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DESCRIPCION
Kit para la deteccion e identificacion de micobacterias
Campo

En el presente documento se proporcionan procedimientos para la deteccidon e identificacion de cepas de
micobacterias, y composiciones y kits para realizar dichos procedimientos. En particular, se proporcionan
procedimientos de amplificacion y deteccion por fluorescencia de acidos nucleicos para la deteccion y diferenciacion
de micobacterias basados, por ejemplo, en la patogenicidad, en la especie, y en la resistencia o sensibilidad a
antibioticos. En el presente documento, las composiciones y los procedimientos se proporcionan para identificar y
diferenciar micobacterias en mezclas de diferentes micobacterias y no micobacterias.

Antecedentes

Mycobacterium es un género de actinobacterias, habida cuenta de su propia familia, Mycobacteriaceae. El género
incluye patégenos que causan enfermedades graves en los mamiferos, incluyendo la tuberculosis (TB) y la lepra
(Ryan y Ray (editores) (2004). Sherris Medical Microbiology (42 ed.). McGraw Hill. Las micobacterias pueden
colonizar sus huéspedes sin que ellos muestren signos adversos. Por ejemplo, miles de millones de personas en
todo el mundo tienen infecciones asintomaticas por M. tuberculosis. Las micobacterias son resistentes de manera
natural a una serie de antibidticos tales como la penicilina, y han surgido muchas otras cepas resistentes a los
antibidticos.

Las micobacterias se clasifican en el complejo de M. tuberculosis (MTBC) o micobacterias no tuberculosas (NTM)
con fines de diagndstico y tratamiento. EI MTBC comprende especies que pueden causar la tuberculosis: M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. Canettiy M. microti. Las NTM son el resto de micobacterias, que pueden
causar una enfermedad pulmonar parecida a la tuberculosis, linfadenitis, enfermedad de la piel, enfermedad
diseminada, enfermedad de Hansen y lepra. Del MTBC y de las NTM, hay diferentes especies mas o menos
comunes en diferentes regiones del mundo, y presentan diferentes caracteristicas patégenas y de virulencia.

La presencia de la TB resistente a antibidticos y la TB resistente a multiples farmacos (TB RMF) y la tuberculosis
extremadamente resistente a los farmacos (TB ERF), en particular, es de gran preocupacion para la comunidad
médica. La TB RMF es la TB que es resistente a dos farmacos antituberculosos de primera linea, la isoniazida y la
rifampicina, que normalmente se usan para el tratamiento de todas las personas con la enfermedad de la TB. En la
actualidad, la TB ERF es un tipo relativamente raro de TB RMF, definida como la TB que es resistente a la
isoniazida y a la rifampicina, mas resistente a cualquier fluoroquinolona y a al menos uno de tres farmacos
inyectables de segunda linea (por ejemplo, amikacina, kanamicina o capreomicina). Debido a que la TB ERF es
resistente a farmacos de primera linea y de segunda linea, los pacientes se quedan con opciones de tratamiento que
son mucho menos eficaces. Las formas resistentes de la TB plantean preocupaciones sobre una epidemia de TB en
el futuro con opciones de tratamiento limitadas, y ponen en peligro los avances logrados en el tratamiento y el
control de la TB en todo el mundo.

La infeccion por Mycobacteria puede consistir cominmente de una infeccién mixta de: micobacterias en presencia
de otros agentes infecciosos, NTM y MTBC, diferentes especies de NTM o MTBC y/o micobacterias con diferentes
perfiles de resistencia a antibidticos.

Sumario

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones simplemente proporcionadas en
esta descripcién sin definirlas como realizaciones de la invenciéon no forman parte de la invencién reivindicada. En
algunas realizaciones, en el presente documento, se proporcionan procedimientos de identificacion de uno o mas
tipos de micobacterias en una muestra, que comprenden (a) proporcionar: (i) una muestra que se sospecha que
comprende una o mas micobacterias, e (ii) reactivos de deteccion que comprenden al menos un par de cebadores y
al menos un conjunto de sondas distinguibles de forma detectable de dos sondas de hibridacién que se hibridan con
secuencias de acido nucleico diana adyacentes en una o mas micobacterias, comprendiendo cada conjunto de
sondas: (A) una sonda de desactivacion marcada con un desactivador no fluorescente, y (B) una sonda de
sefializaciéon marcada con un colorante emisor de fluorescencia y un desactivador no fluorescente, en el que la
sonda de sefializacion no emite fluorescencia por encima del fondo cuando no esta hibridada con su secuencia
diana, pero emite una sefal de fluorescencia por encima del fondo tras la hibridacién con su secuencia diana en
ausencia de sonda de desactivacion unida, en el que, si tanto la sonda de sefalizacion como la sonda de
desactivacion se hibridan a sus secuencias de acido nucleico diana adyacentes, el desactivador no fluorescente de
la sonda de desactivacion desactiva la sefial de la sonda de sefalizacion; (b) amplificar el acido nucleico de una o
mas micobacterias con los cebadores; (c) detectar la fluorescencia del colorante emisor de fluorescencia de cada
sonda distinguible de forma detectable fijada en un intervalo de temperaturas; (d) generar distintivos de fluorescencia
dependientes de la temperatura para cada colorante emisor de fluorescencia; y (e) analizar los distintivos de
fluorescencia dependientes de la temperatura para identificar una o mas micobacterias en la muestra.

En algunas realizaciones, la temperatura de fusion de la sonda de sefializacion de un conjunto de sondas es
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superior a la temperatura de fusién de la sonda de desactivacion asociada. En algunas realizaciones, la sonda de
desactivacion y/o la sonda de sefializacion estan configuradas para hibridarse con una region variable de acido
nucleico de micobacterias. En algunas realizaciones, el colorante emisor de fluorescencia y los desactivadores no
fluorescentes de cada conjunto de sondas son capaces de interaccionar mediante FRET. En algunas realizaciones,
los reactivos de deteccion comprenden dos o mas conjuntos de sondas. En algunas realizaciones, dos o mas
conjuntos de sondas comprenden diferentes colorantes emisores de la fluorescencia que emiten a diferentes
longitudes de onda de forma detectable. En algunas realizaciones, dos 0 mas conjuntos de sondas comprenden los
mismos colorantes emisores de fluorescencia. En algunas realizaciones, los conjuntos de sondas que comprenden
los mismos colorantes emisores de fluorescencia se hibridan a sus secuencias de acidos nucleicos diana a
temperaturas de fusion detectablemente diferentes con sus secuencias de acidos nucleicos diana. En algunas
realizaciones, cada uno de los dos o mas conjuntos de sondas se distingue de manera detectable del resto de
conjuntos de sondas en dichos reactivos de deteccion por (1) la temperatura de fusion, (2) la longitud de onda de
emision de dicho colorante emisor de fluorescencia o (3) una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones,
los reactivos de deteccidon comprenden 5 o mas conjuntos de sondas. En algunas realizaciones, los reactivos de
deteccion comprenden 10 o mas conjuntos de sondas. En algunas realizaciones, se usa un conjunto de sondas para
diferenciar entre micobacterias de diferente patogenicidad, especie o resistencia a los antibiéticos. En algunas
realizaciones, una o ambas sondas de dicho conjunto de sondas comprenden diferentes grados de
complementariedad a sus secuencias diana en dos o mas micobacterias diferentes. En algunas realizaciones, los
diferentes grados de complementariedad dan lugar a diferentes distintivos fluorescentes dependientes de la
temperatura generados por un conjunto de sondas y sus secuencias diana. En algunas realizaciones, los distintivos
fluorescentes dependientes de la temperatura diferentes se usan para diferenciar diferentes micobacterias en una
muestra. En algunas realizaciones, el distintivo de la fluorescencia dependiente de la temperatura comprende una
curva de fusién o una curva de hibridacion. En algunas realizaciones, el andlisis del distintivo de la fluorescencia
dependiente de la temperatura comprende la comparacién con una curva de fusién o una curva de hibridaciéon
previamente establecida. En algunas realizaciones, el analisis se realiza con un ordenador. En algunas
realizaciones, la amplificacion se realiza mediante un procedimiento de amplificacién no simétrica que incluye la
extension de cebadores y una temperatura de hibridacion del cebador media tras los primeros ciclos de
amplificacion. En algunas realizaciones, la amplificacion se realiza mediante amplificacion de LATE-PCR. En
algunas realizaciones, las sondas de al menos un conjunto de sondas distinguibles de forma detectable tienen
temperaturas de fusion con sus secuencias de acidos nucleicos diana inferiores a la temperatura de hibridacion de al
menos un cebador de la reaccién de amplificacion.

En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre NTM y MTBC. En algunas
realizaciones, el uno o mas pares de cebadores estan configurados para amplificar una regién de acido nucleico de
micobacterias que varia entre NTM y MTBC. En algunas realizaciones, la regiéon de acido nucleico de micobacterias
comprende ARNr 16S. En algunas realizaciones, el uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma
detectable comprenden SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54, o tienen un 70 % o mas de identidad con las mismas (por
ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas pares de cebadores comprenden
SEQ ID NO: 51 y SEQ ID NO: 52, o tienen un 70 % o mas de identidad con las mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %).

En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una region de acido nucleico de micobacterias de diferenciar entre diferentes especies de MTBC. En
algunas realizaciones, el uno o mas pares de cebadores estan configurados para amplificar una regiéon de acido
nucleico de micobacterias que varia entre diferentes especies de MTBC. En algunas realizaciones, la region de
acido nucleico de micobacterias comprende el gen gyrB. En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas
distinguibles de forma detectable comprenden SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62, o tienen un 70 % o mas de
identidad con las mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas
conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable comprenden ademas SEQ ID NO: 59, o tienen un 70 % o mas
de identidad con la misma (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas
conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable comprenden ademas SEQ ID NO: 60, o tienen un 70 % o mas
de identidad con la misma (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas
pares de cebadores comprenden SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58, o tienen un 70 % o mas de identidad con las
mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %).

En algunas realizaciones, tres o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre micobacterias resistentes a la
rifampicina y micobacterias sensibles a la rifampicina. En algunas realizaciones, uno o mas pares de cebadores
estan configurados para amplificar una regiéon de acido nucleico de micobacterias que varia entre micobacterias
resistentes a la rifampicina y micobacterias sensibles a la rifampicina. En algunas realizaciones, la regiéon de acido
nucleico de micobacterias comprende el gen rpoB. En algunas realizaciones, los tres 0 mas conjuntos de sondas
distinguibles de forma detectable comprenden SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 34, y SEQ ID NO: 35, o tienen un 70 % o mas de identidad con las mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas pares de cebadores comprenden SEQ ID NO: 28 y SEQ
ID NO: 29, o tienen un 70 % o mas de identidad con las mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %).
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En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre micobacterias resistentes al
etambutol y micobacterias sensibles al etambutol. En algunas realizaciones, el uno o mas pares de cebadores estan
configurados para amplificar una regiéon de acido nucleico de micobacterias que varia entre micobacterias
resistentes al etambutol y micobacterias sensibles al etambutol. En algunas realizaciones, la regién de acido
nucleico de micobacterias comprende el gen embB. En algunas realizaciones, el uno o mas conjuntos de sondas
distinguibles de forma detectable comprenden SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70, o tienen un 70 % o mas de
identidad con las mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas
pares de cebadores comprenden SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68, o tienen un 70 % o mas de identidad con las
mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %).

En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una region de acido nucleico de micobacterias que comprende el gen tlyA. En algunas realizaciones,
el uno o mas pares de cebadores estan configurados para amplificar una regién del acido nucleico de tlyA de las
micobacterias que varia entre las especies de micobacterias. En algunas realizaciones, el uno o mas pares de
cebadores comprenden SEQ ID NO: 71 y SEQ ID NO: 72, o tienen un 70 % o mas de identidad con las mismas (por
ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %).

En algunas realizaciones, el uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados
para hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre micobacterias resistentes a
la isoniazida y micobacterias sensibles a la isoniazida. En algunas realizaciones, el uno o mas pares de cebadores
estan configurados para amplificar una regiéon de acido nucleico de micobacterias que varia entre micobacterias
resistentes a la isoniazida y micobacterias sensibles a la isoniazida. En algunas realizaciones, la regiéon de acido
nucleico de micobacterias comprende la regién promotora mabA. En algunas realizaciones, el uno o mas conjuntos
de sondas distinguibles de forma detectable comprenden SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48, o tienen un 70 % o mas
de identidad con las mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas
pares de cebadores comprenden SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46, o tienen un 70 % o mas de identidad con las
mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %).

En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias que comprende el gen ahpC. En algunas
realizaciones, el uno o mas pares de cebadores estan configurados para amplificar una region del acido nucleico de
ahpC de las micobacterias que varia entre las especies de micobacterias. En algunas realizaciones, el uno o mas
pares de cebadores comprenden SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 74, o tienen un 70 % o mas de identidad con las
mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %).

En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una region de acido nucleico de micobacterias que comprende el gen katG. En algunas realizaciones,
el uno o mas pares de cebadores estan configurados para amplificar una region del acido nucleico de katG de las
micobacterias que varia entre las especies de micobacterias. En algunas realizaciones, el uno o mas conjuntos de
sondas distinguibles de forma detectable comprenden SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42, o tienen un 70 % o mas de
identidad con las mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %). En algunas realizaciones, el uno o mas
pares de cebadores comprenden SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40, o tienen un 70 % o mas de identidad con las
mismas (por ejemplo, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %).

