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DESCRIPCION
FISH multiple mejorada

La presente descripcion se refiere al uso multiplexado de bucles en horquilla para la hibridacién in situ fluorescente y
la mejora de la reproducibilidad, especificidad y velocidad del ensayo. Un primer aspecto de la presente invencion es
una combinacién de moléculas de acido nucleico como se definen en las reivindicaciones 1-8, capaces de hibridar
con una secuencia de acido nucleico diana, en donde la combinacién comprende (a) al menos un acido nucleico que
comprende una secuencia capaz de formar un bucle en horquilla (p. €j. una baliza molecular), y (b) una segunda
molécula de acido nucleico, una tercera molécula de acido nucleico, y opcionalmente al menos una molécula de
acido nucleico adicional que son acidos nucleicos auxiliares.

La rapida identificacion de organismos patégenos en muestras clinicas es cada vez mas importante para reducir la
mortalidad, la morbilidad y el coste del tratamiento de enfermedades infecciosas. El avance en la aplicacion de la
tecnologia de balizas de ADN en las aplicaciones de hibridacion in situ (1) permite a la tecnologia FISH competir con
los sistemas de PCR y la tecnologia de micromatrices en términos de velocidad y ventajas en cuanto a rentabilidad.
El objetivo de esta invencion era encontrar maneras de resolver el problema de reproducibilidad que FISH ha estado
experimentado y aumentar ain mas la velocidad del tiempo de ensayo.

Con el fin de aumentar la velocidad de un ensayo, debe analizarse la dinamica de los ensayos (2). En ensayos de
PCR todos los componentes implicados en la hibridacion estan en una disolucion homogénea y siguen una cinética
de segundo orden. Las micromatrices siguen una velocidad de seudo primer orden, ya que los oligonucledtidos
captadores se fijan a la fase sdlida y los analitos estan en disoluciéon (3). En FISH se intercambian los papeles
respectivos (es decir, el analito se fija a la fase sdlida y los oligonucleétidos estan en disolucion), sin embargo, la
configuracion es similar desde el punto de vista cinético. Las constantes de velocidad medidas cuando las sondas se
unieron a una fase solida fueron hasta tres 6rdenes de magnitud inferiores que las medidas en la disolucion (3). Por
lo tanto, no puede esperarse que la cinética de hibridacion in situ pueda estar en el mismo orden de magnitud que
en una disoluciéon homogénea.

Las propiedades cinéticas de los ensayos de hibridacién del estado de la técnica pueden resumirse como sigue:

Ensayo | Ensayos de amplificacion Ensayos de micro-matrices FISH
Sonda En disolucién Fase sdlida con estructuras | En disolucion
secundarias
Analito | En disolucién En disolucién Embebido profundamente

en macromoléculas de
proteina/ARN fijadas

Cinetica | Velocidad de segundo orden | Velocidad de seudo primer | Mas comparable al conjunto
orden (3) de micro matrices. La
expectacion es =  para
micromatriz para seudo
primer orden

Los problemas intrinsecos de PCR se encuentran en su sensibilidad y predisposicion a los inhibidores. En PCR de
muestras clinicas, el ADN/ARN se extrae de matrices muy burdas y extremadamente variables que con frecuencia
albergan componentes inhibidores de la polimerasa. Dichos inhibidores pueden generar resultados negativos falsos
indeseables. FISH no requiere enzimas para generar una sefial y por lo tanto no esta bajo estas limitaciones.

La tecnologia de micromatrices implica la fijacién de secuencias conocidas a un soporte en fase sélida. Cuando se
utiliza para la hibridacion dirigida hacia el ARN ribosémico, se debe gestionar la cuestion de la accesibilidad de la
secuencia diana dentro de una molécula de ARN grande que exhibe estructuras secundarias y terciarias. Fuchs et
al. han demostrado con exactitud que las regiones del ARNr 16S y 23S son accesibles en grados variables (4, 5).
Esto puede variar desde un sitio facilmente accesible (puntuacién | de Fuchs) hasta un sitio completamente
inaccesible (puntuacién VI de Fuchs). La inaccesibilidad de las regiones limita los sitios que se pueden elegir para la
especificidad de la especie. Al mismo tiempo, las regiones inaccesibles muestran la mayor variabilidad y serian las
dianas mas deseables para las sondas especificas de la especie. Ademas, el intentar utilizar una secuencia incluso
parcialmente inaccesible introduce una fluctuacién en los resultados de hibridacién como una variable altamente
indeseable en el ensayo.

Como las sondas FISH también tienen que hibridar con la estructura compleja de un ribosoma intacto, también
llevan la misma carga. Ademas, la hibridacion de sondas lineales en sitios accesibles puede también provocar el
apagado debido a las interacciones del fluor6foro con el complejo proteina/ARN. En tales casos, presentan
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fluorescencia cantidades variables de entre solamente 1% y 20% del nimero total de organismos. La interpretacion
de los resultados con esta variable requiere un amplio conocimiento y experiencia de lectura. Otras variables
experimentales como la preparacion de la muestra y la fluctuacion de la temperatura hacen que FISH sea propenso
a generar resultados negativos falsos. Deben incorporarse controles diligentes para obtener un resultado fiable. Se
debe tener cuidado en el disefio de la sonda de modo que las estructuras secundarias no inhiban el acceso de las
sondas a una secuencia especifica. Este es un desafio, ya que la mayoria de las secuencias especificas de la
especie se encuentran en regiones variables con mala accesibilidad (6). Ademas, si la temperatura durante la
hibridaciéon y el lavado no se controlan con precisiéon, no se producira hibridacion y se puede generar un falso
negativo. El entusiasmo inicial en el uso de los ensayos FISH pronto fue reemplazado por la frustracion debido al
rendimiento erratico.

FISH puede general resultados positivos falsos

(a) por una lectura inadecuada de la auto fluorescencia

(b) por una lectura inadecuada de material particulado que se origina procedente de la muestra

(c) cuando se utilizan sondas lineales, el lavado inadecuado es la fuente mas frecuente de falsos positivos

(d) el disefio inadecuado de la sonda puede permitir una reactividad cruzada con organismos estrechamente

relacionados (7).

La gran sensibilidad analitica de los ensayos de amplificacion hace que sean propensos a la contaminacion del
ADN/ARN que tiene lugar durante la toma de la muestra o en el laboratorio, lo que a su vez genera resultados
positivos falsos. Los falsos positivos pueden reducirse usando sistemas cerrados complejos.

Para que la tecnologia FISH sea competente, su procedimiento y las condiciones de hibridacion necesitan
simplificarse con respecto a la manipulacién del ensayo, la cinética y el procedimiento de hibridacion. Deben
encontrarse soluciones que aseguren la sensibilidad y la especificidad, asi como la velocidad de transferencia de
energia y la cinética de hibridacién, eliminando asi los problemas de FISH y mejorando significativamente el
rendimiento.

Fuchs et al. demostraron que el uso de oligonucledtidos auxiliares aumenta la sefial desde un débil 4-7%, hasta una
sefial 6ptima del 75% de usando el tiempo estandar de hibridacion de al menos 90 minutos en ARN 16S de células
de E. coli suspendidas (6). Las células E. coli fluorescentes se detectaron por citometria de flujo. Las ensefianzas de
Fuchs el al. muestran que los oligonucleétidos auxiliares pueden aumentar la sefial cuando se colocan préximos con
respecto a la estructura secundaria y terciaria, lo que sugiere que mediante la accién conjunta de multiples
oligonucledtidos auxiliares adyacentes, cada sitio en el ARNr puede abrirse para FISH. Sin embargo, las
ensefianzas no muestran conformidad con los resultados generando resultados variables. En algunos casos, cuatro
auxiliares adyacentes redujeron la sefial con respecto a la sefial de dos auxiliares.

Fuchs (6) describi6 la diferente eficacia de una gama de auxiliares, y encontré que los auxiliares adyacentes a la
sonda eran mas eficientes en esta region. Sobre la base de estos datos, cabe esperar que la posicién éptima para
los auxiliares varie de organismo a organismo de acuerdo con las diferencias respectivas en la secuencia y en la
posicion de la diana dentro del ARNTr.

Un factor limitante de la sefal es el nimero de ribosomas presentes en un organismo. Esto a su vez depende de
cémo un organismo reacciona en condiciones de estrés. Es bien conocido en la técnica que en condiciones
estresantes, el nimero de ribosomas se regula a la baja, cambiando la intensidad de la sefial de FISH desde una
sefial 4+ completa hasta una sefial muy débil (7).

La solicitud de patente US 5.030.557 describe experimentos de hibridaciones realizadas en disolucion empleando
ARN ribosémico aislado como diana (8). Se usan oligonucleétidos auxiliares para mejorar la uniéon de los
oligonucledtidos marcados al ARN ribosémico. Sin embargo, esto requirid una incubaciéon durante una noche para
conseguir una sefal mejorada. Ademas, la solicitud de patente US 5.030.557 exige una concentracion 50-200 veces
mayor de cada auxiliar para conseguir la mejora (8). La adicion de otro auxiliar aumento la sefial en un 20% vy la
adiciéon adicional de un tercer auxiliar aumentd la sefial un 7% mas. Los datos de la solicitud de patente US
5.030.557 se resumen en la Fig. 1.

En resumen, se ha descubierto que la rapida identificacion de microorganismos patégenos por hibridacion se ve
dificultada por las siguientes limitaciones

¢ los métodos de micromatrices, requieren largos tiempos de incubacion.

e los métodos PCR son mas rapidos que los métodos de micromatrices. La PCR requiere una polimerasa
que puede ser inhibida cuando se expone a una muestra bruta. Por lo tanto, las muestras clinicas deben
purificarse antes de la PCR.
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e Los métodos in situ, tales como FISH, pueden verse dificultados por la accesibilidad de la secuencia diana
en la célula a identificar. No existen condiciones uniformes de hibridacion. Mas bien, los métodos in situ
requieren la adaptacion de las condiciones de hibridacion para cada nueva secuencia diana o/y organismo.
Las condiciones experimentales de los métodos in situ deben controlarse con mucho cuidado para evitar
resultados positivos falsos o negativos falsos. Ademas, los métodos in situ requieren largos tiempos de
incubacion.

En la presente invencion, se encontré sorprendentemente, que se puede conseguir una sefial completa del 100% en
un ensayo FISH en células fijadas a una superficie mediante una combinacién que comprende una baliza molecular
y al menos dos oligonucledtidos auxiliares en 8 minutos, independientemente de su posicion dentro del ARNr y el
organismo elegido. Resultd ain mas sorprendente que el uso de los auxiliares junto con la baliza tal como se
establece en esta invencion produce una tincion homogénea reproducible de todos los organismos con una
intensidad de sefial completa.

Resultd sorprendente que este disefio estricto de conjuntos baliza-matrices de auxiliares y las condiciones del
ensayo eliminan los problemas que se habian encontrado en los procedimientos de FISH.

El objetivo de esta invencidon es encontrar reglas universales para la combinacion de secuencias auxiliares en
asociacion con balizas moleculares para la hibridacion in situ y la superacion de las restricciones termodinamicas y
de transferencia de calor que hasta ahora habian limitado la cinética de hibridacién en FISH.

