ha descrito mas arriba.

Resultados de la PCR en tiempo real

Los transcritos puros se diluyeron a 1/1.000 y se sometieron a una reaccion de cuantificacion por PCR en tiempo
real con y sin la enzima RT para determinar el contenido de ADN residual de los transcritos. Para el IEC-A, la sefal
generada en la presencia de transcriptasa inversa (RT) emergié a Ct 8 mientras que en la ausencia de la enzima RT
la sefial solamente emergi6é a Ct 30-31. Para el IEC-B esto sucedio respectivamente a Ct 8 (+ RT) y a Ct 30 (- RT).
Por lo tanto ambos IECs tenian una diferencia de 22 ciclos entre la sefial con y sin RT. Esto corresponde a una
diferencia de mas que 6 logs (22/3,3 = 6,6), indicando 1 molécula de ADN residual para 10° moléculas de ARN. Esto
es aceptable para el uso como un testigo de ARN. El ARN de IEC se diluyé a 1.000 000 times (valor de Ct estimado
27,4 para el IEC-A 'y 27,6 para el IEC-B), se distribuy6 en partes alicuotas de 90 ul y se almacend a - 80 °C.

Analisis de Muestras Clinicas, un ejemplo
En este experimento, se trataron cinco muestras clinicas. Puesto que todos los ensayos se realizaron en monoplex,
solamente se necesitd un IEC.

Curvas patrones

En las curvas patrones para la EQC-A la pendiente era de -3,34, con una ordenada en el origen del eje de las Y de
42,43 y un margen lineal de 7 logs.

Para la EQC-B la pendiente era de -3,34, con una ordenada en el origen del eje de las Y de 41,23 y un margen lineal
de 7 logs.

IEC

Si se mirasen las sefales IEC se podria observar que todas las sefiales emergian por encima del ruido en el mismo
momento, alrededor de Ct 28. Este experimento se repitié una vez comenzando a partir de la extraccion (por lo tanto
una adicion independiente de IEC-B a las muestras durante esta extraccion), dando como resultado unos
comparables valores. Todos los valores se combinaron y representaron graficamente. El promedio de todas las
mediciones del IEC-B era de 28,09, con una desviacion tipica de 0,36.

Andlisis de las Muestras

3 de 5 muestras produjeron una sefial para RSV-A: un esputo en 17,38 y 17,68, el "NPW 4" en 21,74y 22,15 y el
"NPW 6" en 24,61 y 25,60, No se detecté ninguna sefal para el NPW 3 y el NPW 5 en la placa de andlisis de
RSV-A. Estas muestras producen una sefial para RSV-B: el "NPW 3" en 21,63 y 22,15 y el "NPW 5" el 25,49 y
25,58.

CONCLUSION

Dos vectores se construyeron y secuenciaron. Ambos de ellos contenian una secuencia Unica que cubria los
cebadores especificos o bien para los RSV-A o para los RSV-B y una secuencia Unica entre las dos secuencias de
cebadores que pueden reanillarse con una Unica sonda fluorescente. Los transcritos tratados con DNase se
analizaron en la presencia o en la ausencia de la enzima RT en un ensayo de cuantificacion por PCR en tiempo real.
Esto indicé que para ambos IECs se obtuvo un idéneo transcrito de control de ARN que contenia menos que 1
molécula de ADN en 1.000.000 de moléculas ARN, cubriendo la diferencia de 2 log especificada como un criterio de
aceptacion

El IEC-B se diluy6 a 1.000.000 de veces y se afiadio a unas muestras clinicas durante su extraccion en el EasyMAG.
Este proceso se repitid durante un segundo andlisis independiente de las muestras. Este experimento reveld unas
sefiales comparables que emergian en alrededor de Ct 28,09, con una desviacion tipica de 0,36,
independientemente del ARN de RSV que estaba presente en la muestra (subtipo A o B).

El IEC-B se repartié en partes alicuotas y se almacend en partes alicuotas de 110 pl en -80 °C. El repetido ensayo
de estas partes alicuotas reveld un valor de Ct de 26,32 cuando el umbral se habia ajustado a 0,02.
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Las secuencias de plEC-A (clon 5) y pl[EC-B (clon 1) respectivamente se representan mas abajo:

Secuencia de plEC-A (SeqlID No. 23):

(Letras negritas = una secuencia de cebador; subrayadas = una secuencia de sonda)
TGCACTGGCCAGGGGGATCACCATCCGTCGCCCCGGCGTGTCAATAATATCACTCTGTACATCCACAAAC