En algunas realizaciones, uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable estan configurados para
hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre las micobacterias resistentes a la
fluoroquinolona y las micobacterias sensibles a la fluoroquinolona. En algunas realizaciones, el uno o mas pares de
cebadores estan configurados para amplificar una regién de acido nucleico de micobacterias que varia entre las
micobacterias resistentes a la fluoroquinolona y las micobacterias sensibles a la fluoroquinolona. En algunas
realizaciones, la regidn de acido nucleico de micobacterias comprende el gen gyrA.

En algunas realizaciones, la identificacion de una o mas micobacterias en una muestra comprende: (a) diferenciar
entre NTM y MTBC; (b) diferenciar entre diferentes especies de MTBC; (c) diferenciar entre micobacterias
resistentes a la isoniazida y micobacterias sensibles a la isoniazida; (d) diferenciar entre micobacterias resistentes a
la fluoroquinolona y micobacterias sensibles a la fluoroquinolona; (e) diferenciar entre micobacterias resistentes al
etambutol y micobacterias sensibles al etambutol; y/o (f) diferenciar entre micobacterias resistentes a la rifampicina y
micobacterias sensibles a la rifampicina. En algunas realizaciones, se realiza una reaccion multiplexado (por
ejemplo, en un solo tubo cerrado u otro recipiente de reaccion), usando una pluralidad de cebadores y sondas para
lograr uno o mas o todos de (a) a (f). En algunas de dichas realizaciones, se emplean cuatro o menos (tres, dos o
uno) marcadores distinguibles 6pticamente en la reaccidon de multiplexacion. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
cada uno de (a) a (f) se realiza usando cuatro o menos "colores", de modo que se puede emplear un instrumento
configurado para detectar hasta cuatro colores para extraer y analizar los datos.

En algunas realizaciones, la diana que se desea detectar (por ejemplo, una cepa de micobacteria resistente a un
determinado farmaco) esta presente en una muestra que comprende una cantidad sustancial de acido nucleico de
fuentes no diana. Dichas fuentes no diana incluyen, pero sin limitacion, acido nucleico genémico humano, acido
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nucleico de organismos patégenos no micobacterianos, otra micobacteria y micobacteria que tienen un perfil de
resistencia a farmacos diferente. En algunas realizaciones, la diana esta presente a menos del 20 % del acido
nucleico total de la muestra (por numero de copias) (por ejemplo, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %,
menos del 0,5 % o menos del 0,1 %).

En algunas realizaciones, en el presente documento, se proporcionan kits de reactivos para la identificacion de uno
0 mas tipos de micobacterias en una muestra, que comprenden: (a) al menos un par de cebadores, estando dichos
cebadores configurados para unirse a regiones de acido nucleico de micobacterias conservadas entre dos o mas
tipos de micobacterias, y estando los cebadores configurados para amplificar una regién variable de acido nucleico
de micobacterias; y (b) al menos un conjunto de sondas distinguibles de forma detectable de dos sondas de
hibridacion que se hibridan con secuencias de acido nucleico diana adyacentes dentro de la region variable del acido
nucleico de micobacterias, que comprende: (i) una sonda de desactivacién marcada con un desactivador no
fluorescente, y (ii) una sonda de sefializacion marcada con un colorante emisor de fluorescencia y un desactivador
no fluorescente, en el que la sonda de sefnalizacién no emite fluorescencia por encima del fondo cuando no se
hibrida con su secuencia diana, pero emite una sefial de fluorescencia por encima del fondo tras la hibridacion con
su secuencia diana en ausencia de sonda de desactivacion unida, en el que, si tanto la sonda de sefalizacion como
la sonda de desactivacion se hibridan a sus secuencias de acido nucleico diana adyacentes, el desactivador no
fluorescente de la sonda de desactivacion desactiva la sefial de la sonda de sefalizacién. En algunas realizaciones,
la temperatura de fusién de la sonda de sefalizacion de un conjunto de sondas es superior a la temperatura de
fusion de la sonda de desactivacion asociada. En algunas realizaciones, el colorante emisor de fluorescencia y
dichos desactivadores no fluorescentes de cada conjunto de sondas son capaces de interaccionar mediante FRET.
En algunas realizaciones, cada conjunto de sondas es distinguible de forma detectable del resto de conjuntos de
sondas de dicho kit de reactivos de deteccion por (1) la temperatura de fusion, (2) la longitud de onda de emision de
dicho colorante emisor de fluorescencia o (3) una combinaciéon de los mismos. En algunas realizaciones, los
reactivos de deteccidon comprenden 5 o mas conjuntos de sondas. En algunas realizaciones, los reactivos de
deteccion comprenden 10 o mas conjuntos de sondas. En algunas realizaciones, se usa un conjunto de sondas para
diferenciar entre micobacterias de diferente patogenicidad, especie o resistencia a los antibiéticos. En algunas
realizaciones, los cebadores se proporcionan en la proporcion adecuada para la amplificacion mediante LATE-PCR.
En algunas realizaciones, las sondas de al menos un conjunto de sondas distinguible de forma detectable tienen
temperaturas de fusion con sus secuencias de acidos nucleicos diana inferiores a la temperatura de hibridacion de al
menos un cebador de la reaccion de amplificacion. En algunas realizaciones, los kits de reactivos comprenden uno o
mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable que estan configurados para hibridarse con una region
de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre NTM y MTBC. En algunas realizaciones, los kits de
reactivos comprenden uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable configurados para
hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre diferentes especies de MTBC.
En algunas realizaciones, los kits de reactivos comprenden tres o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma
detectable configurados para hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre
micobacterias resistentes a la rifampicina y micobacterias sensibles a la rifampicina. En algunas realizaciones, los
kits de reactivos comprenden uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable configurados para
hibridarse con una regién de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre micobacterias resistentes al
etambutol resistente y micobacterias sensibles al etambutol. En algunas realizaciones, los kits de reactivos
comprenden uno o mas conjuntos de sondas distinguibles de forma detectable configurados para hibridarse con una
region de acido nucleico de micobacterias para diferenciar entre micobacterias resistentes a la fluoroquinolona y
micobacterias sensibles a la fluoroquinolona. En algunas realizaciones, los kits de reactivos comprenden cebadores
y sondas configurados para: diferenciar entre NTM y MTBC; (b) diferenciar entre diferentes especies de MTBC; (c)
diferenciar entre micobacterias resistentes a la isoniazida y micobacterias sensibles a la isoniazida; (d) diferenciar
entre micobacterias resistentes a la fluoroquinolona y micobacterias y sensibles a la fluoroquinolona; (e) diferenciar
entre micobacterias resistentes al etambutol y micobacterias sensibles al etambutol; y/o (f) diferenciar entre
micobacterias resistentes a la rifampicina y micobacterias sensibles a la rifampicina. En algunas realizaciones, los
kits de reactivos comprenden uno o mas oligonucleétidos adicionales. En algunas realizaciones, los oligonucledtidos
adicionales estan configurados para suprimir errores de cebado durante las reacciones de amplificacion. En algunas
realizaciones, los oligonucleétidos adicionales estan configurados para interrumpir elementos estructurales dentro de
las secuencias de acido nucleico diana durante las reacciones de amplificacion o durante el sondeo de las
secuencias amplificadas.

En algunas realizaciones, los kits de reactivos pueden comprender conjuntos de sondas, cebadores, reactivos de
amplificacion (por ejemplo, tampdn de amplificacion, ADN polimerasa, reactivos de control (por ejemplo, controles
positivos y negativos) o cualquier otro componente que sea Util, necesario o suficiente para la practica de cualquiera
de los procedimientos descritos en el presente documento, asi como las instrucciones, software de analisis (por
ejemplo, que facilita la recogida, analisis, visualizacion y presentacion de datos), dispositivos informaticos,
instrumentos, u otros sistemas o componentes.

En algunas realizaciones, en el presente documento, se proporciona un procedimiento de ensayo homogéneo para
el analisis de al menos una secuencia de acido nucleico monocatenaria diana de micobacteria en una muestra, que
comprende: (a) proporcionar una muestra que comprenda al menos un secuencia de acido nucleico diana de
micobacteria en forma monocatenaria y, para cada secuencia de acido nucleico diana, al menos un conjunto
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distinguible de forma detectable de dos sondas de hibridaciéon que interactiian, cada una de las cuales se hibrida con
la al menos una diana, que comprende: (i) una sonda de desactivacién marcada con un desactivador no fluorescente
y (ii) una sonda de sefializacién que, tras la hibridacion con la al menos una secuencia diana de la muestra en
ausencia de la sonda de desactivacion, emite una sefial por encima del fondo, de manera que, si ambas sondas se
hibridan a la al menos una secuencia diana, el desactivador no fluorescente de la sonda de desactivaciéon desactiva
la sefal de la sonda de sefializacion; y (b) analizar la hibridacion de las sondas de sefalizacion y de desactivacion a
la al menos una secuencia diana de micobacteria en funcién de la temperatura, incluyendo el analisis un efecto en
cada sonda de sefializacion debido a su sonda de desactivacion asociada, incluyendo, pero sin limitacion, el analisis
del aumento de la sefal, la reduccién de la sefial, o ambos, de cada sonda de senalizacion.

En algunas realizaciones, las sondas de sefializacion comprenden fluoréforos desactivados. En algunas
realizaciones, la temperatura de fusion de la sonda de sefializacion de un conjunto de sondas es superior a la
temperatura de fusién de una sonda de desactivacion asociada.

En algunas realizaciones, los procedimientos proporcionados en el presente documento se realizan en un solo
recipiente de reaccion. En algunas realizaciones, los procedimientos proporcionados en el presente documento se
realizan en un ensayo de deteccion de un solo recipiente (por ejemplo, tubo, pocillo, etc.) para identificar qué
secuencia o secuencias diana de acido nucleico de micobacteria de un grupo de mdltiples secuencias diana posibles
esta o estan presentes en una muestra. En algunas realizaciones, el grupo de multiples secuencias diana
comprende una secuencia variable flanqueada por secuencias conservadas o al menos relativamente conservadas.
En algunas realizaciones, se genera una muestra de secuencia diana en forma monocatenaria mediante un
procedimiento de amplificacion que genera amplicones monotanerios, por ejemplo, un procedimiento de reaccion en
cadena de la polimerasa no simétrica (PCR), mas preferentemente de LATE-PCR. En algunas realizaciones, solo se
usan unos cuantos pares de cebadores, por lo general, no mas de tres pares, preferentemente no mas de dos pares
y mas preferentemente solo un Unico par de cebadores que se hibridan con las secuencias flanqueantes. En algunas
realizaciones, los cebadores y al menos un conjunto de sondas de sefializacion y de desactivacion (por ejemplo, dos
conjuntos, tres conjuntos, etc.) se incluyen en la mezcla de reaccion de amplificacion.

En algunas realizaciones, los conjuntos de sondas (por ejemplo, sondas de sefializaciéon y de desactivacion) estan
configurados para hibridarse con la secuencia variable de micobacteria y para diferenciar entre multiples secuencias
diana de micobacterias (por ejemplo, en una sola muestra o mezcla). En algunas realizaciones, las sondas se
hibridan con diferentes Tf a las secuencias variables de las diferentes secuencias diana. En alguna realizacion, una
0 ambas sondas de un conjunto de sondas (por ejemplo, sondas de sefalizacion y de desactivacion) comprenden
diferentes grados de complementariedad con las regiones variables de las diferentes secuencias diana. En algunas
realizaciones, una sonda de sefializacion y/o una sonda de desactivacion estan configuradas para hibridarse con la
secuencia variable (por ejemplo, solapando la diferencia real entre las secuencias) de mdltiples secuencias diana
(por ejemplo, con diferente Tf a las diferentes secuencias diana). En algunas realizaciones, una sonda de
sefializacion esta configurada para hibridarse con la secuencia variable de multiples secuencias diana (por ejemplo,
con diferente Tf a las diferentes secuencias diana). En algunas realizaciones, una sonda de desactivacion esta
configurada para hibridarse con la secuencia variable de multiples secuencias diana (por ejemplo, con diferente Tf a
las diferentes secuencias diana).

En algunas realizaciones, se proporcionan cebadores y sondas para su uso en los procedimientos proporcionados
en el presente documento. En algunas realizaciones, los cebadores proporcionados en el presente documento
incluyen: SEQ ID NO: 28, 29, 39, 40, 45, 46, 51, 52, 57, 58, 67, 68, 71, 72, 73, 74, partes de los mismos y
secuencias complementarias a las mismas. En algunas realizaciones, los cebadores proporcionados en el presente
documento incluyen oligonucleétidos con un 70 % o mas de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 28, 29, 39, 40,
45, 46, 51, 52, 57, 58, 67, 68, 71, 72, 73 o 74 (por ejemplo, un oligonucleétido con 70 % ... 75 %... 80 %... 90 %...
95 %... 98 %... 99 % de identidad de secuencia), partes de las mismas y secuencias complementarias a las mismas.
En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona cebadores que funcionan de manera esencialmente
similar a los cebadores proporcionados en el presente documento. En algunas realizaciones, las sondas
proporcionadas en el presente documento incluyen: SEQ ID NO: 30, 31, 32, 33, 34, 35, 41, 42, 47, 48, 53, 54, 59,
60, 61, 62, 69, 70, partes de las mismas y secuencias complementarias a las mismas. En algunas realizaciones, las
sondas proporcionadas en el presente documento incluyen oligonucleétidos con un 70 % o mas de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 30, 31, 32, 33, 34, 35, 41, 42, 47, 48, 53, 54, 59, 60, 61, 62, 69, 70, partes de las mismas
y secuencias complementarias a las mismas. En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona sondas
que funcionan de manera esencialmente similar a las sondas proporcionadas en el presente documento. En algunas
realizaciones, las secuencias diana para los cebadores y las sondas proporcionadas en el presente documento
comprenden: SEQ ID NO: 36, 37, 38, 43, 44, 49, 50, 55, 56, 63, 64, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, partes de
las mismas y secuencias complementarias a las mismas. En algunas realizaciones, las secuencias diana
comprenden secuencias con un 70 % o mas de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 36, 37, 38, 43, 44, 49, 50,
55, 56, 63, 64, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, partes de las mismas y secuencias complementarias a las
mismas. En algunas realizaciones, las secuencias diana comprenden regiones de acido nucleico de micobacterias
que comprenden regiones conservadas que flanquean una region variable de los genes o promotores de: rpoB,
embB, mabA, ahpC, katG, gyrA, ARNr 16S y gyrB. En algunas realizaciones, los cebadores y las sondas se hibridan
con dianas en micobacterias que incluyen, pero sin limitacion: M. tuberculosis, M. africanum M. intracellulare, M.
microti, M. bovis, M. Chelonae, M. Asiaticum, M. Avium, M. fortuitum. En algunas realizaciones, las composiciones,
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los procedimientos y los kits proporcionados en el presente documento encuentran uso en la identificacion y en la
diferenciacion de especies que incluyen: M. tuberculosis, M. africanum, M. intracellulare, M. microti, M. bovis, M.
Chelonae, M. Asiaticum, M. Avium, M. fortuitum.