Un primer aspecto de la presente invencion es una combinacion de moléculas de acido nucleico capaces de hibridar
con una secuencia de acido nucleico diana, en donde la combinacién comprende

(a) al menos una primera molécula de acido nucleico que comprende

(i) una secuencia capaz de hibridar con la secuencia diana,
(ii) dos secuencias complementarias capaces de formar un tallo, y
(iii) un grupo luminiscente y un grupo desactivador de la fluorescencia, en donde el grupo desactivador

de la fluorescencia apaga el grupo fluorescente si el acido nucleico forma una estructura de bucle
en horquilla, y en donde el grupo fluorescente es capaz de emitir una sefial de luminiscencia
después de la excitacion si el oligonucledtido hibrida con la secuencia diana,

(b) una segunda molécula de acido nucleico, una tercera molécula de acido nucleico y la opcionalmente al
menos molécula de acido nucleico,

en donde la segunda molécula de acido nucleico, la tercera molécula de acido nucleico y la al menos otra molécula
de acido nucleico opcional hibridan con la secuencia diana en una secuencia situada 5' y/o 3' de la secuencia con la
cual hibrida el al menos primer acido nucleico, caracterizada por que en condiciones de hibridacién idénticas y en
base a las secuencias dianas complementarias, todas las moléculas de acido nucleico con respecto a la unién a las
secuencias afines respectivas de la secuencia diana se disefian de manera que hibridan independientemente con un
AG en un intervalo de -15 a -25 kcal/mol y los valores de AG no varian mas de 3 kcal/mol.

El al menos un primer acido nucleico de la presente invencion capaz de formar un hibrido con una secuencia del
acido nucleico diana y capaz de formar una estructura de bucle en horquilla, si no se forma un hibrido, con la
secuencia diana también se denomina en esta memoria "baliza", "baliza molecular”, “bucle" o "bucle en horquilla", en
donde se incluye la forma "abierta"(no se forma tallo) asi como la forma "cerrada" (se forma un tallo). La forma
abierta incluye una baliza que no forma un hibrido con la secuencia diana y una baliza que forma un hibrido con la

secuencia diana.

En particular, la primera molécula de acido nucleico comprende una secuencia capaz de formar un bucle en
horquilla, como por ejemplo, una baliza molecular.

La secuencia (i) de la primera molécula de acido nucleico también se denomina en esta memoria "secuencia de la
sonda" o "secuencia de la sonda de la baliza molecular".

Si esta presente mas de un primer acido nucleico, las secuencias con las que los dos o mas primeros acidos
nucleicos hibridan pueden estar situadas, independientemente, adyacentes directamente entre si, o pueden estar
independientemente separadas por un espacio de al menos un nucleétido, tal como uno, dos, tres, cuatro, cinco o
incluso mas nucledtidos. Las secuencias con las que los dos o mas primeros acidos nucleicos hibridan también
pueden estar separadas por un espacio suficientemente grande para que uno o mas auxiliares puedan hibridar con
la secuencia dentro del espacio.

Si estan presenten mas de un primer acido nucleico, éstos pueden dirigirse contra el mismo gen. En otras palabras,
si estan presentes mas de un primer acido nucleico, las secuencias diana de el mas de un primer acido nucleico
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pueden seleccionarse a partir de secuencias obtenidas a partir del mismo gen. Preferiblemente, estas secuencias no
se solapan. Esto permite la deteccion de genes individuales sin amplificacion.

Si esta presente mas de un primer acido nucleico, pueden dirigirse contra el ARNm del producto de expresion del
mismo gen. En otras palabras, si esta presente mas de un primer acido nucleico, las secuencias diana de mas de un
primer acido nucleico pueden seleccionarse a partir de secuencias obtenidas a partir del ARNm expresado por el
mismo gen. Preferiblemente, estas secuencias no se solapan. Esto permite la deteccidon de genes individuales sin
amplificacion.

En la presente invencion, "localizados directamente adyacentes entre si" significa que no queda espacio si las
moléculas de acido nucleico hibridan en posiciones adyacentes sobre la secuencia diana.

El segundo acido nucleico, el tercer acido nucleico y el al menos otro acido nucleico adicional se denominan en esta
memoria "auxiliares" o "acidos nucleicos auxiliares" o "oligonucleotidos auxiliares".

Las secuencias afines de los auxiliares disefiados en esta invencion pueden colocarse en préximos al extremo 5' oy
3' de la secuencia afin de la baliza. Se puede utilizar una multiplicidad de auxiliares, sin embargo, se puede lograr
una intensidad completa de la sefial con dos, tres o cuatro auxiliares. La combinacién de la presente invencion
comprende preferiblemente dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o diez acidos nucleicos auxiliares.
Preferiblemente, la combinacion de la presente invencién comprende dos, tres, cuatro acidos nucleicos auxiliares.

Los acidos nucleicos de una combinacién de la presente invencién pueden hibridar con la secuencia diana en
lugares directamente adyacentes entre si, o pueden estar separados independientemente por un espacio de al
menos un nucledtido, tal como uno, dos, tres, cuatro, cinco o incluso mas nucleétidos. Por ejemplo, al menos dos
moléculas de acido nucleico pueden hibridar con la secuencia diana en lugares separados entre si por un espacio de
al menos un nucledtido, tal como uno, dos, tres, cuatro, cinco o incluso mas nucledtidos.

Mas preferiblemente, la combinacion de la presente invencion comprende cuatro acidos nucleicos auxiliares. En la
configuracion mas preferida, las secuencias afines de cuatro auxiliares estan situadas directamente adyacentes, sin
un espacio proximo a la secuencia afin de la baliza y directamente adyacentes entre si, dos en el extremo 5' y dos
en el extremo 3' de la secuencia afin de la baliza. Se aporta un ejemplo en la figura 3. En este disefio se puede
ignorar la posicion de las secuencias diana y la accesibilidad segun Fuchs.

La secuencia diana puede seleccionarse de manera que las secuencias con las que hibrida al menos una primera,
segunda, tercera y opcionalmente al menos otra molécula de acido nucleico sean secuencias no solapantes con la
secuencia diana.

Se describe un ejemplo de configuracion en la figura 3. Los auxiliares denominados "1" y "2" se extienden desde el
extremo 5'y los auxiliares denominados "3" y "4" se extienden desde el extremo 3' de la secuencia de la sonda de la
baliza forzando la separacion de la parte de tallo de la baliza lejos del ribosoma y funcionan como un espaciador.
Los auxiliares 2 y 4 se colocan al lado de los auxiliares 1 y 3 en los respectivos extremos 5' y 3' igualmente sin un
espacio. Con el fin de lograr una maxima sinergia en la hibridacién, todas las secuencias de la sonda y de los
auxiliares pueden tener las mismas propiedades termodinamicas con respecto a la unién a las secuencias afines.
Esta seleccion estricta de oligonucleotidos permite la orquestacion de la accion de hibridaciéon en masa que cubre la
longitud de 100 bases (por ejemplo, entre 89 y 120) del ARN ribosémico para una apertura reproducible del ARN
ribosémico con una cinética rapida y una alta especificidad de los oligonucleétidos pequefios de 20-mer (16-26-mer)
- todos operando en las mismas condiciones estrictas indicadas.

La secuencia de la secuencia diana con la que hibrida un acido nucleico de la presente invencién se denomina en
esta memoria "secuencias afines" del acido nucleico correspondiente. Por ejemplo, la secuencia afin de un primer
acido nucleico (es decir, una baliza molecular) es la secuencia de la secuencia diana con la que hibrida la secuencia
(i), como se indica en esta memoria. Un hibrido de moléculas de acido nucleico de la combinacion de la presente
invencion con la secuencia diana, se denomina también en esta memoria "hibrido con la secuencia afin" o "hibrido
afin".

La secuencia del acido nucleico diana empleada en las diversas realizaciones de la presente invencién puede ser
una secuencia de acido nucleico de una célula. La célula puede ser una célula eucariota o una célula procariota. La
célula puede ser cualquier célula que pueda estar presente en una muestra bioldgica o clinica. En particular, la
secuencia del acido nucleico diana puede ser una secuencia de acido nucleico de un microorganismo, tal como un
microorganismo seleccionado de bacterias, levaduras y hongos, en particular de bacterias Gram positivas y/o Gram
negativas. Dependiendo del estado de la enfermedad, determinados patégenos son los agentes causales mas
frecuentes y pueden ser compilados en grupos de diagnéstico. La adicion u omision de ciertos patdégenos puede ser
necesaria dependiendo de la epidemiologia de la region, para alcanzar el percentil 95. El listado de la Tabla 1 cubre
los requerimientos para Europa y la mayor parte de Norteameérica. El microorganismo se selecciona preferiblemente
entre los organismos incluidos en la Tabla 1 y la Tabla 4.

La célula empleada en la presente invencion puede mantenerse en suspension o/y en un cultivo en suspension.
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La secuencia del acido nucleico diana puede ser una secuencia de ADN o/y una secuencia de ARN, en particular
una secuencia de ARNr, tal como una ARNr 16S bacteriano o/y una secuencia 23S de ARNr bacteriano. La
secuencia de acido nucleico diana también puede ser una secuencia de ARNm.

En particular, las dos secuencias complementarias (ii) de la primera molécula de acido nucleico estan flanqueando la
secuencia (i), es decir, la primera secuencia de (ii) esta situada en el extremo 3' de la secuencia (ii) y la segunda
secuencia de (ii) se encuentra en el extremo 5' de la secuencia (i).

Las dos secuencias complementarias de (ii) pueden tener independientemente una longitud de 4 a 10 nucleoétidos,
en particular 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o incluso mas nucledtidos. Preferiblemente, las dos secuencias de (ii) tienen la
misma longitud.

En la primera molécula de acido nucleico, el grupo luminiscente puede estar unido a una de las dos secuencias
complementarias capaces de formar un tallo, mientras que el desactivador de la fluorescencia puede estar unido a la
otra de las dos secuencias complementarias, de manera que el desactivador de la fluorescencia apaga
esencialmente la luminiscencia cuando se forma un tallo, y el luminiscente puede emitir una sefial de luminiscencia
cuando la horquilla esta abierta.

Preferiblemente, el grupo luminiscente esta unido independientemente al extremo 5' de la al menos una primera
molécula de acido nucleico, o en una posicién que esta a una distancia de 1, 2, 3, 4, 5 6 6 nucleétidos del extremo
5'. En este caso, el desactivador de la fluorescencia esta fijado independientemente al otro extremo no cubierto por
el grupo luminiscente, es decir, al extremo 3', 0 en una posicién que esta a una distancia de 1, 2, 3,4, 506 6
nucleétidos del extremo 3'.

También se prefiere que el grupo luminiscente se fije independientemente en el extremo 3' de la al menos una
primera molécula de acido nucleico, o en una posicidon que esta a una distancia de 1, 2, 3, 4, 5 6 6 nucledtidos del
extremo 3'. En este caso, el desactivador de la fluorescencia esta unido independientemente al otro extremo no
cubierto por el grupo luminiscente, es decir, al extremo 5', 0 en una posicién que esta a una distancia de 1, 2, 3, 4, 5
6 6 nucleodtidos del extremo 5'.

El grupo luminiscente puede acoplarse independientemente a la al menos una primera molécula de acido nucleico
mediante un conector. El grupo desactivador de la fluorescencia puede estar acoplado de forma independiente a la
al menos una primera molécula de acido nucleico mediante un conector. Los conectores adecuados son conocidos
por el experto en la técnica. El conector puede comprender independientemente al menos un nucleétido.

Los grupos luminiscentes adecuados y los desactivadores de la fluorescencia son conocidos por el experto en la
técnica. El grupo luminiscente es preferiblemente un grupo fluorescente. Los grupos fluorescentes adecuados
pueden seleccionarse independientemente de aquellos facilmente disponibles comercialmente que absorben desde
UV visible, hasta el espectro de luz IR y que emiten con un desplazamiento de Stokes que permite la separacion
fisica de luz debida a la excitacion y emisiéon. En el grupo fluorescente, la autofluorescencia puede reducirse por
medio del desplazamiento de Stokes mejorado. Los grupos fluorescentes adecuados pueden seleccionarse
independientemente de FAM, Cy3, FITC y derivados de los mismos.