AGACGATAACGGCTCTCTCTTTTATAGGTGTAAACCTTAAACTGCCGTACGTATAGGCTGCGCAACTGTT
GGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAARCGACGGCCAGTGAATTGTAATAC
GACTCACTATAGGGCGAATTGAATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTCTGTGATAGAGTTCCAACAAAAG
AACAATGCGTATGGATTGGTCATTAGGGAATTTAGTGT TAATGCAGGTGTAACTAAGGGCGAATTCGTTT
AAACCTGCAGGACTAGTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCTGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTT
CCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCT
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GGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAA
CCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCT
TCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAA
AGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCARAAGGCCAGCA
ARAGCCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCAT
CACAAAARATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCC
CTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC
TTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCC
AAGCTGGGCTGTGTGCACGARCCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTG
AGTCCAACCCGGTAARGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAG
GTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTT
GGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAA
CCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAARAAAAGGATCTCAAGA
AGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGARCGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTC
ATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAA
GTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTG
TCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCA
TCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACC
AGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTG
TTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGC
ATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTA
CATGATCCCCCATGTTGTGCAARAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTT
GGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGA
TGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCT
CTTGCCCGGCGTCARTACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAA
ACGTTCTTCGGGGCGAARACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGT
GCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAARAACAGGAAGGCAAA
ATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTA
TTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGARAAATAAACAA
ATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGTATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGT
AAGGAGAAAATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGTTAATAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAG
AAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGC
CAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCC
ACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTC
ACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCT
GATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCG
ATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCC
ATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATA
GCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAG
CCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGA
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ACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGT
CATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCARGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCG
AAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGAGCTTGATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCGAGAAA
GCCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGC
TTGCTGTCCATAAAARCCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCAAGCTACCTGCTTTCTCTT
TGCGCTTGCGTTTTCCCTTGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATTCATCCGGGGTCAGCACCGTTTCTGC
GGACTGGCTTTCTACGTGAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGCCTGACATTTATA
TTCCCCAGAACATCAGGTTAATGGCGTTTTTGATGTCATTTTCGCGGTGGCTGAGATCAGCCACTTCTTC
CCCGATAACGGAGACCGGCACACTGGCCATATCGGTGGTCATCATGCGCCAGCTTTCATCCCCGATATGC
ACCACCGGGTAAAGTTCACGGGAGACTTTATCTGACAGCAGACG

Secuencia de plEC-B (SeqlID No. 24):
(Letras negritas = una secuencia de cebador; Subrayadas = una secuencia de sonda)
TGCACTGGCCAGGGGGATCACCATCCGTCGCCCCGGCGTGTCAATAATATCACTCTGTACATCCACAAAC

AGACGATAACGGCTCTCTCTTTTATAGGTGTAAACCTTARACTGCCGTACGTATAGGCTGCGCAACTGTT
GGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGARAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTARAACGACGGCCAGTGAATTGTAATAC
GACTCACTATAGGGCGAATTGAATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTGGCTCCAGAATATAGGCATGATT
CTCTACCGTACTCTAGCCTAATACTGTGTATAGCAGCACTTGTAATAACCAAAGGGCGAATTCGTTTAAA
CCTGCAGGACTAGTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCTGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCT
GTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGG
GTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGRAACCT
GTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCC
GCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGG
CGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAARAGGCCAGCAAAA
GCCCAGGAACCGTAARAARAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCAC
AAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAARACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTG
GAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTIC
GGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAG
CTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGT
CCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTA
TGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGT
ATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAARACARACCA
CCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATG
AGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTA
TATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCT
ATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCT
GGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGC
CAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTG
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CCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATC
GTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACAT
GATCCCCCATGTTGTGCAAARAARAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGC
CGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGC
TTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTT
GCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTARARGTGCTCATCATTGGAAAACG
TTCTTCGGGGCGAAARACTCTCAAGGATCT TACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCA
CCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAARGGCAAAATG
CCGCRAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTG
AAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAARATAAACAAATA
GGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGARAAGTGCCACCTGTATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAG
GAGAAAATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGTTAATAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAG
GCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAA
GCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACA
GTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACG
ACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCTCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGAT
GCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATG
TTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATG
ATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCA
GCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCA
CGATAGCCGCGCTGCCTCGTCTTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAARARGAACC
GGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCAT
AGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAA
CGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGAGCTTGATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCGAGAAAGCC
ATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTG
CTGTCCATAAAACCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCAAGCTACCTGCTTTCTCTTTGC
GCTTGCGTTTTCCCTTGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATTCATCCGGGGTCAGCACCGTTTCTGCGGA
CTGGCTTTCTACGTGAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGCCTGACATTTATATTC
CCCAGAACATCAGGTTAATGGCGTTTTTGATGTCATTTTCGCGGTGGCTGAGATCAGCCACTTCTTCCCC
GATAACGGAGACCGGCACACTGGCCATATCGGTGGTCATCATGCGCCAGCTTTCATCCCCGATATGCACC
ACCGGGTARAGTTCACGGGAGACTTTATCTGACAGCAGACG

(B) Uso de MNAzimas para la cuantificacion de unas cepas virales de RSV-A y RSV-B y unas secuencias de
dcidos nucleicos testigos por intermedio de una PCR en tiempo real triplex

Un ensayo de PCR triplex, que usaba tres MNAzimas para facilitar una vigilancia en tiempo real, se desarroll6 para
la deteccion y la cuantificacion simultaneas de (i) RSV-A (secuencias del gen F), (ii) RSV-B (secuencias del gen N) y
(iii) una secuencia de un testigo de control de la extraccion interna (IEC B). Los cebadores y las partzimas de RSV-
A, que tenian como diana una regién del gen F, se disefiaron para ser plenamente complementarios con la
secuencia de RSV-A pero para contener varios desemparejamientos de bases en la correspondiente region del
genoma de RSV-B. Similarmente, los cebadores y las partzimas, que tenian como diana una region en el gen N, se
disefiaron para ser plenamente complementarios con la secuencia de RSV-B pero para contener varios
desemparejamientos de bases en la correspondiente region del genoma de RSV-A.

1 Oligonucledtidos de partzimas para un ensayo de RT-PCR triplex

Multiples dianas se pueden detectar simultineamente en una reacciéon multiplexada que comprende multiples
MNAzimas unicas en su género. Cada MNAzima tiene unos brazos de sensor especificos para una diana y unos
brazos de substrato especificos para un Unico miembro de una serie de substratos reporteros genéricos, cada uno
de los cuales esta marcado con un diferente fluoréforo.
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En el siguiente ejemplo, se disefiaron dos MNAzimas para detectar dos cepas de RSV a partir de unas muestras
clinicas con una tercera MNAzima disefiada para detectar una secuencia testigo sintética, que se aplicé a la muestra
antes de la extraccion de acidos nucleicos.

