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DESCRIPCIÓN

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

El virus sincitial respiratorio (RSV = acrónimo 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 sarampión y las paperas. El RSV es un miembro de los paramyxovirus de la 5
subfamilia de los Pneumoviridae. El virión es variable en cuanto a la forma y al tamaño (con un diámetro 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 jabón y agua y con agentes desinfectantes.

Características clínicas: El virus sincitial respiratorio (RSV) es la causa más corriente de bronquiolitis y neumonía 10
entre niñitos y niños con una edad situada por debajo de 1 año. La enfermedad comienza lo más frecuentemente 
con fiebre, goteo nasal, tos y algunas veces resuello. Durante su primera infección causada por los RSV, entre el   
25 % y el 40 % de los niñitos y niños pequeños tienen signos o síntomas de bronquiolitis o neumonía, y del 0,5 % al
2 % requieren una hospitalización. La mayor parte de los niños se recuperan de la enfermedad en 8 a 15 días. La 
mayoría de los niños que son hospitalizados para curar una infección causada por los RSV tienen una edad situada 15
por debajo de los 6 meses. Los RSV causan repetidas infecciones a lo largo de la vida, usualmente asociadas con 
unos síntomas 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 cardíacos, pulmonares o inmunitarios comprometidos.

20
Características epidemiológicas: 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 Infección 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 inhalación de las gotitas generadas por un estornudo o 
una tos. En unos climas templados, una infección causada por los RSV aparece usualmente durante brotes anuales 25
en colectividades, durando con frecuencia de 4 a 6 meses, durante los meses de final de otoño, invierno o principio 
de primavera. La regulación en el tiempo y la gravedad de los brotes en una colectividad pueden variar de año an 
año. Un RSV se propaga eficientemente entre niños durante los brotes anuales, y la mayor parte de los niños
tendrán una evidencia serológica de una infección causada por los RSV a la edad de 2 años.

30
Diagnóstico: El diagnóstico de una infección causada por los RSV se puede hacer por aislamiento de los virus, 
detección de los antígenos virales, detección de ARN virales, demostración de un aumento en la cantidad de 
anticuerpos séricos, o una combinación de estos enfoques. Los laboratorios clínicos usan o bien unos ensayos de 
detección de antígenos para diagnosticar una infección o unas técnicas de amplificación de ácidos nucleicos para 
detectar ácidos nucleicos virales.35

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 análisis de la carga viral con el fin de medir cualquier caída
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 infección vírica, 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 ácidos nucleicos 40
por mililitro de sangre. La determinación de la carga viral es parte de la vigilancia de una terapia durante unas 
infecciones virales crónicas, por ejemplo en unos pacientes que están comprometidos inmunológicamente. 

Por lo tanto hay una necesidad continua en la especialidad de disponer de unos métodos simples, rápidos y baratos 
para detectar, identificar y cuantificar los RSV en unas muestras biológicas en términos de carga viral. Las muestras 
biológicas se pueden obtener a partir de cualquier organismo pero preferentemente son de origen humano o animal.45

Preferiblemente, dicho método debe de ser capaz de procesar a un ARN que se deriva de un esputo y de un lavado 
naso-faríngeo (NPW, acrónimo de naso-pharyngeal wash). Como una consecuencia de ello, el, es decir el ensayo
de detección de la carga viral con los RSV debe de incluir un método de tratamiento de un esputo y de un NPW 
como preparación para la extracción del ARN a partir de estas muestras. El análisis 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 50
brote de RSV en una cierta estación.

El problema que se presenta con un esputo y un NPW consiste en que unas partes alícuotas de los mismos son 
bastante difíciles de manipular, especialmente en lo que se refiere a la extracción del material de ácido nucleico a 
partir de dichas partes alícuotas. El uso del denominado proceso EasyMAG® (de BioMérieux) para la extracción de 
un material de ácido nucleico (tal como un ARN) a partir de una muestra requiere una solución más o menos líquida 55
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para la extracción del ácido nucleico a partir de dicha solución. 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 solución líquida factible para una extracción ulterior de ácido 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 
extracción del ácido nucleico a partir de dichas muestras. Después de la extracción del ácido nucleico a partir de las 5
muestras, el ácido nucleico es cuantificado p.ej. por detección de la carga viral o bien por medio de una adicional 
reacción en cadena de la polimerasa (q-RT-PCR) en tiempo real o adicionalmente mediante la denominada 
tecnología de enzima de ácido nucleico de componentes múltiples (MNAzima).

El método de extracción que se usa para el aislamiento y la detección subsiguiente de ácidos 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 detección 10
de cualquier patógeno respiratorio vírico (ARN o ADN) o bacteriano (ADN) tal como, pero sin limitarse a los de
Influenza A y 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 extracción de ácidos nucleicos a partir de una muestra 
biológica, del que se ha encontrado que comprende las siguientes etapas:

a) obtener una muestra biológica (p.ej. un material tisular a partir de un ser humano o una especie de 15
animal, 

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

c) incubar en condiciones ultrasónicas, 
d) añadir un tampón para lisis, 20
e) obtener un material tisular lisado y
f) extraer dicho ácido nucleico a partir de dicho material tisular lisado.

La etapa c) más arriba mencionada se realiza preferiblemente con un aparato ultrasónico denominado Covaris S2 
mientras que la etapa de extracción f) se realiza preferiblemente usando el denominado proceso EasyMAG (de 
BioMérieux).25

La etapa c) más arriba mencionada puede ser alternativamente una etapa de mezcladura que usa un aparato 
Dyspomix específicamente para un tejido (de pulmón).

El ácido nucleico puede ser uno cualquiera o ambos de los ADN o ARN procedentes de patógenos tales como unos 
virus o cualquier otro microorganismo mientras que dicho material tisular puede ser o bien un esputo, un lavado 
nasofaríngeo (NPW) o un tejido de pulmón congelado, en donde dicho virus es por ejemplo un virus sincitial 30
respiratorio (RSV) humano.

De acuerdo con el invento, dicho ácido nucleico se cuantifica adicionalmente por la denominada tecnología de 
enzima de ácido nucleico de componentes múltiples (MNAzima).

La combinación del método de extracción de ácido nucleico, que se ha descrito más arriba, preferiblemente a partir 
de unas muestras de pacientes que contienen los RSV con la cuantificación ulterior o bien por una q-RT-PCR o la 35
una tecnología de MNAzima, es también una parte del presente invento.

El invento se refiere además 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 más componentes oligonucleótidos, en los que por lo menos un primer componente 
oligonucleótido y por lo menos un segundo componente oligonucleótido son capaces de 40
autoensamblarse en la presencia de dicha diana para formar una enzima de ácido nucleico de 
componentes múltiples (MNAzima) catalíticamente activa;

(b) poner en contacto dichos componentes oligonucleótidos con una muestra que putativamente contiene 
dicha por lo menos una diana en unas condiciones de:
(1) permitir la fijación de dicha diana a dichos componentes oligonucleótidos y45
(2) permitir la actividad catalítica de la MNAzima; y

(c) identificar, detectar o cuantificar la presencia de la actividad catalítica de la MNAzima, en donde la 
presencia de la actividad catalítica es indicativa de la presencia de dicha diana.

Preferiblemente, la carga viral de la diana, RSV, es cuantificada por el método más arriba mencionado.
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Para ofrecer una explicación detallada de una tecnología de q-RT-PCR, se hace referencia al documento de patente 
europea EP 543. 942 presentada por F.Hoffmann-La Roche AG, Suiza, mientras que la tecnología 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 aquí por su referencia con 
el objeto de proporcionar una explicación detallada de ambas tecnologías.5

En lo que se refiere a la tecnología de MNAzima, se presenta a continuación una descripción general de dicha 
tecnología.

Una divulgación de una molécula de componentes múltiples que se usa en un ensayo se puede encontrar en el 
documento de solicitud de patente internacional WO03/089650. Las MNAzimas (solicitud de 
patente PCT/AU2006/001473 presentada por Johnson & Johnson Research Pty Limited, Australia) son unos nuevos 10
ácidos nucleicos catalíticos que están basados en ADNzimas. Las MNAzimas consisten en dos o más secuencias de 
oligonucleótidos (p.ej. partzimas) que, solamente en la presencia de una molécula facilitadora del ensamble de una 
MNAzima forman una enzima de ácido nucleico activa que es capaz de modificar catalíticamente 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 15
diana, es decir a la molécula facilitadora del ensamble de una MNAzima (p.ej. mediante un emparejamiento de 
bases según Watson-Crick con una diana de ácido 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 disociación es catalizada por el núcleo catalítico de la 
MNAzima, que se ha formado por la interacción de los dominios catalíticos de las partzimas A y B. La MNAzima 20
disocia al substrato entre un fluoróforo y un par de tintes desactivadores, generando de esta manera una señal. La 
disociación 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 ácido nucleico de componentes múltiples". Una
MNAzima puede comprender también un oligonucleótido estabilizador, que proporciona estabilidad a la MNAzima 
interactuando con una facilitadora del ensamble o un substrato. Es evidente que la formación de una MNAzima 25
requiere el ensamble de por lo menos los componentes partzimas con la diana (o la facilitadora del ensamble), así 
como la fijación de un substrato reportero, para que la actividad catalítica sea detectable, y para que la ausencia de 
cualquiera de estos componentes dé como resultado una falta de actividad catalítica. 
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 fluoróforos (con o sin uno o más componentes adicionales, tales como 30
desactivadores) unas marcas radiactivas, ena marcación con biotina (p.ej. una biotinilación) o unas marcas 
quimioluminiscentes. Unos substratos reporteros para ácidos nucleicos catalíticos pueden incluir también unas 
enzimas de proteínas o ácidos 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 rápido de los ensayos, permitiendo unos fáciles cambios de diseño para crear nuevas 35
MNAzimas que reconozcan a diferentes dianas.