La luminiscencia, en particular la fluorescencia, se puede determinar mediante microscopia, citometria de flujo o
cualquier otro método adecuado conocido en la técnica. En células mantenidas en suspensiéon o cultivo en
suspension, la luminiscencia, en particular la fluorescencia, se puede determinar por citometria de flujo.

La hibridacion de la baliza de la presente invencidon con una secuencia diana puede tener lugar en condiciones en
las que el bucle se desplegara en presencia de una secuencia afin. Una baliza con un tallo cerrado proporcionara
una especificidad mas alta y compensara la disminucion debida al aumento de la longitud de la secuencia.

Este objetivo se consigue eligiendo una secuencia de tallo con una AG negativa incluso en condiciones de
hibridacioén, pero sustancialmente mas alta (menos negativa) que la secuencia del bucle (hibrido ADN/ARN afin), y
preferiblemente en ausencia de MgZ+. De este modo, la hibridacion con la secuencia diana puede tener lugar,
cuando el tallo se desestabiliza por las condiciones esencialmente libres de MgZ+.

Una "AG sustancialmente mayor" significa una diferencia de las respectivas AG aproximadamente de entre -15 y
aproximadamente -25 kcal/mol, preferiblemente aproximadamente entre -17 y aproximadamente -23 kcal/mol e
incluso mas preferiblemente aproximadamente entre -19 y aproximadamente 21 kcal/mol.

Con el fin de lograr el apagado del grupo luminiscente, que forma parte de la baliza, en aquellas moléculas de la
baliza que no hibridan con la secuencia diana, debe inducirse la formacion del tallo después de la reaccion de
hibridacion. Esto puede lograrse, por ejemplo, mediante una baliza que tenga un AG<0, de manera que la horquilla
se forme esgonténeamente. Ademas, la formacién del tallo puede introducirse mediante lavado con un tampén que
contiene Mg“* como se describe en el presente documento.

En particular, los bucles en horquilla estan construidos de tal manera que en condiciones de hibridaciéon estandar
(por ejemplo, en condiciones esencialmente libres de MgZ+) el tallo esta abierto de forma que las posibles
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limitaciones estéricas no impiden el proceso de hibridacion. Por ejemplo, pueden haber limitaciones estéricas
cuando la secuencia diana es una secuencia de ARNr. Si el efector es un fluoréforo, el fluoréforo no se apagara por
la estrecha proximidad de las proteinas ribosémicas.

Las condiciones adecuadas para la induccion de la formacion del tallo después de la hibridacion incluyen un tampon
que contiene Mg que contiene, por ejemplo, aproxmadamente de 0,1 hasta aproximadamente 20 mM de Mg
aproximadamente de 1 hasta aproximadamente 20 mM de Mg de 5 hasta aproximadamente 15 mM de Mg
aproximadamente de 8 hasta aproxmadamente 12 mM de Mg aproximadamente de 1 mM hasta
aproximadamente 10 mM de Mg , aproximadamente de 2, 5 mM hasta aproximadamente 7,5 mM de Mg Se
prefiere una concentracion aproximadamente de 5 mM de Mg o aproximadamente de 10 mM de Mg El tampc’m
puede tener un pH> 8, preferiblemente aproximadamente 8,3. El pH también se puede ajustar aproxmadamente de
7,5 hasta aproximadamente 9 o aproximadamente de 8 hasta aproximadamente 8,5.

Ademas, los bucles en horquilla funcionan en su totalidad y no se pueden diseccionar. El tallo y el bucle como
colindantes mas cercanos y el efecto de apilado, tienen una profunda influencia en las propiedades termodinamicas.
Los acidos nucleicos preferidos de la presente invencion se describen en la Tabla 1, Tabla 3 y Tabla 4. Demuestran
claramente que la secuencia de tallo preferida es independiente del contenido de AG, T, GC o de la longitud de la
secuencia elegida para identificar una especie.

En la presente invencion se establecen las especificaciones termodinamicas para la construccién individual de los
acidos nucleicos empleados en la combinacion de la presente invencion apropiadas para condiciones estandar: La
energia de Gibbs (AG) para la formacion del acido nucleico puede disefiarse de tal manera que

e El tallo de la horquilla se forme espontaneamente (AG <0) en ausencia de una secuencia diana afin en
condiciones de hibridacion.

e La AG del hibrido afin es significativamente mas baja (es decir, mas negativa) que la AG del tallo de la
horquilla.

e La AG respectiva de la secuencia afin es menor que una secuencia no coincidente o no afin.

e La Ty para la formacion del bucle en horquilla debe ser disefiada de tal manera que la Tr, del bucle en
horquilla sea inferior o sea esencialmente la Tr, del hibrido.

En particular, los acidos nucleicos de la combinacién de la presente invencion hibridan independientemente con la
secuencia diana con una AG mas negativa que la AG generada por el replegado natural de la secuencia diana, que
preferiblemente es un ARNm diana o secuencia de ADN diana.

La AG del hibrido afin (es decir, el hibrido de un auxiliar y/o de una baliza molecular de la presente invencion con su
secuencia diana) esta en un intervalo aproximadamente de -15 y aproximadamente -25 kcal/mol, preferiblemente
aproximadamente entre -17 y aproximadamente -23 kcal/mol e incluso mas preferiblemente entre aproximadamente
-19 y aproximadamente 21 kcal/mol en condiciones de hibridacion. La AG del hibrido afin se puede ajustar
independientemente para las moléculas de acido nucleico de una combinacién como se describe en el presente
documento.

La AG de al menos dos hibridos afines en condiciones de hibridacion no varia mas de 3 kcal/mol, mas
preferiblemente no mas de 2 kcal/mol y lo mas preferiblemente no mas de 1 kcal/mol. En particular, la AG de los
hibridos afines en condiciones de hibridacién no varia mas de 3 kcal/mol, mas preferiblemente no mas de 2 kcal/mol
y mas preferiblemente no mas de 1 kcal/mol.

Las moléculas de acido nucleico de la combinacién pueden hibridar independientemente con una secuencia diana,
preferiblemente con una secuencia de ARNr diana, con una AG combinada en un intervalo de -60 a -150
kcal/mol,-80 a -150 kcal/mol o -100 a -120 kcal/mol. Sorprendentemente, se encontré que, usando la configuracion
estricta y de 5 acidos nucleicos sin espacios (incluyendo una baliza molecular), el aumento de la intensidad de la
sefial hasta una sefal universalmente fuerte se consiguié no sélo para una regidn en E. coli, sino que se podria
conseguir un fuerte aumento de sefial para numerosas regiones de ARNr 16S y 23S en una amplia gama de
organismos con la misma cinética. Se prefiere combinar oligonucleétidos marcados y no marcados que tienen todos
las mismas caracteristicas dinamicas de tal manera que hibridan en condiciones idénticas en todos los organismos
con una AG combinada y estandar de -60 hasta -150 kcal/mol sin pérdida de capacidad de discriminacion de una
sola base.

Se podria determinar por lo tanto, que los criterios para la seleccion de un ensamblaje de sonda vienen dados
primero por la especificidad de secuencia, y en segundo lugar por la energia libre (AG) generada tras la hibridacion,
sin tener en cuenta la T, como parametro termodinamico utilizado hasta ahora en la técnica. Como todos los
auxiliares y balizas pueden estar disefiados para tener caracteristicas muy similares, no sélo es posible tener
auxiliares emparejados junto con una baliza, sino también generar multiples ejemplos de dichos agrupamientos,
funcionando todos en condiciones idénticas y uniéndose tanto a ARNs 16S como a 23S con cinéticas muy similares.
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Efectivamente, la energia de hibridacién libre de un 100mer generado puede usarse mientras se mantiene la
especificidad discriminatoria, por ejemplo, de oligonucleétidos cortos 18-26-mer, favoreciendo asi la unién hibrida
con una sefal fuerte sobre la reconstruccion de la estructura ribosémica nativa. La Tabla 4 recoge las balizas
disefiadas junto con sus respectivos auxiliares junto con las propiedades termodinamicas y la puntuacion de Fuchs
et al. (6).

Ocasionalmente las secuencias afines pueden formar bucles en horquilla espontaneos, donde sélo se necesita
afadir un brazo para lograr la formacion de baliza. Si la secuencia diana es una secuencia de ARNr, este, sin
embargo, hace que el efector, por ejemplo el fluoréforo, este muy proximo a las proteinas potencialmente
apagadoras del ribosoma. En una configuracion preferida, el tallo se extiende. Con el fin de ajustarse a dichas
especificaciones termodinamicas como se describe en esta memoria, incluso con un tallo extendido, se disefid un
método para mantener tanto la T, como la AG dentro de las especificaciones. De acuerdo con la presente
invencion, esto puede conseguirse mediante la introduccion de al menos un nucleétido no emparejado o un analogo
de nucledtido. En la presente invencion, la introduccion de al menos un nucleétido no emparejado puede potenciarse
mediante la introduccién de un nucledtido adicional o un analogo de nucleétido, de manera que las dos secuencias
complementarias tengan una longitud diferente, y el tallo se "doble" (véase por ejemplo la posicion 36 en la SEQ ID
NO: 1), oly puede lograrse mediante sustitucion de un nucleétido emparejado o un andlogo de nucleétido por un
nucleétido no emparejado o un analogo de nucleétido (véase por ejemplo la posicion 5 en la SEQ ID NO: 7).

Por lo tanto, en la presente invencioén, las "secuencias complementarias capaces de formar un tallo" también pueden
incluir al menos un nucleétido no emparejado, preferiblemente 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos no emparejados.

Como puede verse en la Tabla 2, ninguna de las secuencias descritas en esta memoria se podria concebir como
una baliza de PNA debido a las citadas limitaciones en la construccion de los oligonucleétidos de PNA. La principal
limitacién esta en la longitud del oligonucledtido requerida para tener suficiente especificidad y una longitud del tallo
suficiente para asegurar el repliegue del bucle cuando no hibrida. Por lo tanto, es necesario disefiar balizas de ADN
que sean capaces de hibridar con afinidad y velocidad suficientes para permitir la identificacion in situ de los
microorganismos.

Preferiblemente la baliza de la presente invencion no es una baliza de PNA. El esqueleto de la baliza es
preferiblemente un esqueleto de acido nucleico, en particular ADN. La baliza puede comprender un analogo de acido
nucleico tal como un analogo de un desoxirribonucledtido o un analogo de un ribonucledétido, en la parte de acido
nucleico o/y en el conector si un conector estd presente. Este analogo es preferiblemente un analogo de un
nucleétido modificado en el azicar, en la base y/o en los grupos fosfato. El analogo de un nucleétido preferiblemente
no es un blogue de construccion de PNA.

Siguiendo el citado percentil 95 en muestras clinicas, los patdgenos pueden agruparse en grupos relacionados con
la enfermedad. Las sondas para estos organismos deben funcionar simultineamente en las condiciones
mencionadas, especialmente si todas las sondas tienen que ser utilizadas en un chip. La aplicacién de un chip
requiere una estandarizacion estricta tanto de las caracteristicas de los afines, como del tallo. Si se emplea una
combinaciéon de mas de una sonda, es decir, de al menos dos sondas, todas las sondas tienen que estar disefiadas
para funcionar simultaneamente en el mismo portaobjetos/chip.

La baliza molecular de la combinacién de la presente invenciéon se puede seleccionar entre las balizas de la Tabla 1,
Tabla 3 y Tabla 4. La combinacién de la presente invencion puede comprender una, dos, tres o incluso mas balizas
como las descritas en este documento, que pueden seleccionarse de las balizas de la Tabla 1, Tabla 3 y Tabla 4. Si
hay mas de una baliza presente en la combinacion de la presente invencion, las balizas pueden tener las mismas o
diferentes secuencias afines. Se prefiere que las secuencias afines de las balizas individuales sean diferentes.