Tabla 2

SEQ ID |Diana |Nombre de la Partzima Secuencia de partzima enumerada en la direccién de 5’ a 3’

NO (P = grupo de fosfato)

25 RSVA | RSVAA5/2-P CAGACTACTAGAGATTACCATACAACGAGAG
GAAACCTT-P

26 RSVA | RSVAB6/2-P TGCCCAGGGAGGCTAGCGGGAATTTAGTGTT
AATGCA-P

27 RSVB | RSVBA5/3-P AGACTGTGGGATGATAATACTACAACGAGGT
TGTGCTG-P

28 RSVB [RSVBBG-P CGGTTGGTGAGGCTAGCTGTGTATAGCTGCA
CTTGTA-P

29 IEC B |IEC3A5/6-P ACCTGCAGGACTAGTCCCTTTACAACGAGAG
GCGTGAT-P

30 IEC B |IEC3B6/6-P CTGGGAGGAAGGCTAGCTAGTGAGGGTTAAT
TCTGAG-P

2 Substratos Reporteros

En este ejemplo se usaron tres diferentes substratos reporteros, cada uno de ellos marcado con un diferente
fluoréforo. Las secuencias de los substratos se escriben mas abajo de 5' a 3'. En el actual ejemplo, un primer
substrato SubBi-2 se marcé por un extremo con un resto 6-FAM en el extremo 5' y un resto BHQ1 en el extremo 3'y
se designd como SubBi-2-FB. El substrato SubBi-2-FB se us6 para vigilar la acumulacion de amplicones de RSVA.
La disociacion de SubBi-2-FB se vigil6 a 516 nm con excitacion a 492 nm. Un segundo substrato SubBi-3 se marcé
por un extremo con un resto 6-JOE en el extremo 5' y un resto BHQ1 en el extremo 3' y se design6 como SubBi-3-
JB. El substrato SubBi-3-JB se uso6 para vigilar la amplificacion de la region del RSVB vy la disociacion de SubBi-3-JB
se vigilé a 555 nm con excitacién a 535 nm. El tercer substrato SubBi-6 se marcé por un extremo con un resto
Quasar 670 en el extremo 5' y un resto BHQ2 en el extremo 3' y se design6 como SubBi-6-Q6B2. El substrato
SubBi-6-Q6B2 se us6 para vigilar la amplificacién del testigo de control de la extraccion interna (IEC B) y la
disociacion de SubBi-3-Q6B2 se vigilé a 665 nm con excitacion a 635 nm. Las secuencias de los tres substratos se
enumeran mas abajo. Las bases en letras minusculas representan un ARN y las bases en letras mayusculas
representan ADN. Se indican los restos en los extremos 5'y 3'.

Tabla 3

SEQ. ID No. Secuencia de substrato enumerada en direccion de 5'a 3' Nombre

31 (FAM)AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA(BHQ1) SubBi-2-FB
32 (JOE)CAGCACAACCguCACCAACCG(BHQ1) SubBi-3-JB

33 (Q670)ATCACGCCTCguTCCTCCCAG(BHQ2) SubBi-6-Q6B2
3. Cebadores de PCR para la amplificacion de las secuencias dianas

Los cebadores 5RSVA/3 y 3RSVA/3 se usaron para la amplificacién de la secuencia del gen F de RSVA. Los
cebadores 5RSVB/3 y 3RSVB/3 se usaron para amplificar la secuencia del gen N de RSVB. Los cebadores 5|[ECB/1
y 3IECA3/3 se usaron para amplificar la secuencia del testigo de control de la extraccién interna (IECB). Las
secuencias de los cebadores de PCR de oligonucleétidos se enumeran mas abajo.
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Tabla 4

SEQ. ID No. Secuencia de cebador enumerada en direccion de 5' a 3' Nombre
34 GTGATAGAGTTCCAACAAAAGA 5RSVA/3
35 AAGTGCTTACAGGTGTAGTTA 3RSVA/3
36 GCTCCAGAATATAGGCATGAT 5RSVB/3
37 GATCTATCTCCTGCTGCTAAT 3RSVB/3
38 CTTGTAATAACCAAAGGGCGA 5IECB/1
39 GGAAACAGCTATGACCATGATT 3IECA3/3
4. Componentes de la Reacciéon: Amplificacion y cuantificaciéon de secuencias dianas

La transcripcion inversa, la amplificacion en tiempo real y la cuantificacion de las secuencias dianas se ejecutaron en
un volumen total de reaccién de 25 pl. Todas las reacciones se condujeron en un Sistema de QPCR Mx3005P™ (de
Stratagene). Los parametros de ciclacion fueron de 50 °C durante 30 minutos (etapa de transcripcion inversa),
seguidos por 95 °C durante 7 minutos, luego 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos e inicialmente de 65 °C
durante 30 segundos con una disminucién de la temperatura a razén de 1 °C por ciclo hasta 55 °C, y finalmente 50
ciclos de 95 °C durante 15 segundos y de 50 °C durante 120 segundos. Las tandas de reaccién contenian 40 nM de
5RSVA/3, 40 nM de 5RSVB/3, 40 nM de 5IECB/1, 200 nM de 3RSVA/3, 200 nM de 3RSVB/3, 200 nM de 3IECA3/3,
200 nM de cada substrato (SubBi-2-FB, SubBi-3-JB y SubBi-6-Q6B2), 8 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 10
unidades de Arnsin (de Promega), 1 x Immobuffer (de Bioline), 1 unidad de Immolase (de Bioline) y 40 U de M-
MLV(-H) (de Promega). Cada tanda de reaccion en duplicado contenia una dilucion de ambos ARN genémicos de
RSVA y RSVB junto con una preparacion de ARN de una transcripcion con T7 de la secuencia de IECB, o ningun
acido nucleico de molde.