La porción de brazo de substrato y la porción de núcleo catalítico de las partzimas puede permanecer inalteradas, 
requiriéndose cambios solamente en la porción de brazo de sensor de una o más 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. Además, el mismo substrato puede ser 40
incorporado en los métodos en diversas formas de realización del presente caso, incluyendo unos ensayos en los 
que el substrato está libre en disolución o está trabado o unido a un soporte. Se puede usar una serie de substratos 
genéricos en una reacción multiplex que permite la detección simultánea de múltiples dianas. Unas estrategias con 
MNAzimas que usan unos substratos genéricos ofrecen una ventaja mayoritaria con respecto a unas tecnologías 
tales como las TaqMan® o Beacons, que requieren el diseño y el uso de unas sondas que sean específicas para 45
cada nueva diana.

Como se describirá seguidamente con más detalle, las MNAzimas tienen en ciertas formas de realización la
ventajosa propiedad de ser capaces de utilizar un substrato reportero universal o genérico. Dicho substrato se 
muestra en la Figura 2 en una configuración actualmente preferida, en la que el substrato reportero comprende a la 
vez una porción detectable y una porción desactivadora. La porción desactivadora está adaptada para disminuir o 50
eliminar una señal detectable a partir de la porción detectable del substrato hasta que la MNAzima disocie al 
substrato. Por ejemplo, la porción desactivadora puede comprender el "Desactivador de Agujero Negro = 
Desactivador de Agujero Negro 1" (BHQ1) o "el Desactivador de Agujero Negro 2" (BHQ2). Por lo tanto, la MNAzima 
disocia al substrato reportero entre la porción detectable y la porción desactivadora permitiendo que las dos 
porciones se separen en una solución, permitiendo de esta manera que la señal detectable aparezca o aumente 55
cuando la porción desactivadora sea distanciada, o eliminada de manera efectiva, desde el entorno local de la 
porción detectable. 
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El uso del substrato reportero genérico o universal es habilitado mediante el diseño 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 diseñar una gran variedad de MNAzimas que sean específicas para cada una de una 
pluralidad de dianas, todas las cuales utilizan un substrato reportero universal para la detección. Un profesional 
experto apreciará las ventajas que esto ofrece en términos de eliminar la necesidad de tener unos substratos 5
ajustados a medida o únicos para cada diana. Cada nueva diana requiere solamente uno o más cambios en una o 
más de las porciones de brazos de sensores; la porción de brazo de substrato y la porción de núcleo catalítico 
pueden permanecer constantes. Por lo tanto, un único substrato reportero se puede usar para una única diana 
usando una MNAzima, y múltiples dianas en una serie de ensayos que usan unas MNAzimas alteradas. Una 
pluralidad de substratos reporteros permite una multiplexión para detectar múltiples dianas en un único ensayo 10
usando múltiples MNAzimas, una para cada diana. Dichos métodos multiplexados de usar MNAzimas se ejecutan
con facilidad en disolución o con unión 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 más 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 aquí se ha descrito. 15

Los substratos pueden ser modificados por una MNAzima proporcionando de esta manera un efecto detectable. En 
el proceso de detección, la modificación del substrato reportero por una MNAzima puede implicar, por ejemplo, una 
disociación, una ligación, una metalación de porfirinas y una formación de enlaces de carbono y carbono, de enlaces 
de éster o de enlaces de amida. Como una consecuencia de la modificación 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 20
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 espín de electrones, una espectroscopia de
fluorescencia con polarización, un dicroísmo circular, un inmunoensayo, una cromatografía, una radiometría, una 
fotometría, una escintigrafía, unos métodos electrónicos, una espectroscopia de rayos UV (ultravioletas), luz visible o 25
infrarrojos, unos métodos enzimáticos o cualquier combinación de .ellos.

Las MNAzimas pueden contener una o más sustituciones, tales como compuestos análogos, derivados, bases 
modificadas o alteradas, ribonucleótidos, alteraciones de la cadena principal de azúcar o de fosfato, diversas 
supresiones, inserciones, sustituciones, duplicaciones u otras modificaciones, o cualquier combinación de éstas, que 
son bien conocidas por los expertos en la especialidad. Tales modificaciones, sustituciones, supresiones, 30
inserciones, etc. se pueden hacer en los brazos de sensores y/o de substrato y/o en las porciones de núcleo
catalítico de manera tal que la molécula retenga la actividad catalítica. 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 modificación de los brazos de sensores permitirá el ajuste a medida a diferentes facilitadoras del ensamble, 35
mientras que una modificación de los brazos de substrato permitirá el ajuste a medida a diferentes substratos. 

Un profesional experto apreciará que las MNAzimas comprenden o bien unos desoxirribonucleótidos o unos 
ribonucleótidos, o incluso ambos. Se prefieren especialmente aquellas MNAzimas que comprenden por lo menos 
uno y, más preferiblemente, todos los componentes oligonucleótidos de los desoxirribonucleótidos. También se 
prefieren las MNAzimas que comprenden por lo menos una base de desoxirribonucleótido o su compuesto análogo, 40
dentro del núcleo catalítico de la MNAzima. Son incluso más preferidas aquellas formas de realización en la que 
dicha base es requerida por su actividad catalítica.

Un ejemplo básico de una estructura de MNAzima se representa en la Figura 2. La estructura mostrada comprende 
la partzima A y la partzima B que se han emparejado en bases con una molécula facilitadora del ensamble de una 
MNAzima, que se muestra aquí simplemente como la Diana. Las enzimas partzimas A y B, por interacción con una 45
Diana, han permitido que el núcleo catalítico 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, aquí 
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 formará ninguna MNAzima. Una modificación (en este caso, una disociación) del substrato es catalizada por el 50
núcleo catalítico de la MNAzima en el Sitio de Disociación de MNAzimas dentro del substrato designado por la flecha 
vertical. El substrato, en esta forma de realización particular del invento, comprende una porción detectable que 
tiene una señal detectable, por ejemplo un fluoróforo F, y una porción desactivadora que tiene un efecto de 
desactivación de la señal detectable F mediante la acción del desactivador Q. Después de la disociación en el Sitio 
de Disociación de una MNAzima, hay un aumento sustancial en una señal detectable, que aquí es una55
fluorescencia, que es detectada o cuantificada con facilidad.
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De acuerdo con el invento, la partzima A y la partzima B, mostradas en la Figura 2, comprenden, cada una de ellas,
una porción de brazo de substrato, una porción de núcleo catalítico y una porción 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 5
formando un núcleo catalítico, que puede modificar a un substrato que está unido por los brazos de substrato. De 
manera preferible, la presencia de la MNAzima es detectada mediante la detección o medición de su actividad 
catalítica. 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 interacción 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 10
de substrato, el núcleo catalítico puede favorecer la modificación (p.ej. la disociación) del substrato, que a su vez 
puede ser medido, o detectado, ya sea directamente o indirectamente.

Múltiples MNAzimas son útiles en el presente invento puesto que ellas permiten la detección de unas secuencias 
relacionadas, que difieren en tan poca cosa como por un único nucleótido. Similarmente, se requiere un único 
substrato reportero para detectar a cada una de las diversas dianas. En algunos casos, para multiplexar el método 15
requiere el uso de una señal detectable distinguible o única para cada substrato reportero, con el fin de facilitar el 
diseño del método.

El ácido nucleico diana puede ser amplificado de acuerdo con un proceso para amplificar ese ácido nucleico (es 
decir, un ADN o ARN). Preferiblemente, se usan unos métodos clásicos de amplificación in vitro. Los amplicones 
generados durante la amplificación sirven como unas dianas para una MNAzima, y por lo tanto una actividad de 20
MNAzima es indicativa de la presencia de la diana. Un profesional experto apreciará que dicha vigilancia se puede 
realizar dentro de un único recipiente en unas condiciones que permiten a la vez la amplificación y el ensamble de la 
MNAzima y la actividad catalítica, o el ensayo de MNAzima se puede realizar en un momento posterior, o en algunos 
momentos posteriores a lo largo de la amplificación, sacando muestras al final o durante el curso de las tandas de 
reacción de amplificación.25

El método para detectar la presencia de por lo menos una diana o facilitadora del ensamble puede comprender 
además proporcionar por lo menos unos componentes oligonucleótidos tercero y cuarto, en donde dicho por lo 
menos un tercer componente oligonucleótido y dicho por lo menos un cuarto componente oligonucleótido 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 catalíticamente, y en donde está presente en la muestra por lo 30
menos un substrato reportero adicional, siendo dicho substrato reportero adicional capaz de ser modificado 
solamente por la adicional MNAzima, en donde dicha modificación proporciona dicho efecto detectable adicional.

Se obtienen unas curvas patrón de valores de ciclo de umbral (Ct acrónimo de Cycle threshold) a lo largo del tiempo 
para la(s) diana(s) y se representan gráficamente sobre las curvas patrón, generalmente obtenidas a partir de un 
gen testigo o casero, y se visualiza y calcula la proporción de una diana establecida en la población vírica o en un 35
entorno establecido.