En algunas realizaciones, los procedimientos de sondeo y de analisis proporcionados en el presente documento, se
aplican a muestras que contienen secuencias diana de acido nucleico monocatenarias de micobacteria. Los
procedimientos incluyen el analisis de una sola secuencia, el analisis de dos 0 mas secuencias de la misma cadena,
el analisis de secuencias en diferentes cadenas y combinaciones de los anteriores. Una secuencia diana de acido
nucleico monocatenaria puede ser una secuencia de control afiadida a una muestra. Una secuencia diana de acido
nucleico puede ser ADN, ARN o una mezcla de ADN y ARN. Puede proceder de cualquier fuente. Por ejemplo, se
puede producir de forma natural o la secuencia diana se puede producir en forma bicatenaria, en cuyo caso la
secuencia diana monocatenaria se obtiene mediante la separacion de las cadenas vy la purificacién. Si la secuencia
diana de acido nucleico monocatenaria es una secuencia de ADNc, se obtiene de una fuente de ARN mediante
transcripcion inversa.

En muchos casos, una fuente natural no contendra una secuencia diana con el suficiente nimero de copias para el
sondeo y el analisis. En dichos casos, la secuencia diana monocatenaria se obtiene por amplificacion, en general, un
procedimiento de amplificacion que incluye la amplificacion exponencial. En algunas realizaciones, una reaccion de
amplificacion genera la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria directamente. En algunas realizaciones,
una reaccion de amplificacion genera la secuencia diana en forma bicatenaria, en cuyo caso la secuencia diana
monocatenaria se obtiene mediante la separacion de las cadenas y la purificacion. Los procedimientos de
amplificacion utiles que se pueden emplear incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), incluyendo la
PCR simétrica, PCR asimétrica y LATE-PCR, pudiéndose combinar cualquiera de ellas con la transcripcion inversa
para amplificar secuencias de ARN, NASBA, SDA, TMA y amplificacién en circulo rodante. Si la secuencia diana de
acido nucleico monocatenaria es una secuencia de ADNc, el procedimiento de amplificacion incluira la transcripcion
inversa, por ejemplo, RT-PCR. En algunas realizaciones, cuando se utiliza la amplificacién no simétrica (por ejemplo,
LATE-PCR), los conjuntos de sondas se incluyen en la mezcla de reaccién de amplificacion antes de la amplificacion
para evitar la contaminacion.

En algunas realizaciones, los conjuntos de sondas utiles en los procedimientos proporcionados en el presente
documento incluyen una sonda de sefializacion y una sonda de desactivacion asociada. La sonda de sefalizacion es
una sonda de hibridacion que emite una sefial detectable, preferentemente una sefal fluorescente, cuando se
hibrida con una secuencia diana de acido nucleico monocatenaria en una muestra, siendo la sefial desactivable
mediante la sonda de desactivacion asociada. La sonda de desactivacion no emite energia de luz visible. En
general, una sonda de sefializacion tiene una fraccion fluorescente unida covalentemente. Las sondas de
sefializacion incluyen sondas marcadas con fluoréforos u otras fracciones fluorescentes, por ejemplo, puntos
cuanticos. En algunas realizaciones, se prefieren sondas marcadas con fluoréforo. Un tipo de sonda de sefializacion
es una sonda ResonSense®. Una sonda ResonSense® es un oligonucleétido monocatenario marcado con un
fluoréforo que acepta la fluorescencia de un colorante de ADN y vuelve a emitir luz visible a una longitud de onda
mas larga. El uso de una sonda ResonSense® implica el uso de un colorante de ADN bicatenario, una molécula que
se vuelve fluorescente cuando se asocia con ADN bicatenario que, en este caso, es el hibrido formado cuando la
sonda se hibrida con la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria. Para el uso de una sonda ResonSense®,
se incluye un colorante de ADN, por ejemplo, SYBR Green o SYBR Gold, en la muestra que contiene la secuencia
diana de acido nucleico monocatenaria junto con el conjunto o los conjuntos de sondas. El andlisis incluye excitar el
colorante y detectar la emision de la sonda o sondas ResonSense®. No es preciso eliminar las sondas de
sefializaciéon no unidas, porque no se excitan directamente y siguen siendo monocatenarias. En algunas
realizaciones, las sondas de sefalizacion preferidas son sondas desactivadas; es decir, sondas que emiten poca o
ninguna sefal cuando estan en solucidn, aunque se estimulen, pero estan desactivadas y, por tanto, emiten una
sefial cuando se hibridan con una secuencia de acido nucleico monocatenaria en una muestra que se esté
analizando. Las sondas de Yin-Yang son sondas de sefializacion desactivadas. Una sonda de Yin-Yang es una
sonda bicatenaria que contiene un fluoréforo en una cadena y un desactivador no fluorescente que interacciona en
la otra cadena, que es una cadena mas corta. Cuando una sonda de Yin-Yang esta en solucion a la temperatura de
deteccion, el fluoroforo se desactiva. La secuencia diana de acido nucleico monocatenaria supera a la cadena
marcada con desactivador en la unién a la cadena marcada con fluoréforo. Por consiguiente, la cadena marcada con
fluoréforo se hibrida con la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria y sefializa. Las sondas de sefializacion
para algunas realizaciones proporcionadas en el presente documento son sondas de baliza molecular,
oligonucledtidos monocatenarios en forma de horquilla que portan un agente fluorescente, normalmente un
fluoréforo, en un extremo, y un desactivador, normalmente un croméforo no fluorescente, en el otro extremo. En
algunas realizaciones, en el presente documento, se proporcionan oligonucleétidos monocatenarios con cualquier
tipo adecuado de estructura secundaria, que porta un colorante emisor de fluorescencia en un extremo y un
desactivador en el otro extremo (sondas de tipo baliza molecular). Las diversas sondas de sefalizacion para su uso
en las realizaciones del presente documento comprenden diversos grados de estructura secundaria (por ejemplo,
diferentes longitudes de horquilla (por ejemplo, 2 pares de bases, 3 pares de bases, 4 pares de bases, 5 pares de
bases, etc.). Cuando las sondas de baliza molecular, y otros tipos similares de sondas, estan en solucion, adoptan
una configuracion en la que el desactivador interactia con el agente fluorescente, y la sonda esta oscura (por
ejemplo, la configuracion de horquilla, la configuraciéon cerrada). Cuando la sonda se hibrida con su diana, sin
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embargo, se ve forzada a una configuracion abierta en la que el agente fluorescente se separa del desactivador y la
sonda sefializa.

En las sondas de sefalizacion desactivadas, la desactivacion se puede realizar mediante cualquier mecanismo,
normalmente mediante FRET (transferencia de energia de resonancia de fluorescencia) entre un fluoréforo y una
fraccion de desactivacion no fluorescente, o mediante desactivacion de contacto. En algunas realizaciones, las
sondas de sefalizacion preferidas estan oscuras o casi oscuras en solucién para reducir al minimo la fluorescencia
de fondo. En general, la desactivacion de contacto alcanza este objetivo, aunque la desactivacion mediante FRET es
adecuada con algunas combinaciones de fluoréforo-desactivador y construcciones de sonda.

La sonda de desactivacion de un conjunto de sondas consiste en una cadena de acido nucleico que comprende un
desactivador no fluorescente. En algunas realizaciones, el desactivador es, por ejemplo, un cromdéforo no
fluorescente tal como un DABCYL o un desactivador Black Hole (los desactivadotes Black Hole, disponibles en
Biosearch Technologies, son un conjunto de desactivadores, estando uno u otro recomendado por el fabricante para
su uso con un fluoréforo en particular). En algunas realizaciones, las sondas de desactivacion preferidas incluyen un
cromoforo no fluorescente. En algunas realizaciones, los desactivadores son desactivadores Black Hole. La sonda
de desactivacion de un conjunto se hibrida con la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria adyacente o
cercana a la sonda de sefializacion, de modo que cuando ambas se hibridan, la sonda de desactivacién desactiva, u
oscurece, la sonda de sefalizacion. La desactivacion puede ser mediante transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET) o mediante contacto ("desactivacion colisional" o "desactivacion de contacto").

La FIG. 1 representa una realizacion que ilustra el funcionamiento del conjunto de sondas en los procedimientos
analiticos proporcionados en el presente documento. En dicha realizacién, hay dos conjuntos de sondas, las sondas
2y 4, ylas sondas 6 y 8. La sonda 2 es una sonda de sefalizacién, una sonda de tipo baliza molecular que porta el
fluoréforo 3. La sonda 6 también es una sonda de sefializacién, una sonda de tipo baliza molecular que porta el
fluoréforo 7. Los fluoréforos 3 y 7 son iguales. Las sondas 4 y 8 son sondas de desactivacion solo marcadas con los
desactivadores Black Hole 5 y 9, respectivamente. Las temperaturas de fusion (Tf) de los hibridos de sonda-diana
(sondas hibridadas con la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria 1) son las siguientes: Tf de la sonda 2 >
Tf de la sonda 4 > Tf de la sonda 6 > Tf de la sonda 8. A medida que la temperatura de la muestra se reduce desde
una temperatura alta a la que no hay sondas unidas, las sondas de 2, 4, 6 y 8 se unen a la secuencia diana de acido
nucleico monocatenaria 1 de acuerdo con sus caracteristicas de hibridacién. Primero se une la sonda 2, una sonda
de sefializacion. La FIG. 1, panel A, representa la sonda 2 hibridada con la secuencia 1. Cuando la temperatura de
la muestra sigue siendo baja, la siguiente en unirse es la sonda de desactivacion 4, adyacente a la sonda 2, de
manera que el desactivador 5 y el fluoréforo 3 estan cerca o se tocan. La FIG. 1, panel B, representa la sonda 4
hibridada con una secuencia diana de acido nucleico monocatenaria 1 adyacente a la sonda 2. En este momento, la
sonda 2 esta oscura o al menos casi oscura. Sin embargo, si la sonda de sefializacion 6 ha empezado a unirse,
emitira fluorescencia independientemente de las sondas 2 y 4. La FIG. 1, Panel C, representa la sonda 6 hibridada
con la secuencia diana monocatenaria 1 adyacente a la sonda 4. Finalmente, cuando la temperatura sigue siendo
baja, la sonda 8 se unira, y su desactivador 9 apagara la emision de fluorescencia del fluoréforo 7 de la sonda 6. La
FIG. 1, Panel D, representa la sonda 8 hibridada adyacente a la sonda 6. El analisis por hibridacion se muestra en la
FIG. 1, Panel E, que representa el aumento y la reduccién de la fluorescencia de los fluoréforos 3 y 7 en funcién de
la temperatura. Dichas curvas se pueden obtener como curvas de hibridacion a medida que disminuye la
temperatura, o se pueden obtener como curvas de fusion a medida que aumenta la temperatura. A medida que la
temperatura de la muestra se reduce desde 70 °C, la curva de fluorescencia 10 del panel E primero se eleva cuando
la sonda 2 se hibrida con la secuencia de acido nucleico monocatenario 1, a continuacion, disminuye cuando la
sonda 4 se une, luego, aumenta de nuevo cuando la sonda 6 se hibrida, y finalmente, disminuye hasta un nivel muy
bajo cuando la sonda 8 se hibrida. Se puede deducir de la curva 10 que cada sonda de sefializacion tiene una Tf
superior a su sonda de desactivacion asociada.