Se produjeron dos curvas patrén, cada una de ellas ejecutada en duplicado. La primera curva patron se generd
ejecutando cuatro veces las diluciones de ambos ARN genomicos virales de RSVA y el transcrito con T7 del IECB
por medio de una constante concentracion de fondo del ARN gendmico viral de RSVB. La segunda curva patrén se
genero ejecutando cuatro veces las diluciones de ambos ARN gendmicos virales de RSVB y el transcrito con T7 del
IECB por medio de una constante concentracion de fondo del ARN genémico viral de RSVB

:I'abla 5 : Curvas patrones de RSVA /IECB

Umbral (Ct)
RSVA RSVB IECB
(FAM) (JOE) (Quasar 670)
Patréon 1 22,9 19,6 11,6
Patrén 2 25,3 19,9 13.8
Patrén 3 28,1 20,4 15,9
Patrén 4 30,6 20,4 19,0
Patrén 5 32,9 20,3 20,8
Patrén 6 36,4 20,6 23,4
Agua solamente No Ct No Ct No Ct
(no testigo de molde)
R*=0,995 R*=0,997
Curva Patron Pendiente = -4,102 N/A Pendiente = -3,954
Eficiencia = 75,2 % Eficiencia = 79 %
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Tabla 6 : Curvas patrones de RSVB /IECB

Umbral (Ct)
RSVA RSVB IECB
(FAM) (JOE) (Quasar 670)
Patrén 1 26,7 15,4 1,2
Patrén 2 27,1 17,6 13,7
Patrén 3 27,3 20,0 16,3
Patrén 4 27,4 22,4 18,6
Patrén 5 27,4 25,3 21,1
Patrén 6 27,3 28,3 22,2
Agua solamente No Ct No Ct No Ct
(no testigo de molde)
R* =0,996 R* =0,989
Curva Patron
N/A Pendiente = - 4,276 Pendiente = - 3,771
Eficiencia = 71,3 % Eficiencia = 84,2 %

Cada una de las series de diluciones de calibracién produjo una curva patrén

que tenia un alto coeficiente de

correlacion (= 0,989), y una alta especificidad indicada por la falta de fondo en no testigos de molde). Por lo demas,
el hecho de que el ciclo de umbral (Ct) para los RSVB permanecio6 relativamente constante (variando por un valor de
Ct < 1) en unas reacciones, en donde habia a cantidad constante de entrada de RSVB pero cantidades variables de
los RSVA, indica la especificidad de los sistemas de cebadores y substratos para las especificas cepas virales que

estaban siendo cuantificadas.

La idoneidad del ensayo de MNAzima en tiempo real para la deteccion y cuantificacion de los RSVA y RSVB se
ensayo6 adicionalmente analizando muestras humanas. Se analizé el ARN extraido a partir de esputos y/o lavados

nasofaringeos y se detectaron los RSVA y/o RSVB en varias muestras.

Resultados de la comparacién entre el método A (= tecnologia de g-RT PCR) y el método B (= tecnologia de

MNAzima)
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Tabla 7: Analisis de esputos y/o lavados nasofaringeos usando el Método A y el Método B respectivamente

Ct = ciclo de umbral/sefial positiva; ND = no detectado; + = resultado positivo; - = resultado negativo