Los protocolos y productos del presente invento se pueden usar para diversas finalidades de diagnóstico, clínicas, 
toxicológicas, de investigación y forenses, incluyendo el descubrimiento de fármacos, el diseñ de terapias de los 
pacientes, el ensayo de la eficacia de los fármacos y la gestión del tratamiento de los pacientes. Los presentes 
métodos se pueden usar en combinación con estos ensayos. Los resultados se pueden implementar en modelos de 40
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 45
contexto, se refieren a unas entidades que pueden facilitar el autoensamble de partzimas componentes para formar 
una MNAzima activa catalíticamente. En unas formas de realización preferidas, se requiere una facilitadora del 
ensamble para realizar el autoensamble de una MNAzima. Una facilitadora del ensamble en algunas formas de 
realización comprende una diana tal como un analito de ácido nucleico o que no sea de ácido nucleico. Las 
moléculas facilitadoras del ensamble pueden comprender una o más regiones o moléculas que pueden emparejarse 50
con, o fijarse a, una o más "partzimas" de oligonucleótidos, que constituyen unos componentes o unas porciones de 
una "MNAzima". No se requiere que la facilitadora del ensamble interactúe con, se empareje con, o se fije a cada 
partzima o oligonucleótido con la condición de que ella interactúe 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 están pensadas para abarcar la más amplia gama de constituyentes, 55
que pueden facilitar el autoensamble de una MNAzima. En algunas formas de realización, una facilitadora del 
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ensamble puede comprender cualquier célula o cualquier porción de la misma, por ejemplo cualquier célula 
eucariótica o procariótica, virus, prion, levadura u hongo, o cualquier otra molécula que, por ejemplo, incluya, pero no 
esté limitada a, una proteína, un polipéptido, un péptido o un ácido nucleico. En otras formas de realización, 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, glicoproteínas, lípidos, lipoproteínas, organismos enteros, células, 5
virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos, patógenos, toxinas, contaminantes, venenos, pequeñas 
moléculas, polímeros, iones metálicos, sales metálicas, 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 10
tanto, las dianas abarcan la más amplia gama de entidades, constituyentes o analitos detectables para los/las que 
sean deseables unos sensibles métodos de detección, identificación y/o cuantificación. En algunas formas de 
realización, una diana comprende una facilitadora del ensamble. Algunas dianas ilustrativas incluyen, pero no se 
limitan a, proteínas, polipéptidos, péptidos o ácidos nucleicos, glicoproteínas, lípidos, lipoproteínas, organismos 
enteros, células, virus, bacterias, arqueas, levaduras, hongos, anticuerpos, metabolitos, patógenos, toxinas, 15
contaminantes, venenos, pequeñas moléculas, polímeros, iones metálicos, sales metálicas, 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 químico" como se usan en el presente contexto,
incluyen cualquier molécula que sea apta para ser reconocida y afectada o modificada químicamente por una 20
molécula catalítica. En unas formas de realización particulares, un substrato puede ser reconocido y modificado por 
una enzima. En otras formas de realización, un substrato puede ser reconocido y modificado por una molécula de 
ácido nucleico catalítico. La modificación química de un substrato puede ser medida por la aparición de, o el 
aumento en, un producto de la reacción de modificación, o por la desaparición de, o la disminución en, un substrato 
de las tandas de reacción de modificación. Una molécula catalítica particular puede reconocer a una o más 25
diferentes moléculas de substratos, con tal de que cada molécula de substrato tenga por lo menos una estructura 
mínima, que sea reconocible en cuanto a una actividad catalítica por la molécula catalítica.

Los términos "substrato reportero", "sonda reportera" o "substrato de sonda reportera" como se usan en el presente 
contexto, se refieren a un substrato que está particularmente adaptado para facilitar la medición de, o bien la 
desaparición de un substrato o la aparición de un producto en conexión con una reacción catalizada. Los substratos 30
reporteros pueden presentarse libremente en disolución 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 fluoróforos (con o sin uno o más componentes adicionales, tales como desactivadores), 
marcas radiactivas, una marcación con biotina (p.ej. una biotinilación) o unas marcas quimioluminiscentes. Unos 
substratos reporteros para ácidos nucleicos catalíticos pueden incluir también unas enzimas de proteínas o ácidos 35
nucleicos, unidas covalentemente a sus extremos terminales.

Como se usan en el presente contexto, los términos "partzima", "componente de partzima" y "componente de 
oligonucleótido" se refieren a un oligonucleótido que contiene un ADN o que contiene un ARN o que contiene un 
ADN y un ARN, dos o más 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 realización preferidas, una o 40
más partzimas componentes, y preferiblemente por lo menos dos de ellas, pueden comprender tres regiones o 
dominios: un dominio "catalítico" que forma parte del núcleo catalítico de la MNAzima, que cataliza una modificación 
química; 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 descripción de 
estas regiones o estos dominios se puede ver, por ejemplo, en la Figura 2. Una partzima puede comprender una o 45
más moléculas.

Abreviaturas
MNAzima : enzima de ácido nucleico de componentes múltiples, o enzima de ácido nucleico multipartita;
ADNzima : enzima de ácido desoxirribonucleico; 
ARNzima : enzima de ácido ribonucleico, o ribozima;50
PCR : reacción en cadena de la polimerasa;
dH2O : agua destilada desionizada;
F : fluoróforo 
Q : desactivador
JOE o 6-JOE : 6-Carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceína;55
FAM o 6-FAM : 6-Carboxifluoresceína;
BHQ1 : Desactivador de Agujero Negro 1;
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BHQ2 : Desactivador de Agujero Negro 2.

Figuras

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

La Figura 2 es una representación de un diseño 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 5
fluorescente (a la izquierda) y un desactivador (a la derecha). Unas porciones de núcleo catalítico (C) están 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 Disociación de 
una MNAzima, aumentando de esta manera la fluorescencia.

La Figura 3: es una representación esquemática de un análisis multiplex ilustrativo de múltiples dianas: Dos o más 10
dianas pueden ser detectadas simultáneamente usando dos o más substratos, siendo cada uno de ellos específico 
para una MNAzima. Los substratos son marcados preferiblemente con diferentes fluoróforos. 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: fluoróforos.

La Figura 4: es una representación esquemática de las secuencias de Testigos de Control de la Cuantificación 15
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 amplicón que había sido clonado. También 
se muestran los dos cebadores que se usaron durante el ensayo de q-RT-PCR en cada vector así como la situación 
del sitio de restricción con NdeI, usado para linealizar los vectores antes de la transcripción.

Las Figuras 5a/b: Son unas representaciones esquemáticas de las secuencias de testigos de control de la extracción20
Interna. La amplificación por q-RT-PCR usa una secuencia conservada y específica de RSV-A y RSV-B en el 
genoma de RSV. Estas secuencias están 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 y el testigo de control de la extracción interna de los RSV son 
idénticos por cada sub-cepa. Las secuencias entre los cebadores son específicas para ciertas sondas: RSV-A ARN 
= RSVA-Fgen-TP sonda (1), RSV-A testigo de control de la extracción interna = RSVA-EC-Fgen-TP sonda (2); RSV-25
B ARN = RSVB-Ngen-TP sonda (3), RSV-B testigo de control de la extracción interna = RSVB-EC-Ngen-TP sonda
(4).

La Figura 6: Es una representación esquemática de las secuencias de testigo de control de la extracción interna 
(IEC) clonadas en el vector TOPO-TA (Invitrogen, Merelbeke): pIEC-A (A) y pIEC-B (B).Los vectores indican el 
promotor T7, los dos cebadores y la situación de las sondas para cada vector así como la situación de los sitios de 30
restricción ApaLl que se usaron para linealizar los vectores antes de la transcripción.

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, 35
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, Nº de catálogo 900,021,00, Berchem, Bélgica), un 
AFA (de Covaris, Hoddesdon, Reino Unido) y un ABI9700HT (de Applied Biosystems, CA, EE.UU.) en el curso de40
estos experimentos.

Tratamiento de las muestras como preparación para una extracción automática de ARN
Se desarrolló un método para la preparación de diferentes muestras de RSV para una extracción automática de 
ARN (véase la Figura 1 para el esquema de flujos de trabajos).

45
Diferentes clases de tratamiento podrían realizarse con diferentes clases de muestras (como las que se describen 
en la Tabla 1). 
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Tabla 1. Reseña de diferentes tipos de muestras y diferentes métodos de preparación. 
NPW: Lavado Nasofaríngeo; BAL: Lavado Bronquioalveolar

Esputo
(humano)

NPW
(humano)

Fluido BAL
(de ratón)

Cultivo de Virus
(Sobrenadante)

Cultivo de Virus
(Fracción celular)

Tejido de pulmón
(de rata)

Covaris S2 Sí Sí Sí Sí Sí No

Dyspomix Sí Sí Sí Sí Sí Sí

EasyMAG No Sí Sí Sí No No

Las muestras se almacenaron en el mismo laboratorio a -80 °C. El peso de las muestras congeladas se determinó5
mientras que éstas todavía estaban congeladas, se añadió 1 volumen de una mezcla de PBS y 10 % de DTT a las
muestras con un volumen final mínimo de 2,2 ml (en un tubo de fondo redondo de polipropileno de Becton Dickinson 
con una capacidad de 14 ml, número 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 adición de un
volumen de PBS y 10 % de DTT por medio de un ligero calentamiento del tubo de 15 ml hasta que las muestras10
congeladas pudieran ser deslizadas dentro del tubo Falcon de 50 ml (Tapón rojo). La muestra congelada en PBS-
10 % de DTT se colocó en el instrumento de Covaris S2 y se trató con el SonoLAB Single v2,4,3 con los siguientes 
ajustes: 

Modalidad = Seguimiento de la energía, Número de ciclos = 10, Límite de la temperatura del baño = 15ºC15

Tratamiento 1: "Ciclo de Trabajo" = 20 %, "Intensidad" = 10 y "Ciclos/Ráfaga" = 100 durante 30 s.