Las sondas de sefalizacion y de desactivacion utiles en los procedimientos proporcionados en el presente
documento normalmente son tolerantes a los desapareamientos (capaces de hibridarse a las secuencias diana de
acido nucleico monocatenarias que contienen uno o mas nucleétidos desapareados, o deleciones o adiciones). En
algunas realizaciones, las micobacterias se diferencian en los distintivos Unicos de fluorescencia dependientes de la
temperatura, generados por el desapareamientos entre sondas y secuencias diana. En algunas realizaciones, las
sondas pueden ser especificas del alelo (capaces de hibridarse solo con una secuencia diana de acido nucleico
monocatenaria perfectamente complementaria en el procedimiento). En algunas realizaciones, una sonda de un
conjunto puede ser especifica del alelo; y la otra sonda, puede ser tolerante al desapareamiento. Los experimentos
realizados durante el desarrollo de las realizaciones proporcionadas en el presente documento demostraron que la
estructura secundaria de una cadena diana fuera de las secuencias a las que se hibridan las sondas puede afectar a
los resultados del analisis de hibridacion o de fusion. Por consiguiente, en algunas realizaciones, no todos los
nucledtidos de una secuencia diana de acido nucleico han de hibridarse con una sonda. Por ejemplo, si la secuencia
diana contiene una horquilla, la sonda correspondiente, en algunos casos, se puede disefiar para hibridarse a través
de la base de la horquilla, excluyendo la secuencia de horquilla. En realizaciones preferidas, tanto la sonda de
sefializacion como la sonda de desactivacion de un conjunto de sondas son tolerantes a los desapareamientos. En
algunas realizaciones, un conjunto de sondas puede incluir una sonda de sefalizacion especifica del alelo y una
sonda de desactivacion especifica del alelo, una sonda de sefalizacion tolerante al desapareamiento y una sonda
de desactivacion tolerante al desapareamiento, una sonda de sefializacion especifica del alelo y una sonda de
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desactivacion tolerante al desapareamiento o una sonda de sefializacion tolerante al desapareamiento y una sonda
de desactivacion especifica del alelo. Una sonda tolerante al desapareamiento puede ser perfectamente
complementaria a una variante de una secuencia diana variable, o puede ser una sonda de consenso que no sea
perfectamente complementaria a ninguna variante. Los conjuntos de miltiples sondas pueden incluir combinaciones
de conjuntos de cualquiera de los tipos anteriores. Ademas, los procedimientos analiticos proporcionados en el
presente documento pueden utilizar uno o mas conjuntos de sondas de sefializacién/desactivacién en combinacion
con una o mas sondas convencionales que sefializan tras la hibridacién con su diana, por ejemplo, sondas de baliza
molecular.

En algunas realizaciones, los oligonuclettidos no marcados se configuran para unirse a las regiones en o cerca de
las secuencias diana para los cebadores, las sondas de sefalizacion o sondas de desactivacion. En algunas
realizaciones, estas sondas silenciosas interrumpen la estructura secundaria de dentro de o cerca de las secuencias
diana y ayudan a otras sondas en la unién a las secuencias diana a Tf adecuada para el analisis posterior. En
algunas realizaciones, se proporcionan oligonucleétidos no marcados que sirven como "abridores" de elementos
estructurales (por ejemplo, elementos estructurales secundarios).

Las sondas utiles en los procedimientos proporcionados en el presente documento pueden ser ADN, ARN o una
combinaciéon de ADN y ARN. Pueden incluir nucleétidos no naturales, por ejemplo, PNA, LNA o 2-o-metil-
ribonucledtidos. Pueden incluir enlaces internucleotidicos no naturales, por ejemplo, enlaces de fosforotioato. La
longitud de una determinada sonda depende de su temperatura de fusién deseada (Tf), ya sea especifica del alelo o
tolerante al desapareamiento, y de su composicion, por ejemplo, del contenido de GC de una sonda de ADN.

En algunas realizaciones, cada sonda de sefalizacion tiene una sonda de desactivacion separada asociada a ella.
En algunas realizaciones, sin embargo, una sonda puede ser una parte de dos conjuntos de sondas. Por ejemplo,
una sonda de desactivacion puede marcarse con un desactivador en cada extremo, mediante lo que los extremos
interactuan con diferentes sondas de sefializacion, en cuyo caso tres sondas comprenden dos conjuntos de sondas.
Ademas, algunas realizaciones pueden utilizar ambos extremos de una sonda de sefalizacion desactivada, por
ejemplo, una sonda de sefializacién de baliza molecular que tiene un fluoréforo en un extremo y un desactivador en
el otro extremo. El fluoréforo interactia con una sonda de desactivacion, que comprende un conjunto, y el
desactivador interactiia con una sonda de sefializacion, que comprende otro conjunto.

Para el andlisis de una muestra que contiene uno o mas tipos de micobacterias o se sospecha que contiene uno o
mas tipos de micobacterias, los conjuntos de sondas que se usan son distinguibles de forma detectable, por
ejemplo, por la longitud de onda de emision (color) o la temperatura de fusion (Tf). La fabricacion de un conjunto de
sondas distinguible por la Tf de otros conjuntos de sondas se realiza de cualquier modo adecuado. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, todas las sondas de sefializacién de un ensayo tienen diferentes Tf. Como alternativa, en
algunas realizaciones, todas las sondas de sefializacion tienen la misma Tf, pero las sondas de desactivacion tienen
diferentes Tf. En algunas realizaciones, los conjuntos de sondas se distinguen por una combinacion de la Tf de la
sonda de sefalizacion y la Tf de la sonda de desactivacion. Los detectores de fluorescencia pueden resolver
comunmente de 1 a 10 fluoréforos de diferentes colores. Por lo tanto, los ensayos que utilizan el procedimiento
proporcionado en el presente documento pueden hacer uso de hasta 10 fluoréforos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8, 9, 10 o mas si los detectores de la fluorescencia lo permiten). El mismo emisor de fluorescencia, por ejemplo, el
mismo fluoréforo, se puede usar en mas de una sonda de sefalizacion para una muestra, si las sonda de
sefializacion se pueden diferenciar para la deteccion por sus temperaturas de fusion. En los ensayos proporcionados
en el presente documento, las Tf se deben separar en al menos 2 °C, preferentemente en al menos 5 °C y, en
ciertas realizaciones, en el menos 10 °C. El espacio disponible para la temperatura se limita al uso de multiples
sondas de sefializacion que tienen el mismo fluoréforo. Si se disefia un ensayo para el analisis de hibridacion y/o de
fusion en un intervalo de 80 °C a 20 °C, por ejemplo, se pueden utilizar mas conjuntos de sondas que compartan un
color de lo que se pueden usar en un ensayo disefiado para dicho analisis en un intervalo de 70 °C a 40 °C, para el
que solo se pueden usar de 3 a 5 conjuntos de sondas que comparten un color. Usando cuatro colores y solo dos
conjuntos de sondas que comparten cada color, un detector de cuatro colores se vuelve equivalente a un detector de
ocho colores usado con ocho sondas distinguibles solo por el color. Usando tres conjuntos de sondas que
comparten cada uno de los cuatro colores, se vuelven distinguibles doce conjuntos de sondas diferentes.

En algunas realizaciones, se prefiere que las sondas de desactivacion tengan Tf inferiores a las de sus sondas de
sefializacion asociadas. Con esta relacién, la sonda de sefalizacion emite una sefial dependiente de la temperatura
a lo largo del intervalo de temperaturas de hibridacion de ambas sondas del conjunto a medida que la temperatura
de la solucién disminuye durante un analisis de la curva de hibridacion, y a lo largo del intervalo de temperaturas de
fusion de ambas sondas del conjunto a medida que aumenta la temperatura de la solucién durante un analisis de la
curva de fusion. Si, por otra parte, la sonda de desactivacion de un conjunto de sondas tiene una Tf superior a la de
su sonda de sefalizacion asociada, la emisién de la sonda de sefalizacion se desactiva a lo largo del intervalo de
temperaturas de hibridacion y el intervalo de temperaturas de fusiéon de ambas sondas del conjunto, y no se emite
sefial fluorescente para la deteccién. Esto se puede discernir mediante el examen de la curva de hibridacién o la
curva de fusidén. La ausencia de sefial proporciona menos informacién acerca de la secuencia diana de acido
nucleico monocatenaria de la que proporciona una curva de fluorescencia de la sonda en funcién de la temperatura.
En algunas realizaciones, cuando se usan sondas tolerantes al desapareamiento para el analisis de una secuencia
variable, se usan sondas de desactivacion con Tf inferiores a las de sus sondas de sefalizacion asociadas con
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respecto a todas o a todas menos una de las variantes de la secuencia diana. Si una sonda de desactivacioén tiene
una Tf superior frente a solo una variante, el fallo de la sefial revelara esta variante, siempre que el fallo de la
muestra incluya la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria (particularmente el fallo de una reaccion de
amplificaciéon) para una sonda control o para otro conjunto de sondas para la secuencia diana del acido nucleico
monocatenaria. De manera similar, si no se conocen todas las variantes, dicho fallo de sefial revelara la presencia
de una variante desconocida. En algunas realizaciones, se prefiere que en un ensayo que utiliza multiples conjuntos
de sondas para al menos una secuencia diana de acido nucleico, la sonda de desactivacion de al menos un conjunto
de sondas tiene una Tf inferior a la de su sonda de sefializacion asociada.

Temperatura de fusion, Tf, significa la temperatura a la que un hibrido de acido nucleico, por ejemplo, un hibrido de
sonda-diana o un hibrido de cebador-diana, es un 50 % bicatenario y un 50 % monocatenario. Para un determinado
ensayo, se puede medir la Tf relevante. La Tf también se puede calcular utilizando técnicas conocidas. En algunas
realizaciones, las técnicas preferidas se basan en el procedimiento del "vecino mas préximo" (Santa Lucia, J. (1998),
PNAS (EE.UU.) 95: 1460-1465; y Allawi, H. T. y Santa Lucia, J. (1997), Biochem. 36: 10581-10594). Los
documentos W0200407447 A2 y EP2116614A1 describen procedimientos de amplificacion y deteccion de
secuencias diana de una manera dependiente de la temperatura usando sondas marcadas que interaccionan. Los
programas informaticos que utilizan la férmula del "vecino mas proximo" estan disponibles para su uso en el calculo
de las Tf de la sonda y del cebador frente a sus secuencias diana perfectamente complementarias y frente a las
secuencias diana con desapareamiento. En la presente solicitud, la Tf de un cebador o sonda se proporciona
algunas veces con respecto a una secuencia a la que se hibrida. Sin embargo, si no se proporciona dicha secuencia,
para las sondas tolerantes al desapareamiento que son perfectamente complementarias a una variante de una
secuencia diana de acido nucleico monocatenaria, la Tf es la Tf frente a la variante perfectamente complementaria.
En muchas realizaciones, existira una secuencia diana que sea perfectamente complementaria a la sonda. Sin
embargo, los procedimientos pueden utilizar uno o mas cebadores o sondas tolerantes al desapareamiento que
sean "cebadores consenso" o "sondas consenso”. Un cebador o una sonda consenso es un cebador o una sonda
que no es complementario a ninguna secuencia diana variante o, si no se conocen todas las posibles secuencias
diana, para cualquier secuencia esperada o conocida. Un cebador consenso es Util para cebar muiltiples variantes de
una secuencia diana a una temperatura de hibridacion de la amplificacién seleccionada. Una sonda consenso es Uutil
para encoger el espacio de temperatura necesario para el analisis de multiples variantes. Para una sonda o un
cebador consenso, si no se proporciona la secuencia diana correspondiente, la Tf se refiere a la Tf mas elevada
frente a las variantes conocidas, lo que permite la posibilidad de que una variante desconocida puede ser mas
complementaria al cebador o a la sonda y, por tanto, tiene una Tf de cebador-diana o Tf de sonda-diana superior.

Los ensayos proporcionados en el presente documento pueden utilizar concentraciones de sondas que son
superiores o inferiores a la concentracion del acido nucleico diana. Las concentraciones de las sondas se conocen
basandose en la informacién proporcionada por el fabricante de la sonda. En el caso de las secuencias diana que no
estan amplificadas, las concentraciones diana se conocen basandose en el recuento directo o indirecto del nimero
de células, nucleos, cromosomas o moléculas que estan presentes en la muestra, asi como conociendo el nimero
esperado de secuencias diana que estan presentes normalmente por célula, nicleo, cromosoma o molécula. En el
caso de las secuencias diana que estan amplificadas, existe una serie de maneras de establecer como se han
generado muchas copias de una secuencia diana en el curso de una reaccion de amplificacion. Por ejemplo, en el
caso de una reaccion de amplificacién de LATE-PCR, el nUmero de amplicones monocatenarios se puede calcular
de la siguiente manera: usando una sonda de sefalizacidon sin un desactivador (en el caso de una sonda de
sefalizacion desactivada, lo que significa la sonda menos el desactivador) a una concentracion limitante tal como de
50 nM y su correspondiente sonda de desactivacion en una cantidad en exceso tal como 150 nM, el niumero de
ciclos que se requieren para disminuir la fluorescencia a cero (o, en términos practicos, a su nivel de fondo minimo)
es proporcional a la velocidad de amplificacion de los amplicones monocatenarios. Cuando la fluorescencia alcanza
el cero (nivel de fondo minimo), todas las sondas de sefializacion han alcanzado sus dianas, y la concentracion de
los amplicones supera la de la sonda de sefalizaciéon. En determinadas realizaciones puede continuarse una
reaccion de amplificacion hasta que el amplicén que se ha producido alcanza una "concentracién terminal”. Los
experimentos realizados durante el desarrollo de las realizaciones proporcionadas en el presente documento han
demostrado que una amplificacion por LATE-PCR iniciada con diferentes cantidades de dianas tiende a producir
finalmente la misma concentracion maxima de amplicon (la "concentracion terminal"), incluso aunque la
amplificacién comience con un elevada cantidad inicial de diana, se alcanza este maximo en menos ciclos que
cuando la amplificacion comienza con una baja cantidad inicial de diana. Conseguir que la concentracién terminal
comience con una cantidad baja de diana puede requerir prolongar la amplificaciéon a lo largo de 70 o incluso 80
ciclos.