Si esta presente mas de una baliza en la combinacién de la presente invencién, la diferencia de AG de las balizas
individuales del hibrido de las secuencias de (ii) o/y del hibrido de la secuencia de (i) con una secuencia diana puede
ser como maximo aproximadamente de 3 kcal/mol, mas preferiblemente como maximo aproximadamente de 2
kcal/mol, y lo mas preferiblemente como maximo aproximadamente de 1 kcal/mol con respecto a la secuencia afin.

El segundo acido nucleico, el tercer acido nucleico y el al menos otro acido nucleico pueden contener
independientemente una etiqueta que puede distinguirse del grupo luminiscente de el al menos un primer acido
nucleico. El segundo acido nucleico, el tercer acido nucleico y el al menos otro acido nucleico preferiblemente no
contienen un grupo luminiscente. El segundo acido nucleico, el tercer acido nucleico y el al menos otro acido
nucleico preferiblemente no contienen un desactivador de la fluorescencia.

El disefio de las moléculas de acido nucleico auxiliares puede realizarse de acuerdo con el disefio termodinamico
estricto descrito en la solicitud de la patente EP 07818883.6 (1). La secuencia afin de la baliza etiquetada y los
auxiliares pueden tener todos las mismas caracteristicas termodinamicas y por lo tanto pueden funcionar
sinérgicamente. La sinergia de la accion debida a la precision del disefio genera la diferencia en la cinética de
hibridacion.
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La secuencia de un acido nucleico auxiliar capaz de hibridar con la secuencia diana puede disefiarse sobre la base
de su secuencia diana complementaria (secuencia afin), en donde la secuencia del auxiliar preferiblemente no tiene
ninguna discrepancia con referencia a la secuencia diana. Una vez disefiada una baliza molecular, la persona
experta puede seleccionar secuencias afines para los acidos nucleicos auxiliares de las secuencias adyacentes a la
secuencia afin de la baliza molecular. Las secuencias adecuadas pueden obtenerse de bases de datos publicas.
Como se describe en esta memoria, las balizas moleculares preferidas se pueden seleccionar de la Tabla 1, Tabla 3
y Tabla 4. En este caso, las secuencias afines de los acidos nucleicos auxiliares pueden seleccionarse de las
secuencias de la base de datos del organismo correspondiente, adyacentes a la secuencia afin de las balizas
descritas en la Tabla 1, Tabla 3 y Tabla 4. Las secuencias afines de los acidos nucleicos auxiliares pueden
seleccionarse también de las secuencias descritas en la Tabla 1, Tabla 3 y Tabla 4.

Las secuencias indicadas en la Tabla 1, Tabla 3 y Tabla 4 como "secuencias auxiliares" o "auxiliares" también
pueden emplearse para el disefio de una baliza molecular. En este caso, deben afadirse las secuencias
complementarias (ii) N-terminal y C-terminal capaces de formar un tallo o/y otros componentes descritos en la
presente memoria. También se pueden emplear las secuencias indicadas en la Tabla 1, Tabla 3 y Tabla 4 como
"secuencias de la baliza" para el disefio de un acido nucleico auxiliar. En este caso, las secuencias del tallo deben
ser eliminadas. Por ejemplo, en la Tabla 4 se describen combinaciones de cinco acidos nucleicos donde la
secuencia de un acido nucleico especifico se denomina "secuencia de baliza". Se contempla que cualquier
combinacion de la Tabla 4 esta dentro del alcance de la presente descripcidn, en donde una o mas secuencias de
una combinacion de la Tabla 4 se seleccionan para el disefio de una baliza molecular y las secuencias restantes se
emplean como secuencias auxiliares. Si procede, se eliminan o se afaden secuencias de tallo y/u otros
componentes descritos en la presente memoria.

Son preferibles las combinaciones de bucles en horquilla y de acidos nucleicos auxiliares descritas en la Tabla 4. La
Tabla 4 describe combinaciones individuales de bucles en horquilla y acidos nucleicos auxiliares, en donde las
secuencias afines al bucle en horquilla y las secuencias auxiliares estan localizadas en la secuencia diana de un
microorganismo. Los ejemplos especificos de la presente invencion se refieren a las combinaciones descritas en la
Tabla 4 que comprenden un bucle en horquilla y uno, dos, tres o cuatro acidos nucleicos auxiliares. Las
combinaciones descritas en la Tabla 4 se pueden designar con el nombre del bucle en horquilla. Una combinacién
preferida puede seleccionarse entre las combinaciones representadas por B-Achxyl, B-Acinbaum-1V, B-Acibact-2, B-
Baccer-Il, B-BacPrev, B-Bcc, B- Ctherm, Citfreu-WIII, B-Clodiff, B-Cloper-Il, B-Clospp, Corspp, SB-Corspp, EcoShi,
B-EHEC-II, B-Entbac-Il, SB-EntSak-I, SB-EntSak-Il, Eubiae, Entcoc Ill, B-Entcoc Il, B-Entalis-2, B-Entium-Il, B-E. coli
lll, B-Haeinf, SB-IngLum, Klepne-5, B-Kleboxy-IlI, SB-Klepne-6, B-Klepne-4, B-Limo-ll, SB-Mycabi-A, SB-Mycabi-B,
B-Neigon, B-Niemeng, SB-Panapi, SB-PansppA, SB-PansppB, B-propacn, B-propacn, B-Protmir, B-Protvul, SB-
Psaer E, B-Psaer D, SB-RalsppA, SB-RalsppB, SB-RalsppC, Stalug, B-Sal 1686, B-Sermarc-Il, B-Shig-1l, B-Shig-lil,
Sb-Shispp-4, B-Staphspp-2, B-Staur-3, Stalug, B-Stemal-2, B-Straga-3, B-Strepne-2, B-Strepne-3, B-Strpyo-D, B-
Strept-lll, B-Yers-lll y B-Yers-ll. Es mas preferible seleccionar un grupo de combinaciones de las combinaciones
representadas por B-Achxyl, B-Acinbaum-IV, B-Acibact-2, B-Baccer-Il, B-BacPrev, B-Bcc, B-Ctherm, Citfreu-WIII, B-
Clodiff, B-Cloper-Il, B-Clospp, Corspp, SB-Corspp, EcoShi, B-EHEC-II, B-Entbac-ll, SB-EntSak-I, SB-EntSak-II,
Eubiae, Entcoc lll, B-Entcoc-ll, B-Entalis-2, B-Entium-Il, B-E. coli lll, B-Haeinf, SB-IngLum, Klepne-5, B-Kleboxy-II,
SB Klepne-6, B-Klepne-4, B-Limo-Il, SB-Mycavi-A, SB-Mycavi-B, B-Neigon, B-Neimeng, SB-Panapi, SB-PansppA,
SB-PansppB, B-procpacn, B-procpacn, B-Protmin, B-Protvul, SB-Psaer-E, B-Psaer D, SB-RalsppA, SB-RalsppB,
SB-RalsppC, Stalug, B-Sal 1686, B-Sermarc-Il, B-Shig-Il, B-Shig-lll, Sb-Shispp-4, B-Staphspp-2, B-Staur-3, Stalug,
B-Stemal-2, B-Straga-3, B-Strepne-2, B-Strepne-3, B-Strpyo-D, B-Strept-lll, B-Yers-lll y B-Yers-ll. El grupo puede
comprender al menos 2, al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos
50, al menos 60 o incluso todas las combinaciones descritas en la Tabla 4. El grupo puede comprender como
maximo 60, como maximo 50, como maximo 40, como maximo 30, como maximo 20, como maximo 10, o como
maximo 5 de las combinaciones descritas en la Tabla 4. Se contempla que las realizaciones especificas de la
presente invencion se refieren a grupos que tienen el nUmero minimo o/y el nUmero maximo de combinaciones que
se indican en esta memoria, en donde cualquier combinacién puede seleccionarse de la Tabla 4. Por ejemplo, se
describen grupos que comprenden dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez combinaciones
seleccionadas de la Tabla 4.

Los grupos de combinaciones preferidos se refieren a grupos de diagnostico. Los grupos de combinaciones
preferidos se seleccionan de las combinaciones adecuadas para identificar organismos en un cultivo de sangre (BC)
de organismos Gram negativos, como se indica por ejemplo en la Tabla 4. Otros grupos preferidos de
combinaciones se seleccionan de las combinaciones adecuadas para identificar organismos en un cultivo de sangre
de organismos Gram positivos, como se indica por ejemplo en la Tabla 4. Otros grupos preferidos de combinaciones
se seleccionan entre combinaciones adecuadas para identificar organismos capaces de causar neumonia, como se
indica por ejemplo en la Tabla 4. Otros grupos preferidos de combinaciones se seleccionan de combinaciones
adecuadas para identificar organismos asociados con fibrosis quistica, como se indica por ejemplo en la Tabla 4.
Otros grupos preferidos de combinaciones se seleccionan de combinaciones adecuadas para identificar organismos
que se encuentran en las heces, como se indica por ejemplo en la Tabla 4.

Se contempla que una combinacién seleccionada de la Tabla 4 puede ser una combinacioén en la que se seleccionan
una o mas secuencias de la combinacioén, para el disefio de un bucle en horquilla, y las secuencias restantes se

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 623 859 T3

emplean como secuencias auxiliares, como se describe en la presente memoria. En otras palabras, no sélo se
puede emplear la secuencia indicada en la Tabla 4 como secuencia de una sonda (complementaria a la secuencia
diana), sino también una secuencia indicada en la Tabla 4 como secuencia auxiliar, se puede emplear para el disefio
de un bucle en horquilla.

Preferiblemente, el acido nucleico auxiliar de la presente invencidon no es un PNA. El esqueleto del auxiliar es
preferiblemente un esqueleto de un acido nucleico, en particular de ADN. El acido nucleico auxiliar puede
comprender un analogo de acido nucleico tal como un analogo de desoxirribonucleétido o un analogo de
ribonucledtido en la parte del acido nucleico o/y en el conector si hay un conector presente. Este analogo es
preferiblemente un analogo de un nucleétido modificado en el azlcar, en la base y/o en los grupos fosfato. El
analogo de nucledtido preferiblemente no es un bloque de construccion de PNA.

El segundo acido nucleico, el tercer acido nucleico y el al menos otro acido nucleico preferiblemente no contienen un
desemparejamiento en la secuencia capaz de hibridar con la secuencia diana. El segundo acido nucleico, el tercer
acido nucleico y el al menos otro acido nucleico adicional pueden comprender independientemente al menos un
nucledtido que no hibrida con la secuencia diana, preferiblemente situado independientemente en el extremo 3' o/y
en el extremo 5' de la molécula de acido nucleico.

Los acidos nucleicos de la combinacién segun la presente invencién son particularmente adecuados para la
hibridacion in situ, en particular para FISH. La hibridacion puede tener lugar dentro de la célula como se describe en
la presente memoria, en particular dentro de un microorganismo como se describe en la presente memoria. Los
acidos nucleicos de la combinacion pueden disefiarse para la hibridacién en condiciones de hibridacion estrictas.

Las condiciones de hibridacion estrictas, tal como se usan en la presente memoria, comprenden preferiblemente
hibridacion a 52° C (+ 0,2° C) durante hasta 30 min, 20 min, 15 min o 10 min, preferiblemente durante
aproximadamente 10 minutos, con niveles de sal elevados y preferiblemente en condiciones especialmente libres de
cationes divalentes, en particular libres de Mg2+ (por ejemplo, 900 mM de NaCl, 20 mM de Tris/HCI, pH 8,3, 0,01%
p/p de SDS, 1 mM de EDTA, 20% v/v de formamida), y lavado esencialmente etandlico, bajo en sal y a temperatura
ambiente durante aproximadamente 30 a aproximadamente 90 segundos o aproximadamente 45 a
aproximadamente 75 segundos, preferiblemente aproximadamente 60 segundos. Preferiblemente, el lavado se
realiza a altas condiciones de Mgz-, por ejemplo en etanol al 50%, 215 mM de NaCl, 5 mM de MgCl;, 50 mM de
Tris/HCI pH 8,3.