Tratamiento 2: "Ciclo de Trabajo" = 0,1 %, "Intensidad" = 0,1 y "Ciclos/Ráfaga" = 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 así,
se añadieron tantos ciclos suplementarios como se necesitasen.

20
El enfriamiento del Covaris se ajustó a 1 °C.

Después del tratamiento de Covaris, se añadieron 4 volúmenes de muestras iniciales de un Tampón de lisis
(EasyMAG, de BioMérieux) y se incubaron durante 10 minutos.

25
El instrumento de Covaris S2 que se ha descrito más arriba puede ser encontrado en el sitio web de Covaris viz 
www.covarisinc.com. En resumen, el proceso de Covaris produce un campo acústico controlado dentro de un 
recipiente que está cerrado herméticamente. El proceso se basa en una tecnología de energía acústica enfocada
controlada por ordenador. El proceso Adaptive Focused Accoustics (con el acrónimo AFA) de Covaris trabaja
enviando unos paquetes de ondas de energía acústica a partir de un transductor en forma de plato, que converge y 30
enfoca en una pequeña zona localizada (él es visualizado algunas veces como un cono vibrante de altavoz). En este 
punto focal, la densidad de energía puede ser enfocada de una manera controlable en la muestra que interesa, lo 
que ha probado ser beneficioso para numerosas aplicaciones de preparación de muestras. Esencialmente, el
proceso hace posible que la energía mecánica sea aplicada a una muestra sin entrar en contacto directamente con 
la muestra.35

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

Extracción automática de ARN40
El ARN fue extraído usando la plataforma de EasyMAG (de BioMérieux) de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el suministrador con la siguiente adaptación: se usaron 3 ml del volumen de la muestra lisada
(No se dispensaba lisis en el EasyMAG), por 8 muestras que se habían de extraer: 110 µl de IEC-B (testigo de 
control de la extracción interna para los RSV-B, almacenados a -80 °C) se mezclaron con 440  µl del Tampón 3 de 
EasyMAG y 550 µl de perlas magnéticas. En total, 125 µl de esta mezcla se dispensaron en pocillos separados 45
usando los ajustes previamente programados número 2 de la pipeta dispensadora de EasyMAG. Usando los ajustes 
previamente programados número 3 de la pipeta dispensadora de EasyMAG se añadieron 100 µl de esta mezcla a 
cada una de las muestras. Se realizó una elución en 110 µl (Tampón 3, de EasyMAG). Tan pronto como se hubo 
completado la extracción, se ejecutó la tecnología de q-RT-PCR o la tecnología de MNAzima tal como se describirá
en los Ejemplos 2 (A) y (B) respectivamente. El resto del ARN se almacenó a -80 °C.50
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Se usaron dos posibilidades para realizar la cuantificación, o bien una q-RT PCR usando la tecnología de Taqman 
(tecnología de q-RT PCR y unas sondas de Taqman) o la tecnología de MNAzima.

Para una explicación detallada de la tecnología de q-RT PCR se hace una referencia específica al documento de 5
patente europea EP 543. 942 presentada por F.Hoffmann-La Roche AG, Suiza, mientras que la tecnología 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 explicación 
detallada de ambas tecnologías.

Ejemplo 210
(A) Uso de la tecnología de q-RT PCR y de sondas de Taqman para la cuantificación de unas cepas virales de RSV-
A y RSV-B y unas secuencias de ácidos nucleicos testigos por intermedio de una PCR en tiempo real monoplex 

Sondas y Cebadores:
Los cebadores para la amplificación por q-RT-PCR de RSV-A (y por lo tanto también del pIEC-A) fueron:

15

Oligonucleótido Secuencia

RSV-A-Fgen-FW 5'-CTGTGATAGA RTTCCAACAA AAGAACA-3' SeqID No. 1

RSV-A-Fgen-RV 5'-AGTTACACCT GCATTAACAC TAAATTCC-3' SeqID No. 2

Los cebadores para la amplificación por q-RT-PCR de RSV-B (y por lo tanto también del pIEC-B) fueron: 

Oligonucleótido Secuencia

RSV-B-Ngen-FW 5'-GGCTCCAGAA TATAGGCATG ATTC-3' SeqID No. 3

RSV-B-Ngen-RV 5'-TGGTTATTAC AAGAGCAGCT ATACACAGT-3' SeqID No. 4

La sonda para RSV-A fue: 20

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 SeqID No. 6

*NFQ-MGB: Secuencia de Non-Fluorescent Quencher - Minor Groove Binding [de Fijación a Muesca Menor –
desactivador no fluorescente]:

La sonda para pIEC-A fue: 

Sonda Secuencia

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

25
La sonda para pIEC-B fue:

Sonda Secuencia

RSV-B-EC-Ngen-TP FAM 5'-TACCGTACTCTAGCCTA-3' NFQ-MGB SeqID No. 8
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Para cada muestra, se prepararon tres mezclas para q-RT-PCR en duplicado: 
RSV-A, RSV-B y IEC

Muestras 1

Volumen de reacción (µl) 30

Detalle de la mezcla Concentración Volumen para (µl)

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 Tampón de reacción X 2,00 1,000 15,000 45,00

Euroscript RT kU/ml 50,00 0,250 0,150 0,45

Sonda de RSV µM 25,00 0,100 0,120 0,36

Cebador FW de RSV µM 20,00 0,900 1,350 4,05

Cebador RV de RSV µM 20,00 0,900 1,350 4,05

MgCl2 mM 50,00 1,500 0,900 2,70

Volumen total de la mezcla (µl) 60,00

Volumen de la mezcla / tubo (µl) 20,00

ARN total de RSV-A 10,00

Cuando todos los componentes se hubieron añadido a la placa, la placa fue cerrada herméticamente con una Tapa 5
Adhesiva Óptica (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 Compresión de 
Película Óptica de Salto Elástico] MicroAmp™ (de ABI).

El perfil térmico fue: 10

"Escalón 1" reacción de la transcriptasa inversa: 48 °C, 30 minutos

"Escalón 2" activación de la polimerasa: 95 °C, 10 minutos

"Escalón 3": 45 repeticiones: 

Desnaturalización a 95 °C, 15 segundos

Elongación a 60 °C, 1 minuto15

Construcción del testigo de control de la cuantificación externa (EQC) para el ensayo por q-RT PCR de RSV
Con el fin de definir el intervalo dinámico del ensayo por q-RT-PCR, se construyeron unos controles de la 
cuantificación externa. Esto incluía: 

 El diseño de las siguientes construcciones artificiales plasmídicas que contenían: 
O La secuencia situada entre los cebadores directo (EQC-RSV-A-FW) e inverso (EQC-RSV-A-RV) 20

que cubre una región de RSV-A de 1.004 pares de bases incluyendo la región en donde se 
reanillan los cebadores y las sondas de ensayo por q-RT-PCR de RSV-A. Esta construcción 
artificial es marcada como testigo de control de la cuantificación 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 región de RSV-A de 1.399 pares de bases incluyendo la región en donde se 25
reanillan los cebadores y las sondas de ensayo por q-RT-PCR de RSV-B. Esta construcción 
artificial es marcada como testigo de la cuantificación 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 aquí 
debajo.

5

Oligonucleótido

EQC-RSV-A-FW 5'-AATCAAAATAAACTCTGGGGC-3' pb 5631-5651* SeqID No. 9

EQC-RSV-A-RV 5'-GTTGGTTGTACATAGAGGGG-3' pb 6634-6615* SeqID No. 10

EQC-RSV-A-RVret 5'-TACATGTTTCAGCTTGTGGG-3' pb 6734-6715* SeqID No. 11

EQC-RSV-B-FW 5'-ATATTTATCAATCATGGCGGG-3' pb 908-928** SeqID No. 12

EQC-RSV-B-RV 5'-CTACATCATCTTCTTTGGGG-3' pb 2306-2286** SeqID No. 13

EQC-RSV-B-RVret 5'-GTGCCAGATGTTATCGGGC-3' pb 2524-2507** SeqID No. 14

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

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

Extracción y amplificación 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: 10
entrada 1,000 µl, salida 55 µl. El ARN se sometió subsiguientemente a una amplificación por PCR hemianidada con 
RT. Las mezclas y condiciones de PCR se especifican aquí abajo.