Algunas realizaciones utilizan conjuntos de sondas en los que la concentracion de la sonda de sefializacion es
inferior a la concentracion de su sonda de desactivacion asociada. Esto garantiza que, cuando ambas sondas se
hibridan a su al menos una secuencia diana de acido nucleico, la sonda de sefializacion se desactiva hasta el mayor
grado posible, reduciendo al minimo asi la fluorescencia de fondo. Se apreciara que la fluorescencia de fondo en un
ensayo es el fondo acumulado de cada sonda de sefializacion de un color dado y que las sondas de diferente color
pueden contribuir mas a la sefial de fondo.

Los procedimientos proporcionados en el presente documento incluyen analizar la hibridacion de los conjuntos de
sondas con las secuencias diana de acido nucleico de micobacteria monocatenarias. En los procedimientos
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proporcionados en el presente documento, se analiza la hibridacion de las sondas de sefalizacion y de las sondas
de desactivacion en funcion de la temperatura con el fin de identificar, caracterizar o analizar de otra manera al
menos una secuencia diana de acido nucleico de micobacteria de una muestra. En algunas realizaciones, el analisis
incluye la obtencién de una curva o, si se usan multiples colores, curvas de sefiales a partir de sondas de
sefalizacion a medida que disminuye la temperatura de la muestra (véase la FIG. 1, Panel E) u obtener una curva o
curvas de sefales a medida que aumenta la temperatura de la muestra o ambas. Se sabe que las formas de los dos
tipos de curvas no son necesariamente idénticas debido a las estructuras secundarias. Se pueden comparar
cualquiera o ambas de dichas curvas con una curva previamente establecida para una secuencia diana de acido
nucleico monocatenaria conocida como parte del analisis, por ejemplo, identificando la secuencia diana de acido
nucleico monocatenaria que se esta sondando. También se pueden utilizar las curvas derivadas para obtener, por
ejemplo, la Tf de una sonda de sefializacion frente a una secuencia diana de acido nucleico. Esto no siempre es
necesario, y puede no ser deseable, utilizar las curvas de fluorescencia completas o sus derivados. En determinadas
realizaciones, el andlisis de hibridacion de las sondas de sefializacion y de las sondas de desactivacion incluye
obtener lecturas de la fluorescencia a una o a varias temperaturas a medida que la temperatura de la muestra
disminuye o aumenta, reflejando dichas lecturas un efecto sobre cada sonda de sefializacién debido a su sonda de
desactivacion asociada. Por ejemplo, si se desea distinguir entre variantes conocidas de una secuencia diana, y se
desprende de las curvas de hibridacion de las variantes qué fluorescencia a dos temperaturas distingue las
variantes, es necesario adquirir fluorescencia a solo aquellas dos temperaturas para cualquier comparacioén directa o
para el calculo de las relaciones que se pueden comparar. En la mayoria de las realizaciones, el analisis incluira el
aumento de la sefial, la reduccién de la sefial o ambos, a partir de cada sonda de sefalizacion.

En algunas realizaciones, las lecturas de fluorescencia usando un determinado conjunto de sondas en un intervalo
de temperaturas generan un distintivo de fluorescencia dependiente de la temperatura. Un distintivo de fluorescencia
dependiente de la temperatura puede comprender curvas, puntos de datos, picos u otros medios de visualizacion y/o
de analisis de un ensayo o de una muestra. En algunas realizaciones, el analisis de los distintivos de fluorescencia
dependiente de la temperatura identifica y/o diferencia micobacterias. En algunas realizaciones, el analisis es
realizado por un usuario. En algunas realizaciones, el analisis se realiza mediante el software de analisis en un
ordenador u otro dispositivo.

En algunas realizaciones, los procedimientos proporcionados en el presente documento incluyen la amplificacion del
acido nucleico. Algunos procedimientos preferidos son aquellos que generan la secuencia o secuencias diana en
forma monocatenaria. En algunas realizaciones, se prefiere en especial la amplificacion por LATE-PCR de
secuencias de ADN o secuencias de ARN (RT-LATE-PCR). Por ejemplo, en la patente europea EP 1.468.114 y la
patente correspondiente de los Estados Unidos 7.198.897; la solicitud de patente europea publicada EP 1805199
A2; Sanchez y col., (2004) Proc. Nat. Acad. Sci. (EE.UU.) 101: 1933-1938; y Pierce y col. (2005) Proc. Natl. Acad.
Sci. (EE.UU.) 102: 8609-8614, se describen amplificaciones y analisis de amplificacion por LATE-PCR. La LATE-
PCR es un procedimiento de amplificacion del ADN no simétrico que emplea el procedimiento de reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando un cebador de oligonucleétido (el "cebador en exceso") en un exceso de al
menos cinco veces con respecto al otro cebador (el "cebador limitante"), que se utiliza a baja concentracion, de
hasta 200 nM, de manera que se agota en ciclos de PCR apenas suficientes para producir un amplicén bicatenario
detectable de manera fluorescente. Una vez agotado el cebador limitante, la amplificacion continda durante un
numero deseado de ciclos para producir un producto monocatenario usando solo el cebador en exceso, denominado
en el presente documento cadena del cebador en exceso. La LATE-PCR tiene en cuenta la temperatura de fusion
ajustada a la concentracion del cebador limitante al inicio de la amplificacién, TfiolL, la temperatura de fusién ajustada
a la concentracion del cebador en exceso al inicio de la amplificacion, TfigX, y la temperatura de fusién del producto
de amplificacion monocatenario ("amplicén"), Tfa. Para los cebadores de LATE-PCR, Tfio; se puede determinar
empiricamente, seguin sea necesario cuando se usan nucleétidos no naturales, o calcularse de acuerdo con el
procedimiento del "vecino mas proximo" (Santa Lucia, J. (1998), PNAS (EE.UU.) 95: 1460-1465; y Allawi, H. T. y
Santa Lucia, J. (1997), Biochem. 36:10581-10594) usando un ajuste de la concentracion salina, que, en las
presentes amplificaciones, es en general la concentracion de cationes monovalentes 0,07 M. Para la LATE-PCR, la
temperatura de fusion del amplicon se calcula utilizando la formula: Tf = 81,5 + 0,41 (%G+%C) - 500/L + 16,6 log
[M}(1 + 0,7 [M]), donde L es la longitud en nucledtidos y [M] es la concentracion molar de los cationes
monovalentes. Las temperaturas de fusién de las sondas lineales o con superenrollamiento aleatorio se pueden
calcular como para los cebadores. Las temperaturas de fusion de las sondas estructuradas, por ejemplo, de las
sondas de baliza molecular, se pueden determinar empiricamente o se pueden aproximar como la Tf de la parte (el
bucle o el bucle mas una parte del tallo) que se hibrida al amplicon. En la reaccién de amplificacion por LATE-PCR,
TfiolL preferentemente no es superior a 5 °C por debajo de TfigX, mas preferentemente es al menos tan alta, e
incluso mas preferentemente es 3-10 °C superior, y la Tfa preferentemente no es superior a 25 °C mas alta que
TfiopX, y para algunas realizaciones preferidas, preferentemente, no es superior a aproximadamente 18 °C mas.

La LATE-PCR es una amplificacion de PCR no simétrica que, entre otras ventajas, proporciona un gran "espacio de
temperatura" en el que pueden emprenderse acciones. Véase el documento WO 03/054233 y Sanchez y col. (2004),
citados anteriormente. Determinadas realizaciones de las amplificaciones por LATE-PCR incluyen el uso de sondas
de hibridacion, en este caso, de conjuntos de sondas de sefializacion y de desactivacion, cuyas Tf estan por debajo,
mas preferentemente al menos 5 °C por debajo, de la temperatura de hibridacién media del cebador durante la
amplificacion exponencial tras los primeros ciclos. Los conjuntos de sondas de sefializacion y de desactivacion se
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incluyen en las mezclas de amplificacion de LATE-PCR antes del inicio de la amplificacion. También se puede
incorporar un colorante de ADN, si se usa, a la mezcla de reaccién antes del inicio de la amplificacion.

En algunas realizaciones, las muestras que encuentran uso en la presente invencion incluyen muestras clinicas,
muestras de diagnéstico, muestras de investigacion, muestras ambientales, etc. En algunas realizaciones, las
muestras requieren un procesamiento mediante una o mas técnicas conocidas en la materia antes de su uso en los
procedimientos descritos en el presente documento.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1, Paneles A-D, son esquemas que muestran la hibridacion de dos conjuntos de sondas de sefalizacion
y de desactivacion con una secuencia diana de acido nucleico monocatenaria en una muestra en funcion de la
temperatura; y la FIG. 1, Panel E, muestra la fluorescencia frente a la temperatura de la muestra.

La FIG. 2 ilustra las posibles mutaciones neutras que pueden existir en la diana de gen rpoB.

La FIG. 3 ilustra mutaciones de resistencia a farmacos en la diana de gen rpoB. La FIG. 4 ilustra la relacion
filogenética de algunas especies de NTM y la especie de MTBC.

La FIG. 5 ilustra la deteccion diana de punto final, usando cuatro, u opcionalmente, cinco colorantes en un
intervalo de temperaturas.

La FIG. 6A ilustra la ubicacion de los conjuntos de sondas utilizados para el gen rpoB diana descrito en la Tabla
1. La FIG. 6B ilustra la ubicacion de un grupo alternativo de conjuntos de sondas en el que la mayoria de las
mutaciones dentro de la diana de gen rpoB caen por debajo de las sondas de desactivacion.

Las FIG. 7A y 7B ilustran los distintivos fluorescentes de la diana del gen rpoB para los conjuntos de sondas 5A 'y
5B, respectivamente.

La FIG. 8 ilustra la deteccién de amplificacion de 1.000, 100 o 10 moléculas de la diana de rpoB en presencia de
10.000 genomas humanos.

La FIG. 9 es una representacion esquematica de una secuencia de acido nucleico monocatenaria del Ejemplo 1
que muestra las ubicaciones de unién de la sonda y las ubicaciones de unién al cebador.

Las FIG. 10A y 10B presentan analisis de curvas de fusion de amplificaciones descritos en el Ejemplo 1 para
varias cepas.

Las FIG. 11A-4D presentan curvas de fusién derivadas para mezclas de cepas de TB en diversas proporciones
segun lo descrito en el Ejemplo 2.

La FIG. 12 es una representacion esquematica de una secuencia de acido nucleico monocatenaria del Ejemplo 3
que muestra las ubicaciones de union de la sonda y las ubicaciones de unién al cebador.

La FIG. 13 es una representacion esquematica de otra secuencia de acido nucleico monocatenaria del Ejemplo 3
que muestra las ubicaciones de union de la sonda y las ubicaciones de unién al cebador.

La FIG. 14A-14C son graficos de fluorescencia frente a la temperatura para cada uno de los fluoréforos de la
muestra del Ejemplo 3.

La FIG. 15 muestra las alineaciones de secuencia ilustrativas usadas en el cebador, la sonda y en el disefio de la
secuencia diana.

La FIG. 16 muestra graficos que muestran la diferenciacion de las especies y la deteccion de la resistencia a los
farmacos entre los miembros del género Mycobacterium.

La FIG. 17 muestra graficos que muestran la resistencia a multiples farmacos y la identificacion de especies de
M. tuberculosis en una muestra mixta sin Mycobacterium.

La FIG. 18 muestra derivados de fusion media de: (A) conjunto de sondas de girasa B con miembros del
complejo de Mycobacterium tuberculosis (MTBC), (B) sondas 16s con especies de MTBC y NTM, (C) sondas de
girasa By 16s.

Descripcion detallada

En el presente documento, se proporcionan composiciones (por ejemplo, reactivos, mezclas de reaccion, etc.),
procedimientos (por ejemplo, de investigacion, deteccion, diagndstico) y sistemas (por ejemplo, kits, recogida y
analisis de datos) para el analisis de micobacterias. En particular, en el presente documento, se proporcionan
composiciones, procedimientos y sistemas que permiten la deteccion sensible y especifica de una o mas moléculas
de acido nucleico de Mycobacterium deseadas en muestras simples y complejas, incluyendo muestras que
contienen multiples especies diferentes de micobacterias de perfiles de resistencia a farmacos mixtos. En algunas
realizaciones, se proporcionan reacciones de multiplexaciéon, en un solo tubo, que pueden identificar y distinguir
multiples especies de micobacterias diferentes y perfiles de resistencia a farmacos de manera simultanea en
muestras complejas usando ensayos rapidos y eficientes, y equipos de deteccion.

Por ejemplo, en el presente documento, se proporciona un conjunto de ensayos multiplexados homogéneos, en un
solo tubo, para la deteccién y el analisis de diversas especies de micobacterias, incluyendo diversas cepas de M.
tuberculosis, asi como de si dichas especies y cepas son sensibles o resistentes a una variedad de antibioticos. En
algunas realizaciones, los ensayos proporcionados en el presente documento utilizan LATE-PCR (patente de
EE.UU. n.° 7.198.897; incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad), PRIMESAFE Il
(PRIMESAFE es una marca registrada de Smiths Detection Inc.) (solicitud de patente de EE.UU. n.° 20080193934; y
los conjuntos de sondas Lights-On/Lights-Off (documento W0O2011/050173). Los procedimientos, las composiciones
y los kits proporcionados en el presente documento proporcionan informacion relevante para el diagnostico, asi
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como una base para el tratamiento de pacientes que presentan infecciones pulmonares que se pueden deber a
infecciones por micobacterias. En algunas realizaciones, los ensayos proporcionados en el presente documento
determinan si una muestra contiene Mycobacterium. En algunas realizaciones, los ensayos proporcionados en el
presente documento determinan si una infecciéon pulmonar contiene Mycobacterium. En algunas realizaciones, los
ensayos proporcionados en el presente documento determinan si una micobacteria en una muestra o infeccién es un
miembro del complejo de Mycobacterium tuberculosis (MTBC) o micobacterias no tuberculosas (NTM). En algunas
realizaciones, los ensayos proporcionados en el presente documento determinan si una NTM es M. intracellulare, M.
avium, M. kansasii o M. leprae, o algunas otras especies. En algunas realizaciones, los ensayos proporcionados en
el presente documento determinan si un MTBC es M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. microti o M. tuberculosis.
En algunas realizaciones, los ensayos proporcionados en el presente documento determinan si una muestra
contiene, o una infeccion se debe a, una mezcla de NTM y MTBC. En algunas realizaciones, los ensayos
proporcionados en el presente documento determinan si una muestra contiene M. tuberculosis sensible a los
antibioticos, M. tuberculosis resistentes a los antibidticos, o ambos. En algunas realizaciones, los ensayos
proporcionados en el presente documento determinan a qué antibiéticos son resistentes las M. tuberculosis en una
muestra, y a qué dosis.