Datos (Cts) Método B

Datos (Cts) Método A

Resultados Método B

Resultados Método A

Muestra RSVA RSVB IECB RSVA RSVB RSVA RSVB RSVA RSVB
Esputo 36 15,6/17,1 | NDx2r | 30/27,3 21,2 ND + - + -
NPW 10 19,7202 | NDx2r 28,2 25,0 ND + - + -
NPW 11 34,4/36,0 | 23,2/24,0 29,1 39,8 22,4 + + + +
NPW 12 37,1/39,3 | 25,1/26,3 28,3 425 24,0 + + + +
NPW 13 ND x 2r 27,2139 28,8 ND 25,1 - + - +
NPW 14 18,9/119,5 | NDx2r ND 243 ND + - + -
NPW 15 18,4/18,9 | NDx2r 28,5 23,5 ND + - + -
NPW 16 ND/41,7 | 26,1/26,8 27,8 43,6 24,7 +(1/4) + + +
NPW 17 38/37 ND x 2r 28,2 ND 40,7 + - - +
NPW 18 NDx2r | 14,2/153 26,4 ND 15,1 - + +
NPW 19 37,1/ND | 21,1/21,7 28,7 ND 20,8 +(1/4) + - +
NPW 20 ND/41,4 | 19,7/20,0 27,5 ND 19,6 +(1/4) + - +
NPW 21 19,2/201 | NDx2r 29,1 23,7 ND + - + -
NPW 22 41,8/ND ND x 2r 28,6 ND 30,3 +(1/4) - - +
NPW 23 38,3/36,4 | 23,5/23,8 28,3 ND 22,7 + (3/4) + - +
NPW 24 40,6/ND | 34,5/ND 27,9 ND 30,7 +(1/4) +(1/4) - +
NPW 25 30,7/34,3 | NDx2r 28,5 34,8 425 + - + +
NPW 26 18,6/19,3 | NDx2r 28,2 234 ND + - + -
NPW 27 NDx2r | 19,0/20,1 27,7 ND 19,6 - + - +
NPW 30 18,1119,2 | NDx2r 28,2 234 ND + - + -
NPW 32 NDx2r | 251/263 29,1 ND 243 - + - +
NPW 33 15,2 ND 28,4 20,2 ND + - + -
NPW 34 214 ND 27,8 25,7 ND + - + -
NPW 36 19,4 ND 27,7 243 ND + - + -
NPW 37 ND 19,5 28,6 ND 20,7 - + - +
NPW 38 17,1 ND ND 21,8 42,0 + - + +
NPW 39 36,7 21,5 27,3 40,6 21,2 + + + +
Esputo 1 27,2/29.6 | 15,0/14,2 ND 354 15,8 + + + +
Esputo 2 22,8/251 | 15,2/14,0 ND 28,0 15,5 + + + +
Método B Método A Método B Resultados Método A Resultados
Muestra RSVA RSVB | RSVA RSVB RSVA RSVB RSVA RSVB
Esputo 3 | 27,5/29,2 | NDx2r NA 17,4 NA - + - + -
NPW 6 | 25,4/26,5 | NDx2r | 38,0 - 229 | 21,6 + - + +
NPW 7 | 23.8/25,1 | NDx2r | 25,9 | 21,7 - - + - + -
NPW 8 | 23,7/25,6 | NDx2r NA - NA | 25,5 + - - +
NPW 9 | 26.8/28,7 | NDx2r | 26,1 | 24,6 - - + - + -

Hasta (4) réplicas de cada muestra se analizaron y cuando solamente algunas de ellas fueron detectables, se indica
el numero de positivas por el nimero total de réplicas que se habian analizado (p.ej. 1 entre 4 = 1/4).
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Cuando estaba presente suficiente material cada muestra se analizé en duplicado dos veces (es decir, duplicados
en 2 tandas separadas).

Los resultados que aparecen en la Tabla muestran que hay una alta concordancia entre los dos métodos (A y B)
usados en términos del valor de Ct (valor de ciclo de umbral).
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< 213> virus sincitial respiratorio
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aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacge
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atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt
ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgcggce
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
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taattcagaa
cgataccgta
cacgggtagce

tgaatccaga

ttcagcccga
acgacttatc
gcggtgcetac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggccc
cagcaataaa
ccteccatcca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgcttttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
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gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg

aaagcggcca
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ccgctgegece
gccactggca
agagttcttg
cgctctgetg
aaccaccgct
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
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agttgcctga
cagtgctgca
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ctaactacgg
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gtttttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
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tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgccacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgea
ttttcaatat
atgtatttag
tgtatgeggt
taagcgttaa
tcgggagcegg
tcagcaatat
ccacagtcga

tcgccatggg

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
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15

tcacgacgag
gcgcgagcecc
gagtacgtgc
caagcgtatg
ggtgagatga
cttcagtgac
gcegegetge
gaaccgggcg
gttgtgccca
atccatcttg
ccectgegceca
caaccttacc
cccagtctag
cgttttecct
gcggactggc
ctgacattta
ggctgagatc
tcatcatgcg

tatctgacag

<210> 19
<211>43
<212> ADN

atcctcgecg

ctgatgctct

tcgctcgatg

cagccgcecge

caggagatcc

aacgtcgagce

ctegtettge

ccecctgeget

gtcatagccg

ttcaatcatg

tcagatcctt

agagggcgcc

ctatcgccat

tgtccagata

tttctacgtg

tattccccag

agccacttct

ccagctttca

cagacg

ES 2559812 T3

tcgggcatgce
tcgtccagat
cgatgtttcg
attgcatcag
tgccececggea
acagctgegce
agttcattca
gacagccgga
aatagcctct
cgaaacgatc
ggcggcgaga
ccagctggca
gtaagcccac
gcccagtagc
aaaaggatct
aacatcaggt
tcceccgataa

tccecgatat

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 19

tcgccttgag

catcctgatc

cttggtggtc

ccatgatgga

cttcgcccaa

aaggaacgcc

gggcaccgga

acacggcggce

ccacccaagce

ctcatcctgt

aagccatcca

attccggttce

tgcaagctac

tgacattcat

aggtgaagat

taatggcgtt

cggagaccgg

gcaccaccgg

ctgtgataga gttccaacaa aagaacaatg cgtatggatt ggt

<210> 20
<211>43
<212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 20

agttacacct gcattaacac taaattccct aatgaccaat cca

<210> 21
<211> 41
<212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 21

ggctccagaa tataggcatg attctctacc gtactctage c

43

cctggcgaac
gacaagaccg
gaatgggcag
tactttctcg
tagcagccag
cgtcgtggcece
caggtcggtce
atcagagcag
ggccggagaa
ctcttgatca
gtttactttg
gcttgetgte
ctgctttete
ccggggtcag
cctttttgat
tttgatgtca
cacactggcc

gtaaagttca

agttcggctg
gcttccatcc
gtagccggat
gcaggagcaa
tccectteeeg
agccacgata
ttgacaaaaa
ccgattgtct
cctgcgtgea
gagcttgatc
cagggcttcc
cataaaaccg
tttgegettg
caccgtttct
aatctcatgce
ttttcgeggt
atatcggtgg