Reseña de las diferentes mezclas de amplificación por PCR (RT) y condiciones para generar los productos de 
amplificación hemianidada para RSV-A (1.004 pb) y RSV-B (1.399 pb). Las secuencias exactas de los cebadores se 
han mencionado más arriba. 15

   Preparación de la mezcla de PCR
  RT-PCR

Nº de Muestras 1

Volumen de Reacción (µl) 35

Detalle de la Mezcla Concentración Volumen para (µl)

Unidad Existencias Final 1 muestra x muestras

Agua libre de Rnasa 6,10 12,20

2x Tampón de reacción HiFi X 2,00 1,000 17,50 35,00

Cebador FW µM 20,00 0,200 0,35 0,70

Cebador RVret µM 20,00 0,200 0,35 0,70

SobreescritoTM III HiFi U/µl 100,00 2,000 0,70 1,40

Volumen total de la mezcla (µl) 25,00           50,00

Volumen de ARN total (µl) 10,00

20
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Ciclado térmico 
etapa temp. (ºC) tiempo ciclos

1 53 30’
2 94 2’
3 92 15’’ 40
4 55 30’’
5 68 1’30’’
6 68 7’
7 4 retención

Hemianidado

Muestras 1

Volumen de reacción (µl) 50

Detalle de la mezcla Concentración Volumen para (µl)

Unidad Existencias Final 1 muestra x muestras

Agua libre de Rnasa 39,17 78,34

Tampón de PCR (MgCl2 15 mM) X 10,00 1,000 5,00 10,00

dNTPs mM 25,00 0,200 0,40 0,80

Cebador FW µM 20,00 0,200 0,50 1,00

Cebador RV µM 20,00 0,200 0,50 1,00

ExpandTMHF PCR mM 3,50 0,030 0,43 0,86

Volumen total de la mezcla (µl) 46,00 92,00

Volumen total de la mezcla para RT-PCR (µl) 4,00

Ciclado térmico 5
Etapa temp. (ºC) tiempo ciclos

1 94 2 min

2 94 15’’
3 60 30’’ 35
4 68 1’
5 68 7´
6 4 Retención

Clonación en TOPO-TA 
Los fragmentos de PCR obtenidos fueron clonados usando el estuche de clonación TOPO TA (de Invitrogen, 
Merelbeke, Bélgica) siguiendo las instrucciones del fabricante. Dicho brevemente, 4 µl de un producto de PCR (no 
purificado) se mezclaron con 1 µl de una solución de sal y 1 µl de un vector.
La mezcla de reacción de ligación se transformó en el seno de células E.coli TOP10 químicamente competentes10
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de haber crecido los cultivos de E.coli durante una noche, 10 colonias por construcción artificial (pEQC-A y 
pEQC-B) fueron transferidas a un medio líquido de LB/Ampicilina, se dejaron crecer durante una noche y se ejecutó
una miniprep (de Qiagen, Hilden, Alemania). Volumen final = 50 µl, no se midió la concentración.

Secuenciación15
En total 0,75 µl del ADN generado se sometieron a una secuenciación. La secuenciación se hizo usando el estuche 
de secuenciación Big Dye Terminator (BDT) Cycle Sequencing Kit v3,1 (Nº de catálogo 4337457, Applied 
Biosystems, CA, EE.UU.).
La composición de la mezcla de cada pocillo se indica en la tabla presentada más abajo. Las tandas de reacción de 
secuenciación se ejecutaron usando el conjunto de cebadores20
"T3" (5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3') (SeqID No. 15) y
"T7" (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3') (SeqID No. 16) que están situados en el vector TOPO-TA.
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La secuenciación por PCR se hizo usando el 9800 Fast Thermal Cycler (de Applied Biosystems (ABI), Nº de 
catálogo 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 retención final a 
12 °C.5

Tabla : La composición de la mezcla de una única reacción de secuenciación, con un volumen final de 5,75 µl. (* se 
usó el cebador de secuenciación T7 o T3). "BDT" = acrónimo de Big Dye Terminator, "DB" = acrónimo de La dilución
Buffer (tampón de dilución)

10
Preparación de la mezcla de secuenciación (µl):

x pocillos

1 pocillo 20

BDT 0,25 5,25 µl

DB 1,25 26,25 µl

Agua 1,50 31,50 µl

Cebador* 2,00 42,00 µl

Mezcla total 5,00 105,00 µl

Amplicón 0,75

Programa de PCR rápida:
15

96 °C 5" Nº de ciclos

50 °C 5" 25

60 °C 1'15"

12 °C Retención

Transcripción 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 linealizó usando la enzima de restricción Ndel (Fig. 4 A & B). La digestión con la enzima de restricción se ejecutó 
a 37 °C para 3 horas usando el tampón 4 para la enzima de restricción. Las reacciones fueron detenidas por 
incubación a 65 °C (20 minutos) y se purificó. A la mezcla digerida por restricción, se le añadieron 1/20 volúmenes20
de EDTA 0,5 M (1 µl), 1/10 volúmenes de NaOAC (2 µl) y 2 volúmenes de EtOH (40 µl). La mezcla se puso a -20 °C
durante como mínimo 15 minutos, y luego se centrifugó durante 15 minutos a la velocidad máxima. El material
sobrenadante se desechó y el sedimento se disolvió en 50 µl del tampón TE. Las construcciones artificiales
linealizadas fueron luego  transcritas usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de Ambion, Nº de catálogo 1354, 
Texas, EE.UU.). Las mezclas de reacción fueron incubadas a 37 °C durante 4 horas. Se predijo que la longitud total 25
del ARN transcrito era de 1.250 (para EQC-A) y 1.600 (para EQC-B) nucleótidos. Múltiples reacciones paralelas 
fueron ajustadas para cada una de las EQC.

Retirada de ADN
Las mezclas de transcripción fueron tratadas con TURBO DNase™ (se añadieron 2 µl a la mezcla de transcripción, 
Ambion, Nº de catálogo 2238, Texas, EE.UU.). El tratamiento con DNase perduró durante 1 hora a 37 °C en un30
volumen final de 100 µl. El ARN se purificó por medio de una extracción del ARN en el EasyMAG (de BioMérieux) 
eluyendo en 100 µl. Los materiales eluidos purificados fueron agrupados dando como resultado un volumen final de 
aproximadamente 1 ml por EQC.

Cuantificación de una EQC en tiempo real
Los transcritos purificados fueron sometidos a una cuantificación por PCR en tiempo real o bien en la presencia o la 35
ausencia de la enzima RT. Las composiciones mezcladas de las diversas mezclas se pueden encontrar aquí 
después de esto:
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EQC-A

Nº de muestras 1

Volumen de reacción (µl) 30

Detalle de la mezcla Concentración Volumen para (µl)

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 Tampón de reacción 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 µM 25,00 0,100 0,120 0,36

Cebador FW de RSV-A µM 20,00 0,900 1,350 4,05

Cebador RV de RSV-A µM 20,00 0,900 1,350 4,05

Volumen total de la mezcla (µl) 60,00

Volumen de la mezcla / Tubo (µl) 20,00

ARN total 10,00

EQC-B

Nº de Muestras 1

Volumen de reacción (µl) 30

Detalle de la mezcla Concentración Volumen para (µl)

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 Tampón de reacción 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 µM 25,00 0,100 0,120 0,36

Cebador FW de RSV-B µM 20,00 0,900 1,350 4,05

Cebador RV de RSV-B µM 20,00 0,900 1,350 4,05

Volumen de la mezcla total (µl) 60,00

Volumen de la mezcla / Tubo (µl) 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 los5
experimentos se usaron solamente sondas marcadas con FAM (ensayos Monoplex).
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Reproducibilidad de las EQC (partes alícuotas 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 alícuotas, diluidas a 1/10) con un volumen total de 2.500 µl. A partir 
de estas existencias se tomaron unas partes alícuotas de 23 µl cada una y se almacenaron a -80 °C hasta que se 
realizó el tratamiento.5

Tratamiento de las muestras, un ejemplo
En total se trataron 5 muestras clínicas (Esquema de flujos, véase la Figura 1). Todas muestras se transfirieron a un 
tubo Falcon de 15 ml y se añadió PBS/1 % de DTT a un volumen final de 2,2 ml. Esta mezcla se trató en el AFA (de 
Covaris) durante 60 segundos antes de la adición de 4 ml de un tampón 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 eluyó en 110 µl de los 10
que 10 µl se trataron en la q-RT-PCR en duplicado. El experimento se repitió una vez comenzando a partir de la 
extracción con los restantes 3 ml.

Resultados
PCR
Las tandas de reacción de PCR hemianidadas por RT se organizaron en duplicado y ambas generaron buenos15
resultados para cada uno de los amplicones. El tamaño esperado para el amplicón 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 sólidas de LB/ ampicilina. En total 10 colonias fueron transferidas a un medio líquido de LB/Ampicilina y se 
dejaron crecer de nuevo durante una noche. Se preparó una miniprep (de Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de20
estos cultivos y el resultante ADN se sometió a una secuenciación.

Secuenciación
No todos los fragmentos de PCR se ligaron en la misma dirección en el vector TOPO-TA. En total, 2 clones para el 
pEQC-A y 6 clones para el pEQC-B se clonaron en la correcta dirección dentro del vector TopoTA. De estos clones, 
se escogieron el Clon 6 (pEQC-A) y el Clon 3 (pEQC-B) para la transcripción in Vitro.25

Transcripción in Vitro
El Clon 6 (pEQC-A) y el Clon 3 (pEQC-B) se sometieron a una digestión por restricción usando Ndel y se purificaron 
como se ha descrito más arriba. Las construcciones artificiales linealizadas y purificadas se sometieron a una
transcripción in Vitro (usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de Ambion)). El ADN residual se retiró usando la
TURBO DNase™ (de Ambion). Los transcritos se purificaron por medio de una extracción del ARN en el EasyMAG 30
(de BioMérieux) que se ha descrito más arriba.

Resultados de la PCR en tiempo real
Los transcritos puros se diluyeron a 1/1.000 y se sometieron a una reacción de cuantificación en tiempo real PCR 
con la enzima RT (produciéndose una señal de color azul oscuro) y sin ella (produciéndose una señal de color azul 
claro) para determinar el contenido de ADN residual de los transcritos. El transcrito en la hora 4 de pEQC-A mostró35
una diferencia de 12 Cts entre la reacción ejecutada sin RT y la reacción 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 reacción 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.40

Estabilidad (reproducibilidad) de la determinación de los valores de Ct en una serie de diluciones de EQC
A lo largo de varios días y por diferentes operadores se analizaron unas series de diluciones de EQC (A y B) 
congeladas por medio de una cuantificación por q-RT-PCR. Los resultados de estos ensayos (n = 6) muestran un
margen dinámico 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 45
(para EQC-A) y 41,51 (para EQC-B) y una correlación de 0,999 de los puntos de datos para ambos EQC-A y     
EQC-B. Para la EQC-A, 5/6 tandas tenían un margen lineal de 7 logs. El valor medio de Ct de la dilución más baja 
(n = 6) era de 11,98511 (desviación típica 0,484211) y el de la dilución más alta era de 35,90961 (desviación típica
0,988846) (n = 5, para la tanda 5 no se midió la dilución más alta). Para la EQC-B 4/6 tandas solamente tenían un 
margen lineal de 6 logs. El valor medio de Ct de la dilución más baja (n = 6) era de 10,98107 (desviación típica50
0,569094) y el de la dilución común más alta (n = 6) era de 30,8342 (desviación típica 0,657034).