Las composiciones, los kits y los procedimientos proporcionados en el presente documento proporcionan la
amplificacion sensible y robusta comenzando con bajos numeros iniciales de secuencias diana (por ejemplo, ya sea
en valores absolutos o relativos con respecto a secuencias no diana). En algunas realizaciones, las secuencias
diana amplificadas que son esencialmente mas largas que las sondas de hibridacion fluorescentes individuales se
analizan usando conjuntos de sondas que usan el mismo fluoréforo de color. En algunas realizaciones, las
mutaciones neutras que no causan resistencia a los farmacos se distinguen de las mutaciones que si causan
resistencia a los farmacos. En algunas realizaciones, cada una de las diferentes mutaciones posibles que causan
resistencia a los farmacos se distingue de los demas. En algunas realizaciones, los mutantes de resistencia a
farmacos que se detectan en las mezclas de ADN genémico comprenden genomas de tipo silvestre sensibles a
farmacos y mutantes resistentes a farmacos mutantes.

En algunas realizaciones, se proporcionan sondas de sefializacién y de desactivacion para su uso con ensayos de
identificacion de micobacterias. Las sondas de sefalizacion y las sondas de desactivaciéon normalmente son
tolerantes a los desapareamientos. Una sonda tolerante al desapareamiento se hibrida en el ensayo, no solo con
una secuencia diana que sea perfectamente complementaria a la sonda, sino también con variaciones de la
secuencia diana que contienen uno o mas desapareamientos debido a las sustituciones, adiciones o deleciones.
Para las sondas tolerantes al desapareamiento, cuanto mayor es la variacion de la diana de la complementariedad
perfecta, menor es la Tf del hibrido de sonda-diana. En algunas realizaciones, se emplean sondas especificas de la
secuencia. Una sonda especifica de la secuencia se hibrida en el ensayo solo con una secuencia diana que es
perfectamente complementaria a la sonda (por ejemplo, a una temperatura dada). En algunas realizaciones, las
combinaciones de las sondas especificas de la secuencia y tolerantes al desapareamiento se pueden emplear en un
ensayo. Si una sonda es especifica de la secuencia, su falta de hibridacién se mostrara en la curva de fusion y en la
curva derivada. Por ejemplo, si una sonda de sefializacion se hibrida, produciendo un aumento de la fluorescencia,
pero su sonda de desactivacion asociada no se hibrida, la fluorescencia no disminuira a medida que disminuye la
temperatura a lo largo de las Tf de la sonda de desactivacion, lo que revela que la sonda de desactivacion no se ha
hibridado e indica una mutacién diana en la secuencia complementaria a la sonda de desactivacion. Mientras que
este resultado indica una mutacién en la secuencia diana para la sonda de desactivacion, no permite determinar
cuan de las diversas mutaciones posibles de esa secuencia esta presente. En algunas realizaciones, es preferible
que la sonda de desactivacion asociada sea tolerante al desapareamiento, si el ensayo es para proporcionar la
diferenciacion de diferentes mutaciones, que se distinguen por sus diferentes efectos en la curva de fusién (y en la
curva derivada) debido a diferentes efectos de la Tf de diferentes mutaciones.

En algunas realizaciones, una sonda de sefializacion de un conjunto tiene una Tf mayor con respecto a la secuencia
diana del acido nucleico monocatenaria que su sonda de desactivacion asociada. Con esta relacién, a medida que
una muestra se somete a un analisis de fusion, por ejemplo, a medida que aumenta la temperatura, la sefal
aumenta al principio a medida que la sonda de desactivacion se elimina por fusion y, a continuacion, disminuye a
medida que la sonda de sefalizacion se elimina por fusion. Con la relaciéon opuesta, la sefial permanece desactivada
a medida que la sonda de sefializacion de Tf inferior se elimina por fusién y, a continuacién, no aumenta a medida
que la sonda de desactivacion de Tf superior se elimina por fusion. La relacién preferida proporciona, por tanto, mas
informacion. En algunas realizaciones, se prefiere que la sonda de desactivacion de un conjunto reduzca la sefial de
su sonda de sefializacion asociada en un grado muy amplio. En dichas realizaciones, se prefiere que la
concentracion de la sonda de desactivacion iguale o supere la concentracién de la sonda de sefializacion. Para
maximizar la amplitud de la sefial, determinadas realizaciones utilizan concentraciones de sondas que estan en
exceso con respecto a la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria, garantizando de esta forma que todas o
casi todas las copias de la secuencia diana tengan sondas hibridadas.

Los procedimientos proporcionados en el presente documento incluyen el uso de un solo conjunto de sondas de
sefalizacion y de desactivacion que interaccionan. Los procedimientos también incluyen el uso de multiples
conjuntos de sondas de sefializacién y de desactivacion que interaccionan, en los que cada sonda de sefializacion
es distinguible de forma detectable de las otras. La distincion de las sondas fluorescentes puede ser por el color
(longitud de onda de emisién), por la Tf o por una combinacién de color y Tf. Se pueden usar multiples conjuntos de
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sondas que interaccionan para cuestionar una sola secuencia diana o multiples secuencias diana en una muestra,
incluyendo multiples secuencias diana en la misma cadena diana o mudltiples secuencias diana en diferentes
cadenas. La deteccion multiplexado de multiples secuencias diana puede utilizar, por ejemplo, uno o mas conjuntos
de sondas de sefializacidon/desactivacion especificas de cada secuencia diana. En algunas realizaciones, los
procedimientos multiplexados utilizan un color fluorescente diferente para cada secuencia diana. Algunas
realizaciones utilizan el mismo color para dos secuencias diana diferentes, lo que permite disponer de un espacio de
temperatura.

En algunas realizaciones, los procedimientos comprenden analizar la hibridacion de los conjuntos de sondas de
sefalizacioén/de desactivacion con una o mas secuencias diana de acido nucleico de micobacteria monocatenarias
en funcion de la temperatura. La sefial, preferentemente la sefial fluorescente, procedente de la sonda o sondas de
sefalizacion puede adquirirse a medida que disminuye (hibridacién) o aumenta (fusion) la temperatura de la
muestra. El analisis puede incluir la adquisicién de una curva de hibridacion o fusion completa, incluyendo las
sefiales tanto de aumento como de disminucién procedentes de cada sonda de sefializacion, como se ilustra en la
FIG. 1, Panel E. Como alternativa, el analisis puede basarse solo en el aumento de la sefial o en la disminucién de la
sefal. El andlisis puede utilizar solamente sefales a temperaturas seleccionadas en lugar de todas las temperaturas
pertinentes a la hibridacion o a la fusién. El analisis puede incluir la comparacién de la hibridacién de una secuencia
diana de un acido nucleico monocatenaria desconocida con la hibridacién de secuencias diana conocidas que se
han establecido previamente, por ejemplo, una compilacién de curvas de fusion de especies conocidas o una tabla
de datos digitalizados de especies conocidas.

En los procedimientos proporcionados en el presente documento, se pueden proporcionar una o mas secuencias
diana de acido nucleico de micobacteria monocatenarias que se vayan a analizar mediante la amplificacion del acido
nucleico, en general, una amplificacion exponencial. Se puede usar cualquier procedimiento de amplificacion del
acido nucleico adecuado. Los procedimientos de amplificacion preferidos son aquellos que generan un producto
amplificado (amplicon) en forma monocatenaria de manera que no se requiera la eliminacion de las cadenas
complementarias de las secuencias diana monocatenarias que se van a analizar. Los conjuntos de sondas se
pueden incluir en dichas mezclas de la reaccién de amplificacion antes del inicio de la amplificacién, de forma que
los recipientes de reaccion que contienen el producto amplificado no necesiten abrirse. Cuando la amplificacion tiene
lugar en presencia de conjuntos de sondas, se prefiere que el sistema esté disefiado de manera que las sondas no
interfieran con la amplificacion. En algunas realizaciones, se utiliza un procedimiento de PCR no simétrica tal como
una PCR asimétrica o, se utiliza la LATE-PCR para generar copias monocatenarias. Puede combinarse la
amplificacion por PCR con la transcripcion inversa para generar amplicones a partir de dianas de ARN. Por ejemplo,
la transcripcion inversa puede combinarse con la LATE-PCR para generar amplicones de ADN que correspondan a
dianas de ARN o a los complementos de dianas de ARN. En algunas realizaciones, no se prefieren los
procedimientos de amplificacion que solo generan amplicones bicatenarios, porque se requiere el aislamiento de
secuencias diana en forma monocatenaria, y el andlisis de la curva de fusion es mas dificil con amplicones
bicatenarios debido a la tendencia de los dos amplicones a colapsar y eyectar las sondas de hibridacién. En algunas
realizaciones, los procedimientos proporcionados en el presente documento no utilizan la generacion de sefales
detectables mediante la digestion de las sondas de sefializacion, como se produce en los ensayos de amplificacion
de la nucleasa 5'. En la reaccion de amplificacion por PCR, por ejemplo, se puede conseguir evitar la digestion de la
sonda usando tanto sondas cuyas Tf estan por debajo de la temperatura de extension del cebador, usando sondas
tales como las que comprenden 2'-O-metil-ribonucledtidos que resisten la degradacion por las ADN polimerasas, o
usando ADN polimerasas que carezcan de actividad 5'-exonucleasa. La evitacion de la interferencia de la sonda con
las reacciones de amplificacion se realiza utilizando sondas cuyas Tf estan por debajo de la temperatura de
extension del cebador, de manera que las sondas eliminan por fusiéon sus secuencias complementarias durante la
extension del cebador y, lo mas preferentemente, durante la hibridacién del cebador, al menos la hibridacion del
cebador tras los primeros ciclos de amplificacion. Por ejemplo, en el procedimiento de ensayo de amplificacion del
Ejemplo 1, el procedimiento de amplificacion por LATE-PCR utiliza la PCR en dos etapas con una temperatura de
hibridacion del cebador/extension del cebador de 75 °C en presencia de un conjunto de sondas de baliza molecular
tolerantes al desapareamiento que tienen Tf frente a las secuencias diana de tipo silvestre (con las que las sondas
eran perfectamente complementarias) que variaban de 75 °C a 50 °C, lo que garantizaba que ninguna de las sondas
interfiriera significativamente con la amplificacion de la secuencia diana.

En la amplificacion mediante LATE-PCR, por ejemplo, la cadena del cebador en exceso es el amplicon
monocatenario al que se hibrida la sonda. Por lo tanto, es o contiene la secuencia de acido nucleico monocatenaria
que se analiza. Su extremo 5' es el cebador en exceso, y su extremo 3' es el complemento del cebador limitante. Si
la secuencia que se va a analizar se encuentra entre el cebador en exceso y el cebador limitante, tanto la secuencia
de partida que se amplifica como la cadena del cebador en exceso contienen esta secuencia. Si en la secuencia de
partida que se va a amplificar, la secuencia deseada que se va a analizar incluye una parte de cualquier region de
cebado, se requiere que el cebador sea perfectamente complementario a dicha parte, de manera que la cadena de
cebador en exceso contenga la secuencia deseada. Los cebadores no necesitan ser perfectamente
complementarios a otras partes de las regiones de cebado. Algunas realizaciones de los procedimientos
proporcionan secuencias diana de acido nucleico monocatenarias que se van a analizar mediante reacciones de
amplificacién que utilizan "cebadores consenso” que no son perfectamente complementarios a la secuencia de
partida que se va a amplificar, y se debe tener cuidado en garantizar que la cadena del cebador en exceso, que es o
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que contiene la secuencia diana monocatenaria que se analiza realmente, contenga la secuencia deseada.

En algunas realizaciones, los ensayos proporcionados en la presente en el presente documento utilizan
PRIMESAFE Il (descrito en la solicitud de patente de EE.UU. n.° 20080193934; incorporada en el presente
documento por referencia en su totalidad). PRIMESAFE Il es una clase de reactivos afiadidos a las reacciones de
PCR para suprimir los errores de cebado. Los reactivos PRIMESAFE |l estan compuestos de oligonucleotidos
lineales que se modifican quimicamente en sus extremos 5' y o 3'. En algunas realizaciones, los reactivos
PRIMESAFE usados en el presente documento incluyen SEQ ID NO: 65 y SEQ ID NO: 66. En algunas
realizaciones, los ensayos descritos en el presente documento hacen uso de una formulacion de PRIMESAFE 1l que
tiene dos cadenas, cuya primera cadena esta modificada tanto en el extremo 5 como en el extremo 3' mediante
enlace covalente de fracciones de DABCYL, cuya segunda cadena es complementaria a dicha primera cadena y se
modifica quimicamente mediante la adicién de fracciones de DABCYL, tanto en el extremo 3' como en el extremo 5'.