cgggagactt

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5356

43

41

43



10

<210> 22
<211> 41
<212> ADN

ES 2559812 T3

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 22

tggttattac aagtgctgct atacacagta ttaggctaga g

<210> 23
<211> 4034
<212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 23
tgcactggcc

atccacaaac
gtataggctg
gctggcgaaa
gtcacgacgt
gaatttagcg
atggattggt
aaacctgcag
atagctgttt
aagcataaag
gcgctcactg
ccaacgcgcg
ctcgectgege
acggttatcc
aaagcccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg

acccceegtt

agggggatca

agacgataac
cgcaactgtt
gggggatgtg
tgtaaaacga
gccgcgaatt
cattagggaa
gactagtccc
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccegetttee
ggg9agaggcg
tcggtegttce
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecce
tacctgtccg
tatctcagtt

cagcccgace

ccatccgtcg
ggctctctcet
gggaagggcg
ctgcaaggcg
cggccagtga
cgcccttcectg
tttagtgtta
tttagtgagg
attgttatcc
ggggtgcecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggctgcggceg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctcee
cggtgtaggt

gctgegecett

ccccggegtyg
tttataggtg
atcggtgegg
attaagttgg
attgtaatac
tgatagagtt
atgcaggtgt
gttaattctg
gctcacaatt
atgagtgagce
cctgtegtge
tgggcgctcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctcgtgege
ttcgggaagce
cgttecgetcec

atccggtaac

44

tcaataatat
taaaccttaa
gcctettege
gtaacgccag
gactcactat
ccaacaaaag
aactaagggc
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggce
cgaaacccga
tctcectgtte
gtggcgcettt
aagctgggct

tatcgtettg

cactctgtac
actgccgtac
tattacgcca
ggttttccca
agggcgaatt
aacaatgcgt
gaattcgttt
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgcgtt
aatgaatcgg
Cgctcaciga
aggcggtaat
aaggccagca
tcecgecceecce
caggactata
cgaccctgcece
ctcatagctc
gtgtgcacga

agtccaaccc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

41



ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgc
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgece
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggccgceagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
gaaataccgc
attcagaaga
ataccgtaaa
cgggtagcca
aatccagaaa

ﬁcgacgagat

gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgceg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggcccca
gcaataaacc
tccatcecagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttcetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
acagatgcgt
actcgtcaag
gcacgaggaa
acgctatgtc
agcggccatt

cctegeegte

ES 2559812 T3

cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccageccgg
ctattaattg
ttgttgccat
gctccggtte
ttagctcctt
tggttatggce
tgactggtga
cttgccecgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
aaggagaaaa
aaggcgatag
gcggtcagec
ctgatagcgg
ttccaccatg

gggcatgcte

agccactggt
gtggtggect
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cccegtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctacaggce
ccaacgatca
cggtcctccg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcceccgaaaa
taccgcatca
aaggcgatgc
cattcgccge
tccgccacac
atattcggceca

gccttgagec

45

aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgccacctg
ggaaattgta
gctgcgaatc
caagctcttc
ccagccggcce
agcaggcatc

tggcgaacag

gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcce
gtcctgcaac
gtagttcgce
cacgctcgtc
catgatcccce
gaagtaagtt
ctgtcatgcce
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagce
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
tatgcggtgt
agcgttaata
gggagcggceg
agcaatatca
acagtcgatg
gccatgggtce

ttcggctgge

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



gcgagcccct
gtacgtgctc
agcgtatgca
tgagatgaca
tcagtgacaa
cgcgctgect
accgggcgcece
tgtgcccagt
ccatcttgtt
ctgcgecatc
accttaccag
cagtctagct
ttttcecttg
ggactggctt
gacatttata
ctgagatcag
atcatgcgee

tctgacagca

<210> 24
< 211> 4031
<212> ADN

gatgctcttc
gctcgatgeg
gccgcecgceat
ggagatcctg
cgtcgagcac
cgtcttgcag
cctgegetga
catagccgaa
caatcatgcg
agatccttgg
agggcgcccce
atcgccatgt
tccagatagce
tctacgtgaa
ttccccagaa
ccacttcttc
agctttcatc

gacg
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gtccagatca
atgtttcget
tgcatcagcce
cceccggeact
agctgcgcaa
ttcattcagg
cagccggaac
tagcctctcec
aaacgatcct
cggcgagaaa
agctggcaat
aagcccactg
ccagtagctg
aaggatctag
catcaggtta
cccgataacg

ccegatatge

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 24
tgcactggcecc

atccacaaac
gtataggctg
gctggcgaaa
gtcacgacgt
gaatttagcg
ctctageccta
cctgcaggac

‘Jetgttteet

agggggatca
agacgataac
cgcaactgtt
gggggatgtg
tgtaaaacga
gccgcgaatt
atactgtgta
tagtcccttt

gtgtgaaatt

ccatccgtcg
ggctctctct
gggaagggcyg
ctgcaaggcg
cggccagtga
cgceccttgge
tagcagcact
agtgagggtt

gttatccgct

tcctgatcga
tggtggtcga
atgatggata
tcgcccaata
ggaacgcccg
gcaccggaca
acggcggceat
acccaagcgg
catcctgtct
gccatccagt
tccggttcge
caagctacct
acattcatcc
gtgaagatcc
atggcgtttt
gagaccggca

accaccgggt

cceceggegtyg
tttataggtg
atcggtgcgg
attaagttgg
attgtaatac
tccagaatat
tgtaataacc
aattctgagc