E11166466
18-01-2016ES 2 559 812 T3

 



17

Interpretación de la curva patrón, 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 cuál era el mejor modo de interpretación para las curvas patrones (es decir, cuál permitiría calcular "el
valor 1 de Ct" de una muestra en un experimento de acuerdo con la curva patrón 1, y "el valor 2 de Ct " de la misma5
muestra en un segundo experimento de acuerdo con la curva patrón 2 de tal manera que ambos valores de Ct 
estuviesen más próximos 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 ajustó en 0,1. Como se puede 
observar, ninguna de las mediciones se desvió por más de 1 Ct. La media de las diferencias era de 0,56 Ct con una 10
desviación típica de 0,39.
En otro ajuste, se intentó reducir al mínimo 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 repetición se modificó para hacer que la ordenada en 
el origen del eje de las Y de la segunda curva patrón de EQC-A se moviese más próxima a 42,43 (42,428). Con este
ajuste, una medición difería en más que 1 Ct (NPW 5: 1,04). El promedio de las diferencias, sin embargo, era15
solamente de 0,47 con una desviación típica de 0,43.

CONCLUSIÓN
Dos vectores se construyeron y secuenciaron. Ambos de ellos contenían 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 cuantificación por PCR en tiempo real. Esto indicó que para ambas20
EQCs, se obtuvo un idóneo transcrito testigo de ARN que contenía 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 días y diferentes operadores con un margen dinámico de 6 a 7 logs.

25
Las secuencias de pEQC-A (clon 6) y de pEQC-B (clon 3) respectivamente se representan más abajo. 

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

30
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Secuencia de pEQC-B: (SeqID No. 18)
(Letras negritas = una secuencia de cebador; subrayadas = una secuencia de sonda) 

5
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Un proceso similar al de para la EQC más arriba descrita se llevó a cabo para la construcción del testigo de control 
de la extracción interna (IEC) para dicho ensayo de q-RT PCR para  los RSV.

Construcción del testigo de control de la extracción interna (IEC) para el ensayo de q-RT PCR para los RSV
Con el fin de vigilar la eficiencia de extracción de ARN se construyeron unos testigos de control de la extracción5
interna (IEC) EasyMAG (de BioMérieux, Boxtel, Holanda)
Esto incluía el diseño de las siguientes construcciones plasmídicas que contenían: 

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 Taqman que contiene el tinte fluorescente TET o FAM 
detectará a esta secuencia. Esta construcción artificial es marcada como testigo de control de la extracción10
interna de RSV-A (pIEC-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 Taqman que contiene el tinte fluorescente TET o FAM 
detectará a esta secuencia. Esta construcción artificial es marcada como testigo de control de la extracción
interna de RSV-B (pIEC-B)15

Cebadores y sondas
Los cebadores encargados para generar las secuencias que han de ser clonadas en pIEC-A (RSV-A-Fgen-EC-FW y 
RSV-A-Fgen-EC-RV) y en pIEC-B (RSV-B-Ngen-EC-FW y RSV-B-Ngen-EC-RV) se describen más abajo y cubren
una secuencia de cebador y la mitad de la secuencia de sonda específica. Una representación esquemática de las20
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 Amplificación por PCR (véase más 
abajo). 

E11166466
18-01-2016ES 2 559 812 T3

 



22

Oligonucleótido Secuencia

RSV-A-Fgen-EC-FW

SeqID No. 19

RSV-A-Fgen-EC-RV

SeqID No. 20

RSV-B-Ngen-EC-FW

SeqID No. 21

RSV-B-Ngen-EC-RV

SeqID No. 22

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

RSV-A5

Nº de muestras

Componente Vol (µl) 8

Agua libre de Rnasa 39,17 352,53 µl

Tampón para PCR (MgCl2 15 mM) 5 45 µl

dNTPs 0,4 3,6 µl

RSV-A Fgen-EC-FW 0,5 4,5 µl

RSV-A Fqen-EC-RV 0,5 4,5 µl

PCR de Expand™HF 0,43 3.87 µl

Volumen total 46 414 µl

RSV-B

Nº de muestras

Componente Vol (µl) 8

Agua libre de Rnasa 39,17 352,53 µl

Tampón para PCR (MgCl2 15 mM) 5 45 µl

dNTPs 0,4 3,6 µl

RSV-B Ngen-EC-FW 0,5 4,5 µl

RSV-B Ngen-EC-RV 0,5 4,5 µl

PCR de Expand™HF 0,43 3.87 µl

Volumen total 46 414 µl
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El programa de PCR que se usó 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 ejecutó a 68 °C durante 10 minutos y concluyó con una retención final a 4 °C.

Clonación en TOPO-TA 
Los fragmentos de PCR obtenidas fueron clonados usando el estuche de clonación TOPO TA (de Invitrogen, 5
Merelbeke, Bélgica) siguiendo las instrucciones del fabricante. Dicho brevemente, 4 µl del producto de la PCR (sin
purificación) se mezclaron con 1 µl de una solución de una sal y 1 µl de un vector.
La mezcla de reacción de ligación se transformó en el seno de células E.coli TOP10 químicamente competentes
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de haber crecido los cultivos de E.coli durante una noche, 10 colonias por construcción artificial (pEQC-A y 10
pEQC-B) fueron transferidas a un medio líquido de LB, se dejaron crecer durante una noche y se ejecutó una 
miniprep (de Qiagen, Hilden, Alemania) (en un volumen total de 50  µl de ADN plasmídico, no se midió la 
concentración).

Secuenciación
En total 0,75 µl del ADN de miniprep generado se sometieron a una secuenciación. La secuenciación se hizo usando15
el estuche de secuenciación en ciclo Big Dye Terminator (BDT) Cycle Sequencing Kit v3,1 (Nº de catálogo. 4337457, 
Applied Biosystems, CA, EE.UU.). La secuenciación de la mezcla con un volumen final de 5,75 microlitros en cada
pocillo fue como sigue: 

Componente Volumen (µl)

BDT 0,25

Agua 1,50

Volumen total 5,00

Amplicón 0,75

BDT = Big Dye Terminator

20
Las tandas de reacción de secuenciación se ejecutaron usando el conjunto de cebadores
"T3" (5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3') (SeqID No. 15) y
"T7" (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3') (SeqID No. 16) que están situados en el vector TOPO-TA.
La PCR de secuenciación se hizo usando el ciclador 9800 Fast Thermal Cycler (de Applied Biosystems (ABI), Nº de 
catálogo 4356204, CA, EE.UU.). Las condiciones de la PCR fueron de 96 °C durante 5 segundos, de 50 °C durante 25
5 segundos, de 60 °C durante 1 minuto y 15 segundos y esto durante 25 ciclos en total seguido por una retención 
final a 12 °C.

Transcripción de ARN in Vitro
Un clon correcto de cada construcción artificial de IEC se linealizó usando la enzima de restricción ApaLI (Figura. 6). 
La digestión con la enzima de restricción (ApaLI) se realizó a 37 °C durante 3 horas usando el tampón 4 de enzima 30
de digestión por restricción y BSA. Después de la restricción, las tandas de reacción fueron purificadas. A la mezcla 
de digestión se le añadieron 1/20 volúmenes de EDTA 0,5 M (1 µl), 1/10 volúmenes de NaOAC (2 µl) y 2 volúmenes
de EtOH (40 µl). La mezcla se dispuso a -20 °C durante 15 minutos como mínimo, y luego se centrifugó durante 15 
minutos a una velocidad máxima. El material sobrenadante se desechó y el sedimento se disolvió en 50 µl del 
tampón de TE. Estos moldes purificados fueron luego transcritos usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de 35
Ambion, Nº de catálogo 1354, Texas, EE.UU.) Las mezclas de reacción fueron incubadas a 37 °C durante 4 horas. 
Después de la incubación a 37 °C las mezclas de reacción fueron llevadas a 4 °C. Se predijo que la longitud total del
ARN transcrito era de 1.100 nucleótidos.

Retirada del ADN
Las mezclas de transcripción fueron tratadas con TURBO DNase™ (se añadieron 2 µl a la mezcla de transcripción,40
Ambion, Nº de catálogo 2238, Texas, EE.UU.). El tratamiento con DNase perduró durante 1 hora a 37 °C en un 
volumen final de 100 µl. El ARN se purificó por medio de una extracción del ARN en el EasyMAG (de BioMérieux) 
eluyendo en 100 µl.
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Cuantificación del IEC en tiempo real
Los transcritos purificados se diluyeron a 1/1.000 y se sometieron a una cuantificación 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 más 
abajo.
El programa de amplificación que se usó en el equipo de PCR en tiempo real ABI9700 HT era de 48 °C durante 30 5
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 reacción (µl) 25

Detalle de la mezcla Concentración Volumen para (µl)

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 2,00 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 µM 5,00 0,100 0,500 11,00

Cebador 1 µM 20,00 0,300 0,375 8,25

Cebador 2 µM 20,00 0,300 0,375 8,25

Volumen total de la mezcla (µl) 330,00

Volumen de la mezcla / Tubo (µl) 15,00

ARN total 10,00

Tratamiento de las muestras, un ejemplo

En total se trataron 5 muestras clínicas. Cada una de las muestras clínicas se diluyó en PBS/1 % de DTT hasta10
llegar a un volumen final de 2,2 ml. Esta mezcla se trató en el AFA (de Covaris) durante 60 segundos antes de la 
adición de 4 ml del tampón 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 eluyó en 110 µl de los que 10 µl se trataron en la q-RT-PCR en 
duplicado. El experimento se repitió una vez comenzando a partir de la extracción con los restantes 3 ml.