Un aspecto de las realizaciones proporcionadas en el presente documento es la capacidad para identificar cepas de
micobacterias resistentes a farmacos, que se diferencian de las cepas sensibles a farmacos que pueden contener
mutaciones neutras. La FIG. 2 ilustra las posibles mutaciones neutras que puedan existir en el gen rpoB diana de M.
tuberculosis, pero que no causan resistencia a los farmacos. La FIG. 3 ilustra algunas de las mutaciones del gen
rpoB diana que se sabe que causan resistencia a los farmacos. Se puede encontrar informacion acerca de los genes
adicionales y sus mutaciones causantes de resistencia a farmacos en M. tuberculosis en Sandgren A., Strong M.,
Muthukrishnan P., Weiner B. K., Chruch, G. M., Murray M. B. (2009) “Tuberculosis Drug Resistance Mutation
Database”. PLoS Med 6(2). En la FIG. 4, se ilustra la relacion filogenética de algunas especies de NTM y las
especies de MTBC. En algunas realizaciones, los cebadores limitantes y los cebadores en exceso de LATE-PCR
empleados en los ensayos descritos en el presente documento se construyeron para que fueran complementarios a
las dianas de ADN del genoma de M. tuberculosis. Dada la divergencia evolutiva observada entre las especies de
micobacterias, dichos cebadores limitantes y cebadores en exceso son imperfectamente complementarios a
secuencias diana relacionadas en algunas otras especies de NTM. Dichos cebadores tienen mas probabilidades de
ser totalmente complementarios a las dianas de genes entre otras especies de MTBC cuyos miembros estan mas
estrechamente relacionados con M. tuberculosis. El MTBC incluye M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. microtiy M.
tuberculosis.

La Tabla 1 resume las dianas y las sondas empleadas en un ensayo nonaplexado en términos de los efectos de
cada amplicon, las dianas de genes especificos, las longitudes de las regiones diana sondeadas y el numero de
sondas utilizadas.

Tabla 1
o . - Longitud de la .,
Antibiéticos Diana génica diana Numero de sondas
Rifampicina rpoB 101 3 activadas/ 3 desactivadas
Etambutol embB 29 1 activac!as/1 .desactivada +1
oligo sin marcar
Isoniazida inhA 36 1 activada/1 desactivada
Isoniazida ahpC 93 2 activadas/ 2 desactivadas
Isoniazida katG 40 1 activada/1 desactivada
Fluoroquinolona gyrA 45 1 actlvafia/1 fiesactlvada +1
oligo sin marcar
NTM frente a MTBC| ARNT 16s 63 2 activadas/ 2 desactivadas
Especies de MTBC gyrB 31 2 actlvac!as/1 _desactlvada +1
oligo sin marcar
Control de sistemas ?? ~30 1 activada/1 desactivada

Los amplicones de gyrA, gyrB y embB tienen horquillas importantes que tienden a evitar las interacciones de sonda-
diana. En estos casos, se afiade un oligonucleétido sin marcar de alta Tf (por ejemplo, una sonda silenciosa) para
inhibir la formacion de la horquilla y asi la unidon de las sondas de sefializaciéon y/o de desactivacion. La diana de
ARNr 16s se us6 para distinguir el MTBC de las NTM. En las realizaciones descritas en la Tabla 1, se emplea un
conjunto de sondas para distinguir todos los MTBC de todas las NTM, asi como para distinguir muchas de las NTM
entre si.

La FIG. 5 ilustra como las dianas de la Tabla 1 se detectan en el punto final usando cuatro colores (por ejemplo,
Quasar 670, Cal Red 610, Cal Orange 570 y FAM) en un intervalo de temperaturas entre 25 °C y 75 °C. Como el
experto en la materia apreciara, algunos termocicladores fluorescentes tienen capacidades de mas de cuatro colores
fluorescentes. Se contempla la utilizacion de uno o mas colores adicionales para la amplificacion y deteccion de uno
0 mas amplicones que se detectan con una o mas sondas o conjuntos de sondas. Dichos amplicones adicionales se
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podrian construir en ensayos a peticion de un usuario final que desee detectar una determinada secuencia diana,
que tenga una importancia clinica particular. En algunas realizaciones, los amplicones detectadas o analizados
mediante otros procedimientos se multiplexan con los ensayos descritos en el presente documento. En algunas
realizaciones, dichos amplicones se analizan por secuenciaciéon con el uso de un procedimiento tal como la
secuenciacion "Dilute-N-Go", que es conveniente para la secuenciacion de una o mas cadenas de ADN generadas
en un ensayo de LATE-PCR multiplexado (Jia Y., Osborne A., Rice, J. E. y Wangh, L. J. (2010) “Dilute-'N'-Go
Dideoxy Sequencing of All DNA Strands Generated in Multiplex LATE-PCR Assays, Nucleic Acids Research”).

La FIG. 5 muestra una realizacion en la que se analiza una sola diana (rpoB) con multiples conjuntos de sondas que
juntos generan sefales fluorescentes de materiales compuestos en un amplio intervalo de temperaturas, que se
denominan de aqui en adelante distintivo de fluorescencia dependiente de la temperatura.

La FIG. 5 ilustra ademas realizaciones, en las que se visualiza mas de un diana usando conjuntos de sondas del
mismo color mediante el disefio de las sefales para un conjunto de sondas en un intervalo de temperaturas que es
diferente del intervalo de temperaturas para un diana separada (por ejemplo, gyrB y 16s). Las sefiales de los dos
dianas se funden en un distintivo de fluorescencia dependiente de la temperatura de material compuesto que da
informacién sobre la presencia/ausencia o las caracteristicas de mas de una diana.

En algunas realizaciones, se emplean conjuntos de sondas para cada diana en un ensayo multiplexado para
conseguir la maxima cobertura de todas las posibles diferencias de secuencia entre las secuencias relacionadas, asi
como la resolucion maxima entre dichas variantes de secuencia. La FIG. 6A ilustra la ubicacion de los conjuntos de
sondas usados para la diana de gen rpoB que se describe en la Tabla 1 y la FIG. 5. La mayoria de las mutaciones
de la diana de gen rpoB estan en las sondas de sefalizacion y, por lo tanto, reducen la correspondiente Tf de la
sonda de sefalizacion a la diana. Por consiguiente, se observa la sefial fluorescente de la sonda de sefializacion a
temperatura inferior. La FIG. 6B ilustra la ubicacion de un conjunto de sondas alternativo en el que la mayoria de las
mutaciones de la diana de gen rpoB estan bajo las sondas de desactivacion. Por consiguiente, la sefial fluorescente
de la sonda adyacente activada solo es activada por su sonda desactivada apareada a temperatura inferior. Las FIG.
7Ay 7B ilustran los distintivos fluorescentes de la diana de gen rpoB para el conjunto de sondas de las FIG. 6A y 6B,
respectivamente. En este ejemplo, el conjunto de sondas de la FIG. 6B presenté mayor poder de resolucion que el
conjunto de sondas de 6A.

Las muestras de esputo son la fuente mas usada de muestras para el analisis de la TB, porque el esputo humano
tiene una alta concentracion de ADN gendémico humano. Los ensayos de LATE-PCR, que se usan para ilustrar
realizaciones ilustrativas en el presente documento, son altamente especificos para sus dianas previstas, a pesar de
la presencia de altas concentraciones de ADN humano por las siguientes razones: 1) La quimica de la LATE-PCR es
inherentemente mas especifica que la quimica de la PCR convencional; 2) los genomas de micobacterianas tienen
un contenido muy alto de GC, lo que significa que se pueden emplear cebadores de alta Tf para la amplificacion
junto con altas temperaturas para la hibridacion y la extension; 3) se pueden emplear PRIMESAFE Il con cuatro
dabcyls y una alta Tf para suprimir los errores de cebado a todas las temperaturas inferiores a la temperatura de
hibridacion-extension. En algunas realizaciones, se usan cebadores que presentan un sesgo para la amplificacion de
las secuencias deseadas (por ejemplo, un sesgo para la tuberculosis). La FIG. 8 ilustra que 1.000, 100 o 10
moléculas de la diana de rpoB se amplifican de manera eficiente en presencia de 10.000 genomas humanos. La
Tabla 2 ilustra el disefio de una reaccion multiplexada en la que se afadieron 10.000 genomas humanos y
PRIMESAFE Il para todas las reacciones.

Tabla 2
M. intracellulare| M. tuberculosis
rpoB Tipo silvestre Mutante
i nhA Tipo mabA Tipo silvestre
katG Tipo silvestre Mutante
16s NTM MTBC
gyrB - B
100,0 0,00 20.000 0
99,9 0,10 19.980 20
99,5 0,50 19.900 100
99,0 1,00 19.800 200
95,0 5,00 19.000 1000
90,0 10,00 18.000 2000
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(continuacion)

M. tuberculosis

20.000

10.000 copias en todas las
reacciones

PrimeSafe Si

M. intracellulare

0,0 100,0 0

Genoma humano

Las infecciones de TB y muestras clinicas cominmente estan compuestas de mas de una cepa de una
micobacteria, asi como otros organismos, por ejemplo, una cepa resistente a los farmacos mezclada con una cepa
de tipo mabA, o dos especies diferentes de micobacterias. En cualquier caso, los componentes separados de dicha
mezcla pueden estar presentes en un amplio intervalo de proporciones, por ejemplo, de tan poco como del 0,1 % al
99,9 %, hasta del 50 % al 50 %. En algunas realizaciones, el ensayo descrito en la Tabla 2 proporciona una reaccion
pentaplexada capaz de detectar niveles bajos de M. tuberculosis en presencia de niveles excesivos de NTM, M.
intracellulare. Los resultados resumidos en la Tabla 3 demuestran que se puede detectar tan poco como del 0,1 % al
0,5 % de M. tuberculosis en la presencia del 99,9 al 99,5 % de M. intracellulare. En algunas realizaciones, se
obtienen resultados similares en ensayos configurados para detectar otros subgrupos de micobacterias (por ejemplo,
M. tuberculosis resistentes a la rifampicina entre M. tuberculosis sensible a la rifampicina en exceso). La sensibilidad
de este ensayo se extiende a cualquier MTBC en presencia de un exceso de cualquier NTM, porque los cebadores
utilizados para cada una de las dianas amplificadas son totalmente complementarios a los genotipos de MTBC, pero
solo parcialmente complementarios a los genotipos de NTM.

Tabla 3
Eficiencia de amplificacion LOD para M. | Eficiencia de amplificacion relativa de | LOD para Mutante o
relativa de MTBC frente a NTM tb Mutante frente a tipo silvestre especie*
rpoB Por determinar Por rpoB 1 10 %
P determinar P 0
mabA x 100.000 0,1-0,5 % inhA 1 10 %
katG x 10.000 0,1-0,5 % katG 1 10 %
gyrB >x40 0,1-0,5 % gyrB* 1 10 %
16s 1 10 mol 16s* 1 10 %

La Tabla 3 también resume los hallazgos para la sensibilidad de dicho ensayo para detectar una cepa resistente a
farmacos de un MTBC en presencia de un exceso de una cepa sensible a farmacos de tipo silvestre de dicho MTBC;
en este caso, los cebadores son igualmente complementarios a ambos genomas diana, y la diferenciacion de la
resistencia a los farmacos en presencia de sensibilidad a los farmacos depende por completo de las sondas usadas
para visualizar las distintivos fluorescentes de las cepas resistentes a los farmacos y las cepas sensibles a los
farmacos. La estimacion de una resistencia a farmacos del 10 % en presencia de sensibilidad a los farmacos del
90 % en la Tabla 3 se basa en la observacion empirica empleando las sondas mostradas en la FIG. 6A para la diana
de rifampicina. Basandose en los resultados ilustrados en la FIG. 7, es probable que el limite inferior de detecciéon
sea una resistencia al farmaco del 1 % en sensibilidad al farmaco del 99 % usando el conjunto de sondas mostrado
en la Figura 6B.

Parte experimental

Las caracteristicas y las realizaciones de los procedimientos proporcionados en el presente documento se ilustran
en los ejemplos que se exponen mas adelante en combinaciéon con las figuras adjuntas. Los ejemplos deben
considerarse ilustrativos y no limitantes del alcance.

Ejemplo 1
Deteccion de la resistencia a farmacos en el gen rpoB de cepas de M. tuberculosis

Se realizé una amplificacion por LATE-PCR usando un solo par de cebadores para amplificar una regién de 150
pares de bases del gen rpoB para cada una de las diferentes cepas de Mycobacterium tuberculosis. La amplificacion
proporciond una region de 101 pares de bases del gen, conocido por contener mutaciones responsables de la
resistencia a farmacos para la rifampicina, como secuencia diana de acido nucleico monocatenaria (la cadena del
cebador en exceso de cada amplificaciéon por LATE-PCR). Tras la amplificacion, se sonde6 cada secuencia diana de
acido nucleico monocatenaria usando seis sondas independientes que estaban incluidas en la mezcla de reaccion
de amplificacion original.

Las sondas de la combinacién abarcaban los 101 pares de bases de la secuencia diana de acido nucleico
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monocatenaria. Tres de las sondas eran sondas de sefializacion. Las sondas de sefalizacion eran sondas de baliza
molecular desactivadas con tallos de dos nucledtidos de longitud. Cada una incluia marcadores unidos
covalentemente: el fluoréforo Quasar 670 en un extremo y un desactivador Black Hole 2, BHQ2, (Biosearch
Technologies, Novato CA), en el otro extremo. Las otras tres sondas eran sondas de desactivacion marcadas en el
extremo solo con BHQ2, sin fluoréforo. En el presente ejemplo, las Tf de las sondas de sefializacion con respecto a
la cepa sensible al farmaco resultaron diferir entre si, y las Tf de las sondas de desactivacion con respecto a la cepa
sensible al farmaco resultaron diferir entre si. Los tres conjuntos de sondas fueron distinguibles de forma detectable.