En la presente invencion, la hibridacion se puede llevar a cabo en presencia de SDS, por ejemplo aproximadamente
de 0,005% p/p a 0,015% p/p o aproximadamente 0,01% p/p de SDS. La hibridaciéon también se puede realizar en
presencia de formamida, por ejemplo aproximadamente 15% v/v hasta aproximadamente 25% v/v de formamida,
preferiblemente aproximadamente 20% v/v de formamida. Durante la hibridacion, puede estar presente un agente
capaz de formar complejos con cationes divalentes, tal como EDTA, a una concentracién aproximadamente de 0,2
mM a aproximadamente 2 mM, o aproximadamente 0,5 mM a aproximadamente 1,5 mM. Es preferible una
concentracion de EDTA aproximadamente de 1 mM.

La temperatura ambiente, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere preferiblemente a una temperatura
en un intervalo aproximadamente de 18° C a aproximadamente 24° C o aproximadamente de 19° C a
aproximadamente 22° C, tal como aproximadamente 18° C, aproximadamente 19°C, aproximadamente 20° C,
aproximadamente 21° C, aproximadamente 22° C, aproximadamente 23° C o aproximadamente 24° C.

Las "condiciones esencialmente etandlicas”, tal como se usan en la presente memoria, preferentemente se refieren
a una concentracion de etanol del 0 al 90% v/v, 40 al 90% v/v, 50 al 90% v/v, 60 al 90% v/v, por ejemplo en el
intervalo de 40 a 60% v/v, preferiblemente aproximadamente 50% v/v.

Durante la hibridacion y/o el lavado, el pH se puede ajustar independientemente a >8, aproximadamente 7,5 a
aproximadamente 9, o aproximadamente 8 a aproximadamente 8,5, preferiblemente aproximadamente 8,3.

Como se usa en esta memoria, las condiciones de bajo contenido en sal incluyen una concentracion de sal total
aproximadamente de 50 mM a aproximadamente 400 mM, aproximadamente 100 mM a aproximadamente 300 mM,
o aproximadamente 150 a aproximadamente 250 mM. Es preferible una concentracién aproximadamente de 200
mM, tal como 215 mM. Sal elevada, tal como se usa en la presente memoria, incluye una concentracion de sal total
aproximadamente de 700 mM a aproximadamente 1100 mM, aproximadamente 800 mM a aproximadamente 1000
mM, o aproximadamente 850 mM a 950 mM. Es preferible una concentracién aproximadamente de 900 mM, tal
como 915 mM. "La concentracion total de sal", tal como se utiliza en la presente memoria, significa la concentracion
de sales de cationes monovalentes.

Es preferible que en la combinacién los acidos nucleicos individuales funcionen uniformemente. "Funcionamiento
uniforme" significa que la hibridacion satisfactoria puede conseguirse con las diferentes sondas de acidos nucleicos
de la presente invencién en las mismas condiciones de hibridacion, por ejemplo en condiciones de hibridacion
estandar. En otras palabras, los acidos nucleicos de funcionamiento uniforme no requieren la optimizacién individual
de las condiciones de hibridacion.
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La combinacion de moléculas de acido nucleico como se describe en esta memoria, se puede proporcionar en una o
mas composiciones, opcionalmente junto con los reactivos de hibridacién requeridos. Es preferible que la
combinacién se proporcione en una composicion.

En los acidos nucleicos de la combinacion de la presente invencion, los valores de AG de los acidos nucleicos
individuales en relacién con su respectiva secuencia afin pueden diferir como maximo en aproximadamente 3
kcal/mol. En particular, si hay mas de una baliza presente en la combinacion de la presente invencion, los valores de
la AG de los tallos de baliza individuales con respecto a su respectiva secuencia afin pueden diferir como maximo en
aproximadamente 3 kcal/mol.

Las moléculas de acido nucleico de la combinacién de la presente invencion pueden ser independientemente
oligonucledtidos. Las secuencias de las moléculas de acido nucleico capaces de hibridar con la secuencia diana
independientemente pueden tener una longitud en el intervalo de 16 a 26 nucledtidos, en particular
aproximadamente 20 nucleotidos. Por ejemplo, al menos una secuencia de las moléculas de acido nucleico que
hibridan con la secuencia diana puede tener una longitud en el intervalo de 16 a 26 nucledtidos, en particular
aproximadamente 20 nucledétidos.

La técnica ensefia que las secuencias auxiliares deben aplicarse en concentraciones grandes excedentes.
Sorprendentemente se encontrd que la concentracion de trabajo de los auxiliares y de las balizas requerida en la
citada configuracion puede ser esencialmente equimolar. Ademas, este disefio elimina las restricciones debidas a la
inaccesibilidad de regiones del ARNr y permite una libre eleccién de secuencias unicas. Sorprendentemente, fue
posible generar una sefal uniforme del 100% después de sélo 8 minutos independientemente de la posicion en la
que las balizas hibridaban. Las moléculas de acido nucleico de la combinacién pueden proporcionarse en una
composicion a concentraciones esencialmente equimolares. En la presente invencion, "concentraciones
esencialmente equimolares" significa que las concentraciones de al menos dos moléculas de acido nucleico de la
composicion pueden diferir en un 15 por ciento en peso como maximo, en un 10 por ciento en peso como maximo, o
en un 5 por ciento en peso como el maximo.

Otro aspecto mas de la presente invencién es un kit o chip segun la reivindicacién 9 que comprende una
combinacién de moléculas de acido nucleico como se describe en esta memoria, opcionalmente junto con los
reactivos de hibridacién requeridos. Preferiblemente, el chip o kit contiene una o mas combinaciones de moléculas
de acido nucleico como se describe en esta memoria en composiciones separadas, por ejemplo una, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o incluso mas combinaciones. Se prefieren ocho combinaciones
separadas en un kit o en un chip. En la Tabla 1 se recopila la lista de agrupaciones y kits resultantes para la
deteccion, enumeracion e identificacion de los organismos enumerados.

Un aspecto adicional de la invencién es que utilizando combinaciones segun esta invencioén, los productos de
expresion activos de los genes pueden detectarse a nivel de ARNm, por ejemplo alineando mas de una pareja de
bucles en horquilla con una secuencia especifica sin amplificacion previa. Se pueden detectar secuencias altamente
expresadas de genes que codifican para resistencia a antibioticos, produccion de toxinas o incluso oncogenes con la
misma velocidad y especificidad que para la identificacion de microorganismos.

La combinacién, kit o chip de la presente invencion se puede usar para la identificacion de una célula tal como se
describe en esta memoria, en particular de un microorganismo como se describe en la presente memoria. La
combinacion y/o kit preferiblemente es para uso diagnostico. Mas preferiblemente, la combinacion de la presente
invencion es para el diagnéstico in vitro de la presencia de una célula como se describe en la presente memoria, en
particular de un microorganismo como se describe en la presente memoria.

La combinacion of/y el kit de la presente invencion se pueden usar para la determinacién de la resistencia a
antibidticos.

La combinacion oly el kit se puede usar para la determinacion de la producciéon de una toxina, por ejemplo de una
célula y/o microorganismo como se describe en la presente memoria.

La combinacién oly el kit se pueden usar para la determinacion de la expresidon de oncogén, por ejemplo en una
célula o/y microorganismo como se describe en esta memoria.

La combinacion, kit o chip se puede usar para la fabricacion de una composicion farmacéutica para el diagnéstico de
la presencia de una célula como se describe en la presente memoria, en particular de un microorganismo como se
describe en la presente memoria.

La combinacion, kit o chip puede utilizarse para la fabricaciéon de una composicion farmacéutica para el diagndstico
de caracteres patoldgicos dentro de una célula como se describe en la presente memoria.

La combinacién puede aplicarse a ensayos disefiados para ser realizados en tubos, placas de microtitulacion,
pocillos de microtitulacion filtrados, portaobjetos y chips. La deteccion puede realizarse con fluorescencia,
fluorescencia resuelta en el tiempo, con una pluralidad de fluoréforos.
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En la realizacion preferida para FISH, el ensayo se realiza sobre portaobjetos de vidrio disefiados para contener y
separar varias muestras.

También, otro aspecto de la presente invencion es un método segun la reivindicacion 10 para identificar una célula
en una muestra, que comprende las etapas

(a) proporcionar una muestra, con la combinacién de moléculas de acido nucleico de acuerdo con la presente
invencion en condiciones que permiten la hibridacion de los oligonucledétidos con las secuencias diana en la célula, y
(b) determinar la luminiscencia del grupo luminiscente de la primera molécula de acido nucleico en donde la
luminiscencia del primer oligonucledtido indica la presencia de la secuencia diana.

La presencia de la secuencia diana indica la presencia de la célula o/y de un grupo de células, en particular si la
secuencia diana es especifica para la célula y/o para el grupo de células.

La célula puede ser una célula tal como se describe en esta memoria, por ejemplo una célula procariota o una célula
eucariota. En particular, la célula puede ser un microorganismo como se describe en la presente memoria.

La muestra puede ser cualquier muestra de origen bioldgico, tal como una muestra clinica o de un alimento, que se
sospecha comprende un acido nucleico que va a ser detectado por el bucle en horquilla. La muestra puede ser una
muestra que comprende una célula, en particular un microorganismo, tal como una bacteria, levadura y/o un hongo,
en particular una bacteria Gram positiva y/o Gram negativa. El procedimiento general para el ensayo es idéntico con
una desviacion minima en el pretratamiento de organismos Gram negativos y Gram positivos (véase, por ejemplo, el
Ejemplo 3).

En el método de la presente invencion, las etapas (a) y (b) pueden realizarse in situ, en particular mediante FISH.

En la etapa (a), la muestra puede fijarse sobre una superficie. La etapa (a) puede comprender condiciones de
hibridacion estrictas, como se describe en la presente memoria.

En la etapa (a), el contacto de la muestra con la combinacién de moléculas de acido nucleico puede realizarse
durante aproximadamente hasta 30 minutos, durante aproximadamente hasta 20 minutos, durante aproximadamente
hasta 15 minutos, o durante aproximadamente hasta 10 minutos.

El tampdn de hibridaciéon empleado en la etapa (a) esencialmente no contiene preferiblemente cationes divalentes,
en particular, el tampoén de hibridacion empleado en la etapa (a) preferiblemente esta esencialmente libre de
magnesio.

En la etapa (a), los acidos nucleicos de la combinacion pueden aplicarse a concentraciones esencialmente
equimolares.

La etapa (a) del método de la presente invencion puede comprender

(1) poner en contacto al menos un acido nucleico cualquiera de la presente invencién o una combinacién de acidos
nucleicos de la presente invencion con la muestra bioldgica,

(2) hibridar el acido nucleico o la combinacién de acidos nucleicos de (1) con la muestra en condiciones en las que el
tallo se abra en presencia de una secuencia afin, por ejemplo, hibridar con un tampén que esta esencialmente
exento de cationes divalentes, en particular esencialmente libre de Mg2+ y

(3) hibridar el acido nucleico o la combinacidn de acido nucleico de (1) con la muestra en condiciones en las que el
tallo del acido nucleico esta abierto, por ejemplo, hibridar con un tampdn que esta esencialmente exento de cationes
divalentes, en particular esencialmente libre de MgZ+, y

(4) inducir condiciones que permiten la formacién de tallos en aquellas moléculas de acido nucleico de (1) que no
forman un hibrido con la muestra, por ejemplo, lavar con un tampdén que contiene magnesio, por ejemplo a pH> 8 y/o
a temperatura ambiente.