Reparto en partes alícuotas y almacenamiento de IEC15
En total 24 muestras negativas (PBS, 10 % de DTT, volumen final 1 ml) se lisaron con 2 ml del Tampón de lisis (de 
BioMérieux) y se incubaron durante 10 minutos. Tres partes alícuotas de IEC-B (110 µl) se descongelaron y se 
diluyeron con el tampón 3 (440 µl, de BioMérieux). En total se añadieron 550 µl de perlas magnéticas de sílice (de 
BioMérieux) a esta dilución de IEC y las tres mezclas se agruparon para obtener un volumen final de 3.300 µl de una 
mezcla de IEC y perlas magnéticas de sílice. Esta mezcla se diluyó tal como se ha descrito para la adición al IEC del20
EasyQ (de BioMérieux), es decir, 125 µl de la mezcla se dispensaron en 24 pocillos (usando el protocolo "2" 
previamente programado en la pipeta dispensadora automática de BioMérieux) y de esta mezcla total, se añadieron 
100 µl a cada una de las muestras, usando el protocolo "3" previamente programado en la pipeta dispensadora 
automática BioMérieux. Los IEC se extrajeron adicionalmente en el EasyMAG y se eluyeron en 110 µl. A partir de
esta mezcla, 10 µl se sometieron a una amplificación por q-RT-PCR.25

Resultados
PCR
El amplicón para la construcción artificial del testigo de control de la extracción interna de RSV-A tenía un tamaño de 
77 pares de bases mientras que el amplicón para la construcción artificial del testigo de control de la extracción
interna de RSV-B tenía un tamaño de 74 pares de bases. Estos fragmentos amplificados por PCR se ligaron en un30
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 sólido/ampicilina. En total se transfirieron 10 colonias a un medio LB
líquido/Ampicilina y de nuevo se dejaron crecer durante una noche. Se preparó un miniprep (de Qiagen, Hilden, 
Alemania) a partir de estos cultivos y el resultante ADN se sometió a una secuenciación.
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Secuenciación
Como se esperaba, no todos los fragmentos de PCR se ligaron en la misma dirección en el vector TOPO-TA. Los 
fragmentos de PCR del testigo de control de la extracción interna de RSV-A en los clones 5, 8 y 10 se ligaron en la
orientación correcta. Este fue también el caso para los clones 1, 3, 7 y 8 para el testigo de control de la extracción
interna de RSV-B.5

Transcripción in vitro
El clon 5 (pIEC-A) y el clon 1 (pIEC-B) se sometieron a una digestión por restricción usando ApaLI y se purificaron 
tal como se ha descrito más arriba. Las construcciones artificiales linealizadas y purificadas se sometieron a una
transcripción in vitro (usando el estuche MEGAshortscript™ T7 Kit (de Ambion)). El ADN residual se retiró usando la
TURBO DNase™ (de Ambion). Los transcritos se purificaron por medio de una extracción del ARN en el EasyMAG 10
(de BioMérieux) que se ha descrito más arriba.

Resultados de la PCR en tiempo real
Los transcritos puros se diluyeron a 1/1.000 y se sometieron a una reacción de cuantificación 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 señal
generada en la presencia de transcriptasa inversa (RT) emergió a Ct 8 mientras que en la ausencia de la enzima RT 15
la señal solamente emergió a Ct 30-31. Para el IEC-B esto sucedió respectivamente a Ct 8 (+ RT) y a Ct 30 (- RT). 
Por lo tanto ambos IECs tenían una diferencia de 22 ciclos entre la señal con y sin RT. Esto corresponde a una 
diferencia de más que 6 logs (22/3,3 = 6,6), indicando 1 molécula de ADN residual para 106 moléculas de ARN. Esto
es aceptable para el uso como un testigo de ARN. El ARN de IEC se diluyó a 1.000 000 times (valor de Ct estimado
27,4 para el IEC-A y 27,6 para el IEC-B), se distribuyó en partes alícuotas de 90 µl y se almacenó a - 80 °C.20

Análisis de Muestras Clínicas, un ejemplo
En este experimento, se trataron cinco muestras clínicas. Puesto que todos los ensayos se realizaron en monoplex, 
solamente se necesitó un IEC.

Curvas patrones25
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.

IEC30
Si se mirasen las señales IEC se podría observar que todas las señales emergían por encima del ruido en el mismo 
momento, alrededor de Ct 28. Este experimento se repitió una vez comenzando a partir de la extracción (por lo tanto
una adición independiente de IEC-B a las muestras durante esta extracción), dando como resultado unos
comparables valores. Todos los valores se combinaron y representaron gráficamente. El promedio de todas las 
mediciones del IEC-B era de 28,09, con una desviación típica de 0,36.35

Análisis de las Muestras
3 de 5 muestras produjeron una señal para RSV-A: un esputo en 17,38 y 17,68, el "NPW 4" en 21,74 y 22,15 y el 
"NPW 6" en 24,61 y 25,60, No se detectó ninguna señal para el NPW 3 y el NPW 5 en la placa de análisis de     
RSV-A. Estas muestras producen una señal para RSV-B: el "NPW 3" en 21,63 y 22,15 y el "NPW 5" el 25,49 y 
25,58.40

CONCLUSIÓN
Dos vectores se construyeron y secuenciaron. Ambos de ellos contenían una secuencia única que cubría los 
cebadores específicos o bien para los RSV-A o para los RSV-B y una secuencia única entre las dos secuencias de 
cebadores que pueden reanillarse con una única sonda fluorescente. Los transcritos tratados con DNase se 
analizaron en la presencia o en la ausencia de la enzima RT en un ensayo de cuantificación por PCR en tiempo real. 45
Esto indicó que para ambos IECs se obtuvo un idóneo transcrito de control de ARN que contenía menos que 1 
molécula de ADN en 1.000.000 de moléculas ARN, cubriendo la diferencia de 2 log especificada como un criterio de 
aceptación
El IEC-B se diluyó a 1.000.000 de veces y se añadió a unas muestras clínicas durante su extracción en el EasyMAG. 
Este proceso se repitió durante un segundo análisis independiente de las muestras. Este experimento reveló unas50
señales comparables que emergían en alrededor de Ct 28,09, con una desviación típica de 0,36, 
independientemente del ARN de RSV que estaba presente en la muestra (subtipo A o B).
El IEC-B se repartió en partes alícuotas y se almacenó en partes alícuotas de 110 µl en -80 °C. El repetido ensayo
de estas partes alícuotas reveló un valor de Ct de 26,32 cuando el umbral se había ajustado a 0,02.
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Las secuencias de pIEC-A (clon 5) y pIEC-B (clon 1) respectivamente se representan más abajo: 

Secuencia de pIEC-A (SeqID No. 23):
(Letras negritas = una secuencia de cebador; subrayadas = una secuencia de sonda) 

5
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Secuencia de pIEC-B (SeqID No. 24):
(Letras negritas = una secuencia de cebador; Subrayadas = una secuencia de sonda) 
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(B) Uso de MNAzimas para la cuantificación de unas cepas virales de RSV-A y RSV-B y unas secuencias de 
ácidos 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 desarrolló para 5
la detección y la cuantificación simultáneas 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 extracción interna (IEC B). Los cebadores y las partzimas de RSV-
A, que tenían como diana una región del gen F, se diseñaron para ser plenamente complementarios con la
secuencia de RSV-A pero para contener varios desemparejamientos de bases en la correspondiente región del  
genoma de RSV-B. Similarmente, los cebadores y las partzimas, que tenían como diana una región en el gen N, se 10
diseñaron para ser plenamente complementarios con la secuencia de RSV-B pero para contener varios
desemparejamientos de bases en la correspondiente región del  genoma de RSV-A.

1 Oligonucleótidos de partzimas para un ensayo de RT-PCR triplex
Múltiples dianas se pueden detectar simultáneamente en una reacción multiplexada que comprende múltiples
MNAzimas únicas en su género. Cada MNAzima tiene unos brazos de sensor específicos para una diana y unos 15
brazos de substrato específicos para un único miembro de una serie de substratos reporteros genéricos, cada uno 
de los cuales está marcado con un diferente fluoróforo.
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En el siguiente ejemplo, se diseñaron dos MNAzimas para detectar dos cepas de RSV a partir de unas muestras
clínicas con una tercera MNAzima diseñada para detectar una secuencia testigo sintética, que se aplicó a la muestra
antes de la extracción de ácidos nucleicos.