cacaattcca

46

caagaccggc
atgggcaggt
ctttctegge
gcagccagtce
tcgtggecag
ggtcggtctt
cagagcagcc
ccggagaacc
cttgatcaga
ttactttgceca
ttgctgtcca
gctttctett
ggggtcagca
tttttgataa
tgatgtcatt
cactggccat

aaagttcacg

tcaataatat
taaaccttaa
gcctcttege
gtaacgccag
gactcactat
aggcatgatt
aaagggcgaa
ttggcgtaat

cacaacatac

ttccatccga
agccggatca
aggagcaagyqg
ccttceceget
ccacgatagc
gacaaaaaga
gattgtctgt
tgcgtgcaat
gcttgatccc
gggcttccca
taaaaccgcce
tgcgettgeg
ccgtttetge
tctcatgect
ttcgcggtgg
atcggtggtc

ggagacttta

cactctgtac
actgccgtac
tattacgcca
ggttttccca
agggcgaatt
ctctaccgta
ttcgtttaaa
catggtcata

gagccggaag

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4034

60

120

180

240

300

360

420

480

540



cataaagtgt
ctcactgccce
acgcgcegggg
gctgcgetceg
gttatccaca
gcccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
cccegttecag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccggce
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtct
atttcgttca
cttaccatct
tttatcagca
atccgecetcce
taatagtttg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggcgacceg

_asactttaaaa

aaagcctggg
gctttccagt
agaggcggtt
gtcgttcgge
gaatcagggyg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttccecectg
ctgtcecgecet
ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgcte
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggccccagtg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcagct
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctett

gtgctcatca

ES 2559812 T3

gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggcgage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctccct
ttctcectte
tgtaggtcgt
gcgecttatce
tggcagcagc
tcttgaaqtg
tgctgaagcc
ccgctggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactccc
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattge
ccggttccca
gctecttegg
ttatggcagc
ctggtgagta
gceccggegtce

ttggaaaacg

agtgagctaa
gtcgtgccag
gcgctcettee
ggtatcagcect
aaagaacatg
ggcgttttece
gaggtggcga
cgtgcgcetct
gggaagcgtg
tcgctecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgatce
tttggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagcge
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagg
tcctecgatce
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat

ttcttegggg

47

ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga
gcgctttectce
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgcgce

cgaaaactct

ttgcgttgeg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccecccetga
gactataaag
ccctgcecget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagcetec
agcagcagat
ggtctgacgce
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
tacgggaggg
cggctccaga
ctgcaacttt
gttcgccagt
gctcgtegtt
gatcccccat
gtaagttggc
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag

caaggatctt

600
660

720

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



accgctgttg
ttttactttc
gggaataagg
aagcatttat
taaacaaata
ataccgcaca
cagaagaact
ccgtaaagca
gtagccaacg
ccagaaaagc
acgagatcct
agcccctgat
cgtgctceget
gtatgcagcc
gatgacagga
gtgacaacgt
gctgcctegt
gggcgcccct
gcccagtcat
tcttgttcaa
cgccatcaga
ttaccagagg
tctagctatc
tcccttgtce
ctggctttct
atttatattc
agatcagcca
atgcgccage

gacagcagac

<210> 25
<211>39
<212> ADN

agatccagtt
accagcegttt
gcgacacgga
cagggttatt
ggggttccge
gatgcgtaag
cgtcaagaag
cgaggaagcg
ctatgtcctg
ggccattttc
cgccgtecggg
gctcttcgtce
cgatgcgatg
gccgcattge
gatcctgccc
cgagcacagc
cttgcagttc
gcgctgacag
agccgaatag
tcatgcgaaa
tcecttggegg
gcgccceccagce
gccatgtaag
agatagccca
acgtgaaaag
cccagaacat
cttctteecece

tttcatcccece

g

ES 2559812 T3

cgatgtaacc
ctgggtgagc
aatgttgaat
gtctcatgag
gcacatttcc
gagaaaatac
gcgatagaag
gtcagcccat
atagcggtcc
caccatgata
catgctcgcece
cagatcatcc
tttcgettgg
atcagccatg
cggcacttcg
tgcgcaagga
attcagggca
ccggaacacg
cctctccacc
cgatcctcat
cgagaaagcc
tggcaattcc
cccactgcaa
gtagctgaca
gatctaggtg
caggttaatg
gataacggag

gatatgcacc

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 25

cactcgtgca
aaaaacagga
actcatactc
cggatacata
ccgaaaagtg
cgcatcagga
gcgatgcgcet
tcgccgcecaa
gccacaccca
ttcggcaagce
ttgagcectgg
tgatcgacaa
tggtcgaatg
atggatactt
cccaatagca
acgcccgtcg
ccggacaggt
gcggcatcag
caagcggccg
cctgtctett
atccagttta
ggttcgcttg
gctacctgct
ttcatcecggg
aagatccttt
gcgtttttga
accggcacac

accgggtaaa

cagactacta gagattacca tacaacgaga ggaaacctt

48

cccaactgat
aggcaaaatg
ttcecttttte
tttgaatgta
ccacctgtat
aattgtaagce
gcgaatcggg
gctcttcage
gccggcecaca
aggcatcgcce
cgaacagttc
gaccggcttce
ggcaggtagce
tctcggcagg
gccagtccct
tggccagcca
cggtcttgac
agcagccgat
gagaacctgc
gatcagagct
ctttgcaggg
ctgtccataa
ttctectttge
gtcagcaccg
ttgataatct
tgtcattttc
tggccatatc

gttcacggga

cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa
gcggtgtgaa
gttaataatt
agcggcgata
aatatcacgg
gtcgatgaat
atgggtcacg
ggctggcgceg
catccgagta
cggatcaagce
agcaaggtga
tccecgettcea
cgatagccgce
aaaaagaacc
tgtctgttgt
gtgcaatcca
tgatcccctg
cttcccaacc
aaccgcccag
gcttgegttt
tttctgegga
catgcctgac
gcggtggcetg
ggtggtcatc

gactttatct

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4031

39
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<210> 26

<211> 37

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 26
tgcccaggga ggctagcggg aatttagtgt taatgeca