Puede aplicarse cualquier protocolo de hibridacién que comprenda la aplicacién de una disolucién esencialmente
libre de Mg2+ y una disolucion que contenga Mg2+ como se ha indicado anteriormente. "Esencialmente libre de
cationes divalentes" se refiere a cationes divalentes en una concentracion de menos de 1 mM, preferiblemente
menos de 0,1 mM, mas preferiblemente menos de 0,05 mM, mas preferiblemente menos de 0,01 mM.
"Esencialmente libre de MgZ+" se refiere a una concentracion de Mg2+ menor que 1 mM, preferiblemente menor que
0,1 mM, mas preferiblemente menor que 0,05 mM, mas preferiblemente menor que 0,01 mM. Ademas, la
eliminacién de iones divalentes puede asegurarse mediante la adicién de un agente complejante, tal como EDTA,
presente en una concentracion aproximadamente de 0,2 mM a 2 mM, o 0,5 mM a 1,5 mM. Se prefiere una
concentracion de EDTA aproximadamente de 1 mM.
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El tampén que contiene magne3|o empleado en la etapa (b) puede contener aproxmadamente de 0,1 mM a
aproximadamente 20 mM de Mg aproxmadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM de Mg aproxmadamente
1 mM a aproximadamente 10 mM de Mg , aproxmadamente 2,5 mM a aproximadamente 7, 5 mM de Mg Se
prefiere una concentraciéon aproximadamente de 5 mM de Mg

Al final de la hibridacion, todas las balizas no unidas necesitan ser devueltas y aseguradas en la formacioén del bucle
en horquilla. De acuerdo con los parametros termodinamicos, el replegado debe tener lugar espontaneamente a
temperatura ambiente. Se encontré que ésto solo se podia asegurar en presencia de iones metalicos bivalentes.
Ademas, la especificidad del ensayo dependia de la concentracion de sal monovalente en el tampdén de parada.

Por lo tanto, el replegado puede conseguirse sumergiendo brevemente el portaobjetos, en primer lugar en un bafio
de etanol y posteriormente en un bafio de tampdén de parada que contiene la sal monovalente para soportar la
disociacion de balizas unidas débilmente y las sales divalentes que soportan la formacién de bucle en horquilla, y a
una temperatura que favorece la formacion del bucle en horquilla. En una configuracion preferida se combinan los
bafos de etanol y de sal y pueden contener 0-90% v/v de etanol, 10 mM a 1M de sal monovalente, 0,1-20 mM de sal
bivalente y se tamponan entre pH 7 y pH 9. En la configuraciéon mas preferida, el tampén de parada contiene 50%
v/v de etanol, 215 mM de NaCl, 5 mM de MgCl, y 20 mM de Tris/HCI de pH 8,3.

Por ejemplo, se puede usar el siguiente protocolo: Se aplican alicuotas de muestras clinicas a campos definidos en
los portaobjetos. Preferiblemente se aplica una cantidad definida de 10 pl y se seca.

1. Las muestras se fijan al portaobjetos con calor.

2. Los organismos Gram positivos se someten a una digestion con Lisozimal/Lisostafina siguiendo las
especificaciones publicadas. En una realizacion preferida la digestion se lleva a cabo de 2 a 7 minutos, a entre 28 y
60° C en una camara humidificada. La digestiéon mas preferida se lleva a cabo afadiendo enzimas de digestion en
cada uno de los campos requeridos del portaobjetos, directamente mientras esta en la placa de calentamiento (52°
C) y se deja hasta que se seca.

3. Posteriormente se forman los poros, por ejemplo, sumergiendo el portaobjetos en metanol puro o en etanol puro
(al menos 96%) durante varios minutos. En una realizacién preferida, el metanol o el etanol se enfrian con hielo y el
tiempo de inmersion esta entre 2 y 10 minutos. En una realizacion mas preferida, los portaobjetos se sumergen de 4
a 6 minutos en etanol. En la realizacion mas preferida, los portaobjetos se sumergen en etanol de alcohol industrial
metilado (IMS) al 96% (o etanol desnaturalizado equivalente) durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. El portaobjetos se seca sobre una placa caliente, por ejemplo a 52° C.

5. Los acidos nucleicos (uno o mas ballzas al menos dos auxiliares) se disuelven en un tampdén de hibridacion (que
puede estar esencialmente exento de Mg ") y luego se aplican a cada campo del portaobjetos mientras esté en el
calentador.

6. El portaobjetos se coloca en una camara de hibridacion, se humidifica con un tampon de hibridacion. En una
realizacion preferida, el portaobjetos se cubre con un cubreobjetos deslizante hidréfobo y se coloca en un calentador
de portaobjetos cubierto a 52° C durante aproximadamente 10 minutos.

7. El portaobjetos se lava posteriormente con un tampén que contiene magnesio, por ejemplo a pH> 8 o/y a
temperatura ambiente. El tampon principal contiene aproxmadamente de 0,1 a aproximadamente 20 mM de Mg
en particular aprOX|madamente de 1 a aproximadamente 10 mM de Mg mas partlcularmente aproximadamente de
25a75mMde Mg incluso mas particularmente aproximadamente 5 mM de Mg

8. El portaobjetos se seca y se puede montar con un fluido de montaje y se puede leer con un microscopio de
epifluorescencia con una ampliacion total, por ejemplo de, 400%, 600x o 1000x.

En el caso de que se utilicen otros recipientes para la hibridacion, la deteccién puede realizarse mediante citometria
de flujo o con un lector de fluorescencia automatizado bien conocidos en la técnica.

También se puede emplear en el método de la presente invencion un kit o un chip como se describe en la presente
memoria.

Para aplicaciones en los chips, las balizas necesitan estar unidas covalentemente a una superficie de soporte. Para
facilitar esto, la base 3'-terminal de las balizas disefiadas puede estar biotinilada o ligada a través de un reactivo
hetero-bifuncional a una enzima utilizando métodos bien conocidos en la técnica de la quimica de proteinas y acidos
nucleicos. Las balizas biotiniladas pueden afiadirse posteriormente a los chips recubiertos con Streptavidina que
pueden obtenerse libremente de fuentes comerciales (19). En esta solicitud, los respectivos bucles en horquilla
biotinilados se pueden unir a una pluralidad de campos distintos de un chip, por ejemplo al menos 10, al menos 50,
al menos 100, al menos 200 o al menos 500 campos, o como maximo 500, como maximo 400 o como maximo 300
campos. El ARN total se puede extraer de las muestras usando los kits comercialmente disponibles (20) y se puede
aplicar al chip en las condiciones de hibridacién que se describen en esta memoria.
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Después de la hibridacion, el chip se puede lavar brevemente con un tampén que contiene magnesio, como se
describe en esta memoria, por ejemplo, a pH> 8. La fluorescencia en un campo marca la presencia de una
secuencia diana especifica, por ejemplo un ARN especifico que indica la presencia de un organismo
correspondiente en la muestra.

Para ampliar los ensayos de hibridacion a aplicaciones rutinarias a gran escala es necesario analizar
secuencialmente una pluralidad de muestras sobre un chip reutilizable. El disefio del chip debe permitir una
produccion a gran escala, un control eficiente de la calidad y un tiempo de almacenamiento largo.

Para llevar a cabo dicho ensayo, se han desarrollado una gran pluralidad de secuencias con caracteristicas idénticas
(por ejemplo Tabla 1, Tabla 3 o/y Tabla 4), que pueden aplicarse a posiciones definidas en el dispositivo de
deteccion (chip), respectivamente.

En un ensayo tipico, el ARN total se extrae de una muestra utilizando el procedimiento de extraccion y los kits
disponibles en el mercado, y se coloca en el chip en las condiciones de hibridacion citadas. Después de la
hibridacion, el chip se lava con el tampdn de parada a temperatura ambiente, y se lee como es bien conocido en la
técnica. Al final del ciclo, todo el ARN hibridado se lava con el tampdn de hibridaciéon libre de ADN y ARN a
aproximadamente 62° C. Posteriormente la temperatura se deja descender aproximadamente a 52° C para
equilibrarse durante el siguiente ciclo de hibridacion.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y figuras.
Leyendas

Tabla 1 describe las secuencias de las balizas de la presente invencion. Abreviaturas: R&G: un colorante
fluorescente rojo o/y verde que puede unirse a la baliza, tal como Cy3 o FITC o un derivado del mismo.

Tabla 2 describe que las balizas de PNA no son adecuadas en la presente invencion. Los calculos se realizaron con
las secuencias de la Tabla 1 suponiendo que la baliza era una baliza de PNA. En contraste con las balizas de ADN,
se deben cumplir todos los cinco criterios siguientes: contenido de GC <60%, <3 bases autocomplementarias, 4
purinas en fila, longitud maxima de 18, palindromos de secuencia inversa o repeticiones o horquillas. "Si" ("No") en
la Tabla 2 indica que el criterio se cumple (no se cumple). La columna "Final" indica si una baliza de PNA es
adecuada en la presente invencion ("Si") o no ("No"). "No" en la columna final indica que uno de los cinco criterios no
se cumple. "Si" indicaria que se cumplen todos los criterios. Todas las secuencias de la Tabla 2 se consideran "No".
Por lo tanto, ninguna de las secuencias de la Tabla 1 seria adecuada en una baliza de PNA.

Tabla 3: Lista de sondas de baliza que funcionan en condiciones idénticas a las de la Tabla 1 y que poseen
condiciones fisicoquimicas muy similares.

Tabla 4: Combinaciones individuales de bucles en horquilla y acidos nucleicos auxiliares, en donde las secuencias
afines de la baliza y las secuencias auxiliares estan localizadas en la secuencia diana de un microorganismo
("organismo diana"). En la secuencia del bucle en horquilla, la secuencia complementaria a la secuencia afin esta
subrayada. "ARNr" hace referencia a la localizacién de la secuencia diana en el ARNr 16S o 23S, si procede.
"Alineamiento con E. coli" se refiere a la posicién de la secuencia correspondiente en el ARN 16S o 23S de E. coli,
respectivamente. La "puntuacién de Fuchs" se refiere a la puntuacion (clase de brillo) definida en Fuchs et al. (4).
Las columnas "balizas activas en kits" indican los grupos de combinaciones preferidos. Los grupos de
combinaciones preferidos se refieren a los grupos de combinaciones adecuados para identificar organismos en
hemocultivos (BC) de organismos Gram negativos, organismos en hemocultivos de organismos Gram positivos,
organismos que causan neumonia, organismos asociados con fibrosis quistica y organismos que se encuentran en
las heces. Los miembros de estos "grupos de diagnoéstico” se indican con "1" en las columnas respectivas.

Figura 1: Comparacion de los datos de hibridacion derivados de la solicitud de patente US 5.030.557 ("sonda
convencional") y los datos de hibridacion de la presente invencion. Los datos de las Tablas |, lla, b y lic de la
solicitud de patente US 5.030.557 se han promediado. (1) Sélo la sonda de la solicitud de patente US 5.030.557. (2)
Sonda y un auxiliar segun la solicitud de patente US 5.030.557. (3) Sonda y dos auxiliares segun la solicitud de
patente US 5.030.557. (4) Sonda y tres auxiliares segun la solicitud de patente US 5.030.557. (5) Sonda (baliza
molecular) y cuatro acidos nucleicos auxiliares segun la presente invencion. "12 min" y "durante una noche" indican
los periodos de hibridacion. La "porcentaje de mejora durante una noche" indica el porcentaje de mejora por
hibridacién de la incubacion durante una noche en comparacion con la hibridacion de 12 min. "% hibridacion" indica
el porcentaje de sitios de hibridacidon en una muestra que estan ocupados por una sonda de hibridacion.