Tabla 25

SEQ ID
NO

Diana Nombre de la Partzima Secuencia de partzima enumerada en la dirección de 5’ a 3’ 
(P = grupo de fosfato)

25 RSVA RSVAA5/2-P

26 RSVA RSVAB6/2-P

27 RSVB RSVBA5/3-P

28 RSVB RSVBB6/3-P

29 IEC B IEC3A5/6-P

30 IEC B IEC3B6/6-P

2 Substratos Reporteros
En este ejemplo se usaron tres diferentes substratos reporteros, cada uno de ellos marcado con un diferente
fluoróforo. Las secuencias de los substratos se escriben más abajo de 5' a 3'. En el actual ejemplo, un primer
substrato SubBi-2 se marcó por un extremo con un resto 6-FAM en el extremo 5' y un resto BHQ1 en el extremo 3' y 10
se designó como SubBi-2-FB. El substrato SubBi-2-FB se usó para vigilar la acumulación de amplicones de RSVA. 
La disociación de SubBi-2-FB se vigiló a 516 nm con excitación a 492 nm. Un segundo substrato SubBi-3 se marcó 
por un extremo con un resto 6-JOE en el extremo 5' y un resto BHQ1 en el extremo 3' y se designó como SubBi-3-
JB. El substrato SubBi-3-JB se usó para vigilar la amplificación de la región del RSVB y la disociación de SubBi-3-JB 
se vigiló a 555 nm con excitación a 535 nm. El tercer substrato SubBi-6 se marcó por un extremo con un resto15
Quasar 670 en el extremo 5' y un resto BHQ2 en el extremo 3' y se designó como SubBi-6-Q6B2. El substrato
SubBi-6-Q6B2 se usó para vigilar la amplificación del testigo de control de la extracción interna (IEC B) y la 
disociación de SubBi-3-Q6B2 se vigiló a 665 nm con excitación a 635 nm. Las secuencias de los tres substratos se 
enumeran más abajo. Las bases en letras minúsculas representan un ARN y las bases en letras mayúsculas 
representan ADN. Se indican los restos en los extremos 5' y 3'. 20

Tabla 3

SEQ. ID No. Secuencia de substrato enumerada en dirección 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 amplificación de las secuencias dianas
Los cebadores 5RSVA/3 y 3RSVA/3 se usaron para la amplificación de la secuencia del gen F de RSVA. Los 25
cebadores 5RSVB/3 y 3RSVB/3 se usaron para amplificar la secuencia del gen N de RSVB. Los cebadores 5IECB/1 
y 3IECA3/3 se usaron para amplificar la secuencia del testigo de control de la extracción interna (IECB). Las
secuencias de los cebadores de PCR de oligonucleótidos se enumeran más abajo. 

30
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Tabla 4

SEQ. ID No. Secuencia de cebador enumerada en dirección 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 Reacción: Amplificación y cuantificación de secuencias dianas
La transcripción inversa, la amplificación en tiempo real y la cuantificación de las secuencias dianas se ejecutaron en 
un volumen total de reacción de 25 µl. Todas las reacciones se condujeron en un Sistema de QPCR Mx3005P™ (de 5
Stratagene). Los parámetros de ciclación fueron de 50 °C durante 30 minutos (etapa de transcripción 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 disminución de la temperatura a razón 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 reacción contenían 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, 10
200 nM de cada substrato (SubBi-2-FB, SubBi-3-JB y SubBi-6-Q6B2), 8 mM de MgCl2, 200 µM 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 reacción en duplicado contenía una dilución de ambos ARN genómicos de 
RSVA y RSVB junto con una preparación de ARN de una transcripción con T7 de la secuencia de IECB, o ningún 
ácido nucleico de molde.15

Se produjeron dos curvas patrón, cada una de ellas ejecutada en duplicado. La primera curva patrón se generó
ejecutando cuatro veces las diluciones de ambos ARN genómicos virales de RSVA y el transcrito con T7 del IECB 
por medio de una constante concentración de fondo del ARN genómico viral de RSVB. La segunda curva patrón se 
generó ejecutando cuatro veces las diluciones de ambos ARN genómicos virales de RSVB y el transcrito con T7 del20
IECB por medio de una constante concentración de fondo del ARN genómico viral de RSVB
. 
Tabla 5 : Curvas patrones de RSVA /IECB

Umbral (Ct)

RSVA RSVB IECB

(FAM) (JOE) (Quasar 670)

Patrón 1 22,9 19,6 11,6

Patrón 2 25,3 19,9 13.8

Patrón 3 28,1 20,4 15,9

Patrón 4 30,6 20,4 19,0

Patrón 5 32,9 20,3 20,8

Patrón 6 36,4 20,6 23,4

Agua solamente
(no testigo de molde)

No Ct No Ct No Ct

Curva Patrón 
R2 = 0,995

N/A

R2 = 0,997

Pendiente = -4,102 Pendiente = -3,954

Eficiencia = 75,2 % Eficiencia = 79 %

25
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Tabla 6 : Curvas patrones de RSVB /IECB

Umbral (Ct)

RSVA RSVB IECB

(FAM) (JOE) (Quasar 670)

Patrón 1 26,7 15,4 11,2

Patrón 2 27,1 17,6 13,7

Patrón 3 27,3 20,0 16,3

Patrón 4 27,4 22,4 18,6

Patrón 5 27,4 25,3 21,1

Patrón 6 27,3 28,3 22,2

Agua solamente
(no testigo de molde)

No Ct No Ct No Ct

Curva Patrón
N/A

R2 =0,996 R2 =0,989

Pendiente = - 4,276 Pendiente = - 3,771

Eficiencia = 71,3 % Eficiencia = 84,2 %

Cada una de las series de diluciones de calibración produjo una curva patrón que tenía un alto coeficiente de 
correlación (≥ 0,989), y una alta especificidad indicada por la falta de fondo en no testigos de molde). Por lo demás, 
el hecho de que el ciclo de umbral (Ct) para los RSVB permaneció relativamente constante (variando por un valor de 5
Ct ≤ 1) en unas reacciones, en donde había 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 específicas cepas virales que 
estaban siendo cuantificadas.

La idoneidad del ensayo de MNAzima en tiempo real para la detección y cuantificación de los RSVA y RSVB se10
ensayó adicionalmente analizando muestras humanas. Se analizó el ARN extraído a partir de esputos y/o lavados 
nasofaríngeos y se detectaron los RSVA y/o RSVB en varias muestras.

Resultados de la comparación entre el método A (= tecnología de q-RT PCR) y el método B (= tecnología de
MNAzima)

15
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Tabla 7: Análisis de esputos y/o lavados nasofaríngeos usando el Método A y el Método B respectivamente  

Ct = ciclo de umbral/señal 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 ND x 2r 30/27,3 21,2 ND + - + -

NPW 10 19,7/20,2 ND x 2r 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 42,5 24,0 + + + +

NPW 13 ND x 2r 27,2/39 28,8 ND 25,1 - + - +

NPW 14 18,9/19,5 ND x 2r ND 24,3 ND + - + -

NPW 15 18,4/18,9 ND x 2r 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 ND x 2r 14,2/15,3 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 19,2/20,1 ND x 2r 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 ND x 2r 28,5 34,8 42,5 + - + +

NPW 26 18,6/19,3 ND x 2r 28,2 23,4 ND + - + -

NPW 27 ND x 2r 19,0/20,1 27,7 ND 19,6 - + - +

NPW 30 18,1/19,2 ND x 2r 28,2 23,4 ND + - + -

NPW 32 ND x 2r 25,1/26,3 29,1 ND 24,3 - + - +

NPW 33 15,2 ND 28,4 20,2 ND + - + -

NPW 34 21,4 ND 27,8 25,7 ND + - + -

NPW 36 19,4 ND 27,7 24,3 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 35,4 15,8 + + + +

Esputo 2 22,8/25,1 15,2/14,0 ND 28,0 15,5 + + + +

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 - 22,9 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 número de positivas por el número total de réplicas que se habían analizado (p.ej. 1 entre 4 = 1/4).
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Cuando estaba presente suficiente material cada muestra se analizó 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).5
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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 más componentes oligonucleótidos en los que por lo menos un primer componente  

oligonucleótido y por lo menos un segundo componente oligonucleótido son capaces de 5

autoensamblarse en la presencia de dicha diana para formar una enzima de ácido nucleico 

multicomponentes que es activa catalíticamente (MNAzima);

(b) poner en contacto dichos componentes oligonucleótidos con una muestra que putativamente contiene 

dicha por lo menos una diana en unas condiciones:

(1) que permiten la fijación de dicha diana a dichos componentes oligonucleótidos y10

(2) que permiten la actividad catalítica de la MNAzima; y

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

presencia de la actividad catalítica es indicativa de la presencia de dicha diana, en donde:

cada componente oligonucleótido comprende una porción de brazo de substrato, una porción de núcleo catalítico, y 

una porción de brazo de sensor y en donde en la presencia de una diana, las porciones de brazo de sensor de los 15

componentes oligonucleótidos 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 núcleo catalítico, que puede modificar a un substrato que está unido a los brazos de substrato.

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

3. Un método para la extracción de ácidos nucleicos a partir de una muestra biológica, que comprende las siguientes 20

etapas:

a) obtener una muestra biológica, 

b) añadir una mezcla de una solución salina tamponada con fosfato y 10 % de ditiotreitol a dicho material 

tisular de la etapa a),

c) incubar en condiciones ultrasónicas, 25

d) añadir un tampón de lisis, 

e) obtener un material tisular lisado y

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

en donde dicho material tisular o bien un esputo, un lavado nasofaríngeo (NPW) o un tejido de pulmón congelado, 

en donde el ácido nucleico es un ADN o ARN procedente de unos patógenos tales como unos virus, en donde dicho 30

virus es un virus sincitial respiratorio humano (RSV) y en donde dicho ácido nucleico es cuantificado adicionalmente 

por una tecnología de enzima de ácido nucleico de múltiples componentes (MNAzima) de acuerdo con la 

reivindicación 1.

4. Un método de acuerdo con la reivindicación 3, en donde la etapa c) se ejecuta con un aparato Covaris S2 
ultrasónico y la etapa de extracción f) se ejecuta usando un proceso EasyMAG.35
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