<210> 27

<211> 38

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 27
agactgtggg atgataatac tacaacgagg ttgtgctg

<210> 28

<211> 37

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 28
cggttggtga ggctagctgt gtatagctgce acttgta

<210> 29

<211> 38

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 29
acctgcagga ctagtccctt tacaacgaga ggcgtgat

<210> 30

<211> 37

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 30
ctgggaggaa ggctagctag tgagggttaa ttctgag

<210> 31

<211> 22

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 31
aaggtttcct cguccctggg ca

<210> 32

<211> 21

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 32
cagcacaacc gucaccaacc g

<210> 33
<211> 21

49

37

38

37

38

37

22

21
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< 212> ADN
< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 33
atcacgcctc gutcctceea g

<210> 34

<211> 22

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 34
gtgatagagt tccaacaaaa ga

<210> 35

<211> 21

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 35
aagtgcttac aggtgtagtt a

<210> 36

<211> 21

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 36
gctccagaat ataggcatga t

<210> 37

<211> 21

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 37
gatctatctc ctgctgctaa t

<210> 38

<211> 21

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 38
cttgtaataa ccaaagggcg a

<210> 39

<211>22

< 212> ADN

< 213> virus sincitial respiratorio

<400> 39
ggaaacagct atgaccatga tt
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REIVINDICACIONES

1. Método para identificar, detectar o cuantificar la presencia de por lo menos un virus sincitial respiratorio (RSV) que
comprende las siguientes etapas

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleétidos en los que por lo menos un primer componente
oligonucledtido y por lo menos un segundo componente oligonucledtido son capaces de
autoensamblarse en la presencia de dicha diana para formar una enzima de acido nucleico
multicomponentes que es activa cataliticamente (MNAzima);

(b) poner en contacto dichos componentes oligonucleétidos con una muestra que putativamente contiene
dicha por lo menos una diana en unas condiciones:
(1) que permiten la fijacion de dicha diana a dichos componentes oligonucleétidos y
(2) que permiten la actividad catalitica de la MNAzima; y

(c) identificar; detectar o cuantificar la presencia de la actividad catalitica de la MNAzima, en donde la
presencia de la actividad catalitica es indicativa de la presencia de dicha diana, en donde:

cada componente oligonucleétido comprende una porcion de brazo de substrato, una porcion de nucleo catalitico, y
una porcion de brazo de sensor y en donde en la presencia de una diana, las porciones de brazo de sensor de los
componentes oligonucledtidos se hibridan con y se emparejan en bases con unas porciones complementarias de la
diana, en donde después de haber puesto en contacto la diana de esta manera, la MNAzima se autoensambla
formando un nucleo catalitico, que puede modificar a un substrato que esta unido a los brazos de substrato.

2. Un método de acuerdo con cualquiera de la reivindicacion 1, en el que se cuantifica la carga viral de la diana.

3. Un método para la extraccion de acidos nucleicos a partir de una muestra biolégica, que comprende las siguientes
etapas:

a) obtener una muestra bioldgica,

b) afiadir una mezcla de una solucion salina tamponada con fosfato y 10 % de ditiotreitol a dicho material
tisular de la etapa a),

c) incubar en condiciones ultrasoénicas,

d) afiadir un tampon de lisis,

e) obtener un material tisular lisado y

f) extraer dicho acido nucleico a partir de dicho material tisular lisado,

en donde dicho material tisular o bien un esputo, un lavado nasofaringeo (NPW) o un tejido de pulmén congelado,
en donde el acido nucleico es un ADN o ARN procedente de unos patégenos tales como unos virus, en donde dicho
virus es un virus sincitial respiratorio humano (RSV) y en donde dicho acido nucleico es cuantificado adicionalmente
por una tecnologia de enzima de acido nucleico de mdultiples componentes (MNAzima) de acuerdo con la
reivindicacion 1.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la etapa c) se ejecuta con un aparato Covaris S2
ultrasonico y la etapa de extraccion f) se ejecuta usando un proceso EasyMAG.
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Esputo
o NPW
congelado

I

Se aflade 1 volumen de PBS/10 % de DDT a
| un volumen minimo de 2,2 mi

:

Covars

I

Se aiiaden 4 voliumenes de
un tampon de lisis con un
volumen minimo de 4 ml

:

Se incuba durante
10 minutos

;

Extraccion EasyMAG

entrada 3 ml, eluida en
110 pl ¢ fﬁﬁ

Placa1 (2 x 10pl)——Placa3 (2 x 10pl)
" Placa2 2 (2 x 10pl)

\ 4
R8V--ﬁ§“mogcp§ex RSV-B monoplex [EC monaplex
{F Al (FAM} (FAM)
+ EQC-A + ECQ-B .
(en duplicado) (en duplicado) (en duplicado)
| B
b
Se informan valores
de Ct

Figura 1. Flujo de trabajos de diagndstico para la determinacion de la carga viral de RSV
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Promotor de Kan
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RSVA-Fgen-RV
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Figura 4
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