Figura. 2: Cinética de hibridacion. (1) Baliza molecular de E. coli con auxiliar, (2) E. coli sin auxiliar, (3) baliza
molecular B-Straga-3 (véase la Tabla 4) con auxiliar, (4) B-Straga-3 sin auxiliar. La fluorescencia se proporciona en
unidades relativas.

Figura. 3: Esquema que describe el alineamiento de una baliza molecular y cuatro oligonucleétidos auxiliares en una
secuencia de ARNr.
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Ejemplo 1. Efecto de los Auxiliares

La comparacion de los efectos del estado de la técnica de la Figura 1 resume el efecto de los oligonucleotidos
auxiliares tras la hibridacion de la sonda, como se describe en solicitud de patente US 5.030.557 (véanse las barras
(1) a (4) en la figura 1). Los datos se obtuvieron de las Tablas I, lla, lIb y lic de la solicitud de patente US 5.030.557
Se han calculado los promedios.

La solicitud de patente US 5.030.557 muestra el uso de oligonucledtidos auxiliares para potenciar la unién de los
oligonucleodtidos marcados al ARN ribosémico aislado. Se han empleado sondas lineales de 18 a 24 nucledtidos de
longitud. Los auxiliares tenian una longitud de 23 a 58 nucledtidos. Sin embargo, esto requirié una incubacion
durante una noche para conseguir una sefial mejorada. Ademas, la solicitud de patente US 5.030.557 exige una
concentracion 50-200 veces mayor de cada auxiliar para conseguir la mejora. La adicion de un segundo auxiliar
aumento la sefial en un 20% y la adicion adicional de un tercer auxiliar s6lo aumento la sefial en un 7% adicional
(véanse las barras "durante una noche" en la figura 1).

En la hibridacién in situ en un microorganismo con una combinacién de una baliza molecular y cuatro acidos
nucleicos auxiliares de acuerdo con la presente invencion, la hibridacion alcanza aproximadamente el 100%
después de 12 min (ver barras (5) en la figura 1). Teniendo en cuenta que la hibridacion in situ requiere
generalmente periodos de hibridacion mas largos que la hibridacion que tiene lugar en disolucién, un periodo de
hibridaciéon de sélo 12 minutos con una combinacién de la presente invencién en comparacion con la hibridaciéon
durante una noche como se describe en la solicitud de patente US 5.030.557 es una gran mejora con respecto a las
combinaciones de sondas y auxiliares del estado de la técnica.

Ejemplo 2. Cinética de hibridacion in situ

Las balizas moleculares de la presente invencion (baliza molecular de E. coli, B-Straga-3, véase Tabla 4) se
ensayan en ausencia y presencia de cuatro acidos nucleicos auxiliares en la hibridacion in situ con E. coli y
Streptococcus, respectivamente, fijados en un portaobjetos. La baliza B-Straga-3 comprende una secuencia que
hibrida con una secuencia diana localizada en ARNr 16S de Streptococcus agalactiae.

Se colocaron alicuotas de 10 pl de una suspension bacteriana respectiva sobre cada campo de un portaobjetos y se
secaron para producir 10° células por campo. El ensayo de hibridacion in situ adicional se realizé como se describe
en la invencién con una excepcion. EI campo 1 recibié la mezcla de hibridacion en el minuto = 0; el campo 2
después de 2 minutos; el campo 3 después de 4 minutos; el campo 4 después de 6 minutos; el campo 5 después de
8 minutos; el campo 6 después de 10 minutos; el campo 7 después de 11,5 minutos; y el campo 8 antes de
sumergirlo en la disolucién de parada.

Como puede verse en la Fig. 2, la hibridaciéon de una baliza de E. coli sin auxiliar es débil y por lo tanto reversible, y
el reanillamiento del ARNr es preferible a la hibridacion con la baliza. La velocidad de hibridacién mostrada en la Fig.
2 se debe al disefio estricto de las balizas junto con los auxiliares respectivos.

Ejemplo 3

Un procedimiento tipico de hibridacion para el ensayo es idéntico para todas las balizas con una desviacion minima
en el pretratamiento de organismos Gram negativos y Gram positivos, como se indica en la Tabla siguiente.

Etapa Aplicaciones Gram negativas Aplicaciones Gram positivas

1 Aplicar 10 pl de muestra a cada campo | Aplicar 10 pl de muestra a cada campo designado
designado en un portaobjetos en un portaobjetos

2 Secar sobre placa caliente 52° C Secar sobre placa caliente 52° C

3 Anadir 10 yl de la mezcla de lisis (3.4) en la placa

caliente y secar (tarda 4 minutos)

4 En una caja de Coplin, sumergir el portaobjetos | En una caja de Coplin, sumergir el portaobjetos en
en IMS durante 7 minutos y secar en la placa | IMS durante 3 minutos y secar en la placa caliente
caliente 52° C 52°C

5 Separar de la placa caliente y afiadir 10 yl de mezcla de hibridacion lista para su uso a cada campo

6 Clocar el cubreobjetos de hibridacion sobre el portaobjetos e incubar a 52° C en un horno (2.5) durante
10 minutos

7 En una caja de Coplin, sumergir el portaobjetos en una Mezcla de Parada (3.2) durante 1 minuto
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8 Sumergir brevemente en IMS y secar en la placa caliente a 52° C

9 Colocar inmediatamente una pequefia gota de medio de montaje en cada campo y cubrir con un
cubreobjetos

10 Leer con microscopio de fluorescencia

La lectura puede realizarse visualmente o con la ayuda de dispositivos de lectura automatizados con un microscopio
de fluorescencia. Como es bien conocido en la técnica, la hibridacién in situ puede adaptarse faciimente a la
citometria de flujo realizando las citadas etapas en una placa de microtitulacion y leyéndola con un citdmetro de flujo.
La ventaja obvia radica en la facilidad de automatizacion.
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REIVINDICACIONES

Una combinaciéon de moléculas de acido nucleico capaces de hibridar con una secuencia de acido nucleico
diana, en donde la combinacién comprende

(a) al menos una primera molécula de acido nucleico que comprende
(i) una secuencia capaz de hibridar con la secuencia diana,
(i) dos secuencias complementarias capaces de formar un tallo, y

(iii) un grupo luminiscente y un grupo desactivador de la fluorescencia, en donde el grupo desactivador de
la fluorescencia apaga el grupo fluorescente si el acido nucleico forma una estructura de bucle en
horquilla, y en donde el grupo fluorescente es capaz de emitir una sefial de luminiscencia después de
la excitacion si el oligonucledtido hibrida con la secuencia diana,

(b) una segunda molécula de acido nucleico, una tercera molécula de acido nucleico y opcionalmente al menos
otra molécula de acido nucleico,

en donde la segunda molécula de acido nucleico, la tercera molécula de acido nucleico y la al menos otra
molécula de acido nucleico opcional son oligonucleotidos auxiliares que hibridan con la secuencia diana en una
secuencia situada 5' y/o 3' de la secuencia con la cual hibrida el primer acido nucleico,

caracterizada por que

en condiciones de hibridacién idénticas y en base a las secuencias diana complementarias todas las moléculas
de acido nucleico con respecto a la unién a sus secuencias afines respectivas de la secuencia diana, se
disefian de manera que hibridan independientemente con un AG en el intervalo de -15 a -25 kcal/mol y sus
valores de AG no varian mas de 3 kcal/mol.

La combinacién segun la reivindicacion 1, en donde el AG de todas las moléculas de acido nucleico con
respecto a la unién a las secuencias de la secuencia diana en condiciones de hibridacién no varia mas de 2
kcal/mol, preferiblemente no mas de 1 kcal/mol.

La combinaciéon segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde los acidos nucleicos son adecuados para la
hibridacion in situ, en particular para FISH.

La combinaciéon segun las reivindicaciones 1, 2 o 3, en donde la secuencia del acido nucleico diana se
selecciona de secuencias de ADN y secuencias de ARN, y donde la secuencia del acido nucleico diana es
preferiblemente una secuencia de ARNr o una secuencia de ARNm.

La combinaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las moléculas de acido nucleico
hibridan con la secuencia diana en posiciones directamente adyacente entre si, o en donde al menos dos
moléculas de acido nucleico hibridan con la secuencia diana en posiciones separadas entre si por un espacio
de al menos un nucleétido.

La combinacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde al menos una secuencia de las
moléculas de acido nucleico que hibrida con la secuencia diana tiene una longitud en el intervalo de 16 a 26
nucleotidos.

La combinacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso diagnostico, en particular para el
diagnostico de la presencia de una célula.

La combinacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la determinacion de la resistencia a un
antibiotico, produccion de una toxina, y/o expresion de un oncogén.

Kit o chip que comprende la combinacién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

10. Un método de identificacion de una célula en una muestra, que comprende las etapas

(a) poner en contacto una muestra con la combinaciéon de moléculas de acido nucleico de cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8 en condiciones que permitan la hibridacién de los oligonucleétidos con las
secuencias diana en la célula, y

(b) determinar la luminiscencia del grupo luminiscente de la primera molécula de acido nucleico,

en donde la fluorescencia del primer oligonucleétido indica la presencia de la secuencia diana.
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El método segun la reivindicacion 10, en donde la muestra se selecciona de muestras bioldgicas, en particular
de muestras clinicas.

El método segun las reivindicaciones 10 o 11, en donde las etapas (a) y (b) se llevan a cabo in situ, en particular
mediante FISH.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, donde el tampdn de hibridacién empleado en la
etapa (a) no contiene cationes divalentes.

Uso de la combinacion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o un kit o chip de la reivindicacion 9 para la
identificacion de una célula.
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Figura 1

Efecto de los auxiliares en la Hibridacion
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Figura 2

Cinética de hibridacion
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Figura 3

Alineamiento de baliza y auxiliares
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Tabla 3

Lista de sondas baliza que funcionan
encondiciones idénticas alas dela
Tabla 1 y poseen condiciones
figicoguimicas muy similares

Organisma diana

Mormbre de la baliza

Secuencia 5'-3'

Acinetobacter spp, B-Acbacl-1 TGCCGGTT
AATCCCGGCA
Aspergillus fumigatus, Aspfum CCGG CCC CCG AGAGOT |
- CATACAT GCCGG |
Aspergillus niger, Aspnig CCGGC AAT TAC AAT GCG
GACTCC GAAG CCGG
Kiebsiella pneumaniae, B;Klepne-2 ACGCCGGCGT AGG TTA
TTAACC TCATCG CCT
TCGCCCAGCGT |
Mycobacterium avium Complex, B.Mycav CCC GGT GTT GAT ATA J
AGG CAG GTG  CCGGG ;
|
. |
Mycobacterium chelonas, B-Mchel CCCGG CATGAAGT GIG
IGG TCC TAT CCGGG
Mycobacterium fortuitum, B-Mfort CCCGG TGAAGC GCG '
— JGG TCATATTC CCGGG
Mycobacterium gordonae, B-Mgord CCCGG TGT GICCTGTGG
JCCTATTC CCGGG
Mycobacterium intracellutare, B-Mintra T | cCCGG ACATGCGICIA "
AAG GTC CTA CCGGG |
|
Mycobacterium kansasii/gastri, B-Mkan CCCGG TAGAG CTG AGA !
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Mycobaclerium malmoense, B-Mmalm CCG CGCCACTG AAA
- CGC CCTATT CGCGG
Mycobacterium smegmatis, B-Msmeg CCCGG CAC GTC GAG -
GGCTCT GAC CCGGG
Mycobaclerium tubsrculosis B-Mtb-compl CCA
complex, AGG AGG TGG
B-Mxe CCGCG
Mycobacterium xenopl, n Q_Qﬁg%[ég_m
Shigella (algunaE.cof), "B-Shig CCGGG
cge et CCCGG
Staphylococcus aureus, B-Staphau TGCCGGATT ITTIC TCG TCC
AATCCCGGCA
Streptococcus agalactiae B-Straga-2 GCCGCCGGCGT ACT CCT
TCGCCCAGCGGC
Streptococcus pyogenas B-Strpyo-C TGCCTTC GAG CAATTG
GAAGGCA
Citrobacter freundi, Citfreu-WI1 CCCGGT CGCTICATT
ACG CTATGTATCC
ACCGGG
Streptococcus pyogenss, B-Strpyo-D CGCTC GAG CAATTG CCC
CITTTAAAT TAC GAGCG
Streptococcus pneumonias, B-Strepne-2 CCGT JAA GCA AAT GTC Ii
ACGG
Streptococd, F111 B-Strept-2 CGCCTTC GCC GTC CCT
JICTGG TTAGTT
GAAGGCG
Streptococcus sgalactiae, B-Straga-3 CCGCT ACT CCT ACC AAC
GITCITCIC AGCGG
Serralia marcescens, B-Sermarc CCGCTC
CTT GCC AGT GAGCGG
Pseudomonas spp., B-Psspp CGCTC GGC AGATTC CTA
GGCATT ACT GAGCG ____ |
Staphyiococci, B-Staphspp-2 CCAAC TTTCG CACATC
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Salmonella, B-Sal 1696 CGCTC CTT CAC CTA CGT
GTCAGCG GAGCG
Pseudomonas aeruginosa, B- Psaer D CCCGG A AGACGACTC
GICATCAGCT CCGGG
Legionella pneumophila , B-Legpne CCGG ATCTGACCGTCC
CAGGTT CCGG
Kiebsiella oxytoca, B-Kleboxy CCGAGGT AGG TTATTA
TCGG
Staphylococcus aureus, B-Staur-W1 CCCCT
CCOTICG AGGGG
Listeria monocytogenes, Lismon CCTA GCATGC GCC ACA
ICTTATCA GCTAGG
ACCTCATCG CCT
Haemophilus influenzas, B-Haeinf CCCGG CCGCACTT T1CA
ICT TCC GAT CCGGG
Burkholderia spp., B-Burk. Spp CCCGG CCAGTC ACC AAT
GCAGTT CC CCGGG
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Burkholderia cepatia & Burkholderla | B-Burcep-cen Wi CCT GCC TATGT ATT CAG
cenocepatia, CCATGG CAGG
Burkholderia malii & Burkholderia B-Burpseumal Wi GGGCC TCGCCICACT
pseudomalel, AGA CCT ATG  CCGGG
Burkholderia vielnamensis, B-Burviet Wi CCCGG T CGCTICTCT
GGA CCT ATG CCGGG
Burkholderia multivorans, B-Burmult Wi CCCGG CTT CAC CCTTCC
AGC GCA CCGGG
Burkholderia gladiol, B-Burgla Wi CCAGC GG TAC GGT CAC
IGT TAAACT GCTGG
Acinotobacter spp, B-Acibact-2 CCGTAG mm_gé%
JCC CAT ACT CTA
Acinelobacter baurnanti, B-Acinbaum-3 C
- GCAAGC GG
Asporgilus flavus, B-Aspfla-3 CGGCC
GCCTITG GCCG
Aspergillus lerreus, Aspter CCGAT
CCC ATA GATCGG
CCAATGTGG G CGCGG
Bormelia B-Borrcompl CCCGG GGTAAC AGA TAA
burgdorferi+garini+afzeli+valaisiana, CAAGGGTIG CCCGGG |
Bordelella partussis, B-Borper CCGGG
ICGTGCA CCCGG
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Escherichia col, B-Ecolll CCG GCAAAG AAG CAA
GCTICTTCC CCGG
Gardnerela vaginafs, Garvag CCGCTC CAC CAT GAA
GCAACC CGT GAGCGG
Eu-bacleria, B-Eub-338 CCGCGT GCIGCCTCC
CGT AGGAGT CGCGG
| Enterococcus fascium, B-Encoc-um C TTC AAA TCA AAA CCA
_ IGCGGTTIC ATTTGAAG
Stenotrophomonas maltophilia, B-Stemal-2 CCCGGA CCCTCT ACC
ACACTCTAGTCG CCGGG
Enlerococcus faocals, B-Encoc-alis-1 CAACCA CCCTCT GAT
GGG TAGGTT G
Enterococd, B-Entcoc CCCGG CATC CAT CAG
CCACACCCGCCG GG
Enlerobactariaceae, B-Enterc-1247 CCCGG
GCTICT CCGGG
Clostridium perfringens, B-Cloper-Gp2-10 GCATCA G ATT GCT CCT
JIGGTITGAATGATG C
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Clostridium spp., B-Clospp “[cee
COT CCC CCGGG
Chlamydia trachomatls, ChitraA CCGC ICG GAT GCC CAA
ATATCGC GG
Candida dubliniensis, B-Can-dub CCCGG C CCG AAA GAG
TAACTT GCA AAA CCGGG
Candida glabrata, B-Cangla CCCGG AGG CAA GGG
GCG CAAAM CCGGG
Candida krusel, (Issatchenkia B-Cankru CCGTGA CCT GCAGCA
orientalis) AGA ACC GAT CACGG
Candida lusitaniae, (Clavispora B.Canlus CACT
lushaniae) ACC AM\, GCAGTG
Candida albicans, B-Canab-3 | CCGCG TT TAC ACA GAC
CCG GGT CAT CGCGG
Candida tropicalis, B-Cantrop CCTCGG AC ATT CCA ACG
CAATTC TCCTAC CGAGG
Candida parapsflosis, B-Can-para CCCGG CACATTICI11G
CAC TTATCCTAC CCGGG
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Chlamydia pneumoniae, B-Chiapnau CCGGG CTCTIC CTC AAC
CGA AAG GT  CCCGG
Chlamydia psittaci group, B-5-5.Cps-1414-a-A-18 | CCGG  AAG GCA AAA CCA
ACTCCCAT CCGG
Campylobacter (patdgenas B-Ctherm CCCGG
termdfilas 1), CTT CCA CCGGG
Campylobacter coll, B-Cpcoli | CGCTC TCG ATG GCA TCA
GGG GTTGAGCG
Campylobacter lari, Clari CCCGG CCC GAA GTG TTA
GCAACT AAATC GCCGGG
Campylobacter jejun, 8-Ci CCGGG_TAAGC TAA CCA
CAC CTT ATACCG CCCGG
Campylobacter upsaliensis, B-Cpups CCCGGGC CGT GTG TCG
GCCCGGG
Pneumccystis carinii, B-Pncarl CCCTGC TATCC AGT AAC
AGGG
Mycoplasma pneumoniae, B-Myplapn CCTCCG Iﬁ&.‘[ﬂﬂ.ﬂ:ﬁsc
Cryplococcus neoformans, B-Cryneo CCTGG I&I..E&IA%GGB_%&
EHEC, B-EHEC CCCG GT CAC CCC ATA
AAA GAG GCT CCGGG
Nelsseria meningitidis, B-Neimeng CACCG TTATCC CCC ACT
ACTCGG TG
Neissaria gonorrhoeas, B-Neigon CCCGG
ACC AGC TAA CCGGG
Clostridiim difficile, B-Clodiff CGGGT CGAAGT AAATCG
| CTC AAC TTG CA CCCG
Clostridium bolulinum, B-Ciobot CGTT GCCGITICAIG
CGAMC TAC AA CG
Clostridium tetani, B-Clotet CCGG AA CIGIGIIACIC
ACCCGTCCG G
Peplostreplococcus anaerobius, B-Pepan CCGGC CTTTGATAT ATC
JACGATGCCG G
Peptostreptococeus magnus, B-pepmag CCGC ﬂME_G%&&&I
GAATICTGGCG
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Peplostreplococcus magnus, B-pepmag CCGCC ATGTGITICTAC
GAT TIT ATG CGG CGG
Peplostreplococcus micros, B-Pepmic CCCGG ACI TICATT ICA
IITCCATICCCG GG
Entsrococcus faecalis, B-Encoc-alis-2 CCATCG GCACTC GGG
AGG AMA GAAG CGATGG
Enterococcus faecium, B-entfae-1 CGC CCATGCGGTTIT
CGATTGT TATAC GGGCG
Enterococcus casseliffavus, B-Entcas CCGCG _CAA GGG ACG
AACATT TTACTCTC
GCGG
Enterococcus gallinarum, B-entfae-2 CCGCG CAAGGGATG
AACGTT CTACTC GCGG
Candida albicans, B-Canalb-2 CCCGG IIICCITCI GGG
TJAGCCATT CCGGG
Morganslia morganii (Proteus B.Mormorg CCGG CAAGACTCT AGC
morganii), TGACCAGTATC GCCGG
Proteus mirabilis, B-Protmir CG CCGATA GTG CAA GGT
CCG MG CGGCG
Proteus vulgaris, B-Protvul CCG
IGC GGT A GGCGG
Treponema pallidurn, CCCGG JCC GCC ACT CTA
GAGAMACG CCGGG
B-Trepal :
Trichonomas vaginalis, CCCGG GAATGG CGT
B-Trivag - GCC TCT GAT GA CCGGG
Micrococdl, B-Micoc CCCGG
CGCAACC GGG
Lactobacillus brovis, B-Lacbrev CGG CCG CGG GAT CAT
CCAGAA GGCCG
Yersinia enferocolitica, B-Yerent CCCGG AIC TCT GCT AAA
JTCCGT GGATGE CCGGG
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Baclllus cersus, B-Baccer
Vibrio cholerae, B-Vibchol
Vibrio parahasmolyticus, T BVibpara
| Cryptosporidium spp.,
Barfonelia spp., B-Bart
Enterobacter sakazaki, B-Entsak
Enterobacler cloacas, B-Enlclo
Enferobacler aerogenes, B-Entaer
Ehrlichia spp., B-Ehrlich
Rickettsia spp., B-Rickspp
Ricketisia spotted fever complex, B-Rickspot
Rickettsia typhi complex, B-Ricktyph
Loishmania spp., B-Leisch
Toxoplasma gondii, B-Toxgan
Yeast spp., B-Yeast
Francisella lularensis, B-Frantul
Laclobacillus spp. A, Blacispp-A
Laclobacillus spp. B, B-lactspp-8
Burkholderia cepacia complex B-Bee
Staphylococcus aureus, B-Staur-3
Burkholderia ambifaria B-Burkamp
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Burkan Pendiente debido afalta de
Burkholderia antina B : secuencias 235
B-Burkdol Pendiente debido afalta de
Burkhoideria dolosa secuencias 235
pyrrocinia B-Burkpyrr Pendiente debido afalta de
Burkholderia secuencias 235
Burkholderia stabllis B-Burkstab FPendiente debido a falta de
secuencias 235
Lactobacilf,
Candida spp, soe Yeast
Lactobacili,
Staphylococcus corosus,
Staphylococcus aureus, B-Staur CCCCT CAA GCT TCT
CGT _CCG TIC G
AGGGG
CCGCGT GCT GCCTCC
Eu-bacteria, B-Eub-338 T
B-Eub-338 CCGCGT GCT GCC TCC
B-Eub-338 CCGCOGT GCT GCC TCC
Eu-bacteria, CGCGG
ub-338 CCGCGT GCT GCCTCC
Eu-bacteria, BE CGT AGG AGT_CGCGG
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