Al final de la amplificacion, se analizaron las hibridaciones de sonda-diana en funcién de la temperatura. En el
presente ejemplo, las hibridaciones se caracterizaron por el uso del analisis del perfil de fusidén. Los componentes y
las condiciones de reaccion fueron los siguientes:

Cebador limitante: 5' CTCCAGCCAGGCACGCTCACGTGACAGACCG (SEQ ID NO. 1)
Cebador en exceso: 5' CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAG (SEQ ID NO: 2)
Diana: Cepa 13545

5’CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAAT
TCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCG
GCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAG (SEQ ID
No.3)

Diana: Cepa 18460
5’CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAAT
TCATGGTCCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCG
GCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAG (SEQ  ID
No.4)

Diana: Cepa 9249

5' CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCC AATTCATGGACCAGAACAAC-
CCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGA CTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGT-
GCCGGGCTGGAG (SEQ ID NO: 5). El subrayado de la secuencia de cada una de las cepas 18460 y 9249
denota la situacién del cambio de nucledtido en la cepa 13545 sensible al farmaco.

Sonda 1:

5'- BHQ2-CTGGTTGGTGCAGAAG-C; (SEQ ID NO: 6)

Sonda 2:

5'-BHQ2-TCAGGTCCATGAATTGGCTCAGA-Quasar 670 (SEQ ID NO: 7)

Sonda 3:

5'- BHQ2-CAGCGGGTTGTT-C;3 (SEQ ID NO: 8)

Sonda 4:

5'-BHQ2-ATGCGCTTGTGGATCAACCCCGAT-Quasar 670 (SEQ ID NO: 9)

Sonda 5:

5'-Quasar 670-AAGCCCCAGCGCCGACAGTCGTT BHQ2 (SEQ ID NO: 10)

Sonda 6:

5'-ACAGACCGCCGG BHQ2 (SEQ ID NO: 11).

Un enlazador de tres atomos de carbono se indica como Cs, mientras que un desactivador Black Hole 2 se indica
como BHQ2 (Biosearch Technologies, Novato CA).

Las amplificaciones por LATE-PCR se llevaron a cabo en un volumen de 25 pl que consistia en 1 x tampoén de PCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA), MgCl; 2 mM, dNTP 200 nM, cebador limitante 50 nM, cebador en exceso 1000 nM, 1,25
unidades de ADN polimerasa Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA), 500 nM de sondas 1, 3 y 6, y 200 nM de
sondas 2, 4 y 5. Para cada cepa analizada se usaron aproximadamente 1.000 genomas equivalentes. Las
reacciones de amplificacion de cada cepa se realizaron por triplicado.

El perfil térmico de la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 98 °C/3 min durante 1 ciclo, seguido de 98 °C/10 s-
75 °C/40 s durante 50 ciclos, seguido de la adquisicion de fluorescencia en cada grado desde la hibridacion a 75°C
con decrementos de 1 °C en intervalos de 30 s hasta 34 °C seguido por 10 min a 34 °C. A esto, le sigui6é un inicio de
la fusién a 34 °C con incrementos de 1 °C en intervalos de 30 s hasta 81 °C.

Las temperaturas de fusion de las sondas se realizaron utilizando el programa informatico Visual OMP 7.0 con las
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concentraciones de diana, sondas de sefializacion y sondas de desactivacion a 100 nM, 200 nM y 500 nM,
respectivamente. Las Tf fueron las siguientes: Sonda 1, 50 °C; Sonda 2, 63 °C; Sonda 3, 56 °C; Sonda 4, 67 °C;
Sonda 5, 75 °C; y Sonda 6, 63 °C. El analisis de las hibridaciones de sonda-diana tras la amplificacion se realizd
mediante el analisis de la curva de fusiéon usando la primera derivada para la fluorescencia de Quasar 670 en un
intervalo de temperaturas comprendido entre 35 °C y 78 °C. A partir de este conjunto de datos, el valor de
fluorescencia mas alto se usé para normalizar los datos con respecto a la unidad. Si el valor usado fuera negativo,
se multiplicé por (-15); si fuera un numero positivo, se multiplicé por quince.

La FIG. 9 ilustra la unién de los tres conjuntos de sondas (Sondas 1/Sonda 2, Sonda 3/Sonda 4, y Sonda 5/Sonda 6)
a la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria, utilizando la cepa 13545 susceptible al farmaco como diana.
En la FIG. 9, la cadena 21 es la cadena diana, la cadena 23 es el cebador en exceso y la cadena 22 es el cebador
limitante. Con fines ilustrativos, las sondas 1-6 se muestran hibridadas a la cadena 21 en una orientacion 3' a 5' con
sus extremos desapareados anteriores. Los desapareamientos entre las sondas y la cadena 21, y entre el cebador
limitante y la cadena 21 se muestran en negrita. Los marcadores de fluoréforo y desactivador se han omitido en la
FIG. 9, pero se han dado anteriormente en las descripciones de la secuencia. Algunos de los nucleétidos de las
secuencias de sonda se desaparearon de forma deliberada con la cepa 13545 sensible tal como la Sonda 1, que
contiene desapareamientos en las posiciones 31 (A a G) y 38 (T a G) con respecto al extremo 5' de la cadena 21.
Otros desapareamientos estan en la Sonda 2, posiciéon 62 (A a A), Sonda 4, posicion 86 (A a C). Dentro del cebador
limitante, en la posicién 142 (A a G) hay un desapareamiento que se incluyé para reducir una horquilla que aparece
en la cadena diana original. Ademas de estos desapareamientos en la cepa sensible 13545, la cepa 18460 tiene un
desapareamiento de nucleétido en la posicion 59 (T a T) mientras que la cepa 9249 tiene un desapareamiento en la
posicion 104 (G a T).

Se apreciara que la amplificacion mediante LATE-PCR proporciona una muestra que contiene la cadena del cebador
en exceso, que comprende la secuencia diana de acido nucleico monocatenaria que se esta sondeando en este
momento. La cadena del cebador en exceso incluye la secuencia del cebador en exceso en un extremo y el
complemento de la secuencia del cebador limitante en el otro extremo. En este caso, debido al desapareamiento
entre el cebador limitante y la cadena 21, la cadena del cebador en exceso diferira de la cadena 21 en la posicion
142, que sera una T en lugar de una G. Puesto que la region de la cadena 21 es complementaria a las sondas 1-6,
la cadena del cebador en exceso es idéntica a la cadena 21.

La FIG. 10A presenta los resultados del analisis de dos cepas diferentes de M. tuberculosis, la cepa 13545 y la cepa
18460. Los datos del analisis por triplicado de muestras de amplificaciones diferentes de las dos cepas estan
superpuestos con fines ilustrativos. El circulo 311 representa la cepa resistente a farmacos 18460 (D516V, un acido
aspartico situado en la posicion del aminoacido 516 se cambid por valina), pero al mismo tiempo, el circulo 312
muestra las réplicas de la cepa sensible a farmacos 13545 (V146F, una valina situada en la posicion del aminoacido
146 se cambioé por fenilalanina). La FIG. 10B presenta los resultados de la cepa resistente a farmacos 9249 y la
cepa sensible a farmacos 13545, mientras que el circulo 313 muestra las réplicas de la cepa resistente a farmacos
9249 (S531L, una serina situada en la posicion de aminoacido 513 se cambi6 por leucina) y el circulo 314 muestra
tres réplicas de la cepa sensible a farmacos 13545 (V146F).

Ejemplo 2
Deteccion de una cepa resistente a farmacos de M. tuberculosis en una mezcla mixta

Se realizaron amplificaciones mediante LATE-PCR para proporcionar secuencias diana de acido nucleico
monocatenarias usando la cepa 18640 de M. tfuberculosis resistente (D516V, un acido aspartico situado en el
aminoacido 516 cambié a valina) y la cepa sensible 13545 en diferentes proporciones para determinar el nivel de
sensibilidad en una muestra mixta. Los componentes y las condiciones de la reaccion son las descritas en el
Ejemplo 1, a excepcién de las secuencias diana iniciales estaban incluidas en las mezclas de reaccion. Los
amplicones generados a partir de la cepa 18640 y la cepa 13545 usando los cebadores del Ejemplo 1 comprenden
una sola variacion de nucleétidos dentro de la secuencia de hibridacién de la sonda 2. En la presente realizacion, la
sonda 2 es una sonda de sefalizacion. Como alternativa, en algunas realizaciones, se puede emplear una sonda de
desactivacion que se hibrida con la regién del amplicon que contiene el nucleétido variable, y una sonda de
sefalizacion correspondiente esta disefiada para hibridarse de manera adyacente. Una mezcla de reaccién contenia
solo la cepa 18460, y otra mezcla de reaccion solo incluia la cepa 13545. Cada uno de estos controles del 100 %
contenia aproximadamente 100.000 copias del ADN gendmico de la correspondiente cepa. Las mezclas de reaccion
de una primera muestra mixta contenian un 20 % (aproximadamente 20. 000 genomas) de la cepa resistente 18460
con el 80 % (aproximadamente 80.000 genomas) de la cepa sensible 13545. La mezcla de reaccion de una segunda
muestra mixta contenia un 10 % de la cepa 18460 (10.000 genomas) con el 90% de la cepa 13545 (90.000
genomas). La mezcla de reaccion de una tercera muestra mixta el 5 % de la cepa 18460 (5.000 genomas) con el 95
% de la cepa 13545 (95.000 genomas). La mezcla de reaccion de una cuarta muestra mixta contenia el 1 % de la
cepa 18460 (1.000 genomas) con el 99 % de la cepa 13545 (99.000 genomas). Las reacciones de amplificacion se
realizaron por triplicado.

El perfil térmico de la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 98 °C/3 min durante 1 ciclo, seguido por 98 °C/10 s-
75 °C/40 s durante 50 ciclos, seguido de la adquisicién de fluorescencia en cada grado desde la hibridacion a 75 °C
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con decrementos de 1 °C en intervalos de 30 s hasta 34 °C, seguido del mantenimiento a 34 °C durante 10 min. A
esto, le siguid un inicio de la fusion a 34 °C con incrementos de 1 °C en intervalos de 30 s hasta 81 °C, seguido de la
hibridacion a partir de 75 °C con decrementos de 1 °C en intervalos hasta 34 °C. Este perfil de fusién/hibridacion se
repitio tres veces mas.

Los datos usados en el analisis grafico de la hibridacion de las seis sondas fue la media de cada réplica de los
ultimos tres perfiles de fusion. A estos valores medios, se rest6 la fluorescente a 35 °C, y los valores resultantes se
normalizaron mediante la divisién de todos los valores con la fluorescencia a 78 °C. A continuacién, se genero la
primera derivada de los datos resultantes y se normalizaron dividiendo todos los valores usando el mayor valor
positivo.

Para eliminar la contribucién del ADN de la cepa sensible de las mezclas que contienen los ADN de las cepas tanto
sensibles como resistentes, se usaron réplicas de las muestras de ADN puro de las cepas sensibles (controles del
100 %) para generar valores derivados de la media para cada temperatura, como se ha descrito anteriormente.
Estos valores se restaron después de los valores derivados de la media de cada mezcla para llegar a la contribucion
de la cepa resistente. Ademas, se establecio la distribucidn entre las muestras independientes de ADN sensible puro
restando los valores derivados de la media del ADN sensible puro de cada una de las muestras individuales de ADN
sensible puro.

Las FIG. 11A-11D muestran los analisis resultantes. Muestran la sefial de diversos porcentajes de la cepa resistente
18460 en un fondo creciente de la cepa sensible 13545. La Fig. 11A muestra esta sefial con una mezcla mixta de un
20 % de la cepa resistente 18460 en un fondo del 80 % de la cepa sensible 13545, mientras que el circulo 410
identifica la contribucion de la cepa resistente en las réplicas de la mezcla, y el circulo 411 identifica la distribucion
entre las réplicas de la cepa sensible pura. La Fig. 11B muestra la sefial con la mezcla del 10 %, con el circulo 412
representando la contribucién de la cepa resistente en las réplicas de la mezcla, y el circulo 413 representando la
distribucion entre las réplicas de la cepa sensible pura. La Fig. 11C muestra la sefial de la mezcla con un 5 % de
réplicas de cepa resistente (circulo 414 que identifica la contribucién de la cepa resistente en réplicas de la mezcla, y
el circulo 415 identifica la distribucién entre las réplicas de la cepa sensible pura). La Fig. 11D muestra la sefial de la
mezcla de la cepa resistente al 1 %. El circulo 416 identifica la contribucion de la cepa resistente en las réplicas de la
mezcla, y el circulo 417 identifica la distribucién entre las réplicas de la cepa sensible pura.

Ejemplo 3
Deteccion de la resistencia a multiples farmacos en cepas de M. tuberculosis

Se us6 un ensayo de LATE-PCR multiplexado para proporcionar multiples acidos nucleicos diana monocatenarios
con el fin de detectar la resistencia a farmacos en tres genes, gyrA (fluoroquinolonas), katG (isoniazida) y rpoB
(rifampicina), de cada una de las tres cepas 13545, 202626 y 15552. Para el gen gyrA, las cepas 13545 y 202626
eran sensibles a farmacos, mientras que la cepa 15552 (A90V, un acido aspartico situado en la posicion de
aminoacido 90 se cambid a una valina) era resistente a farmacos. Para el gen katG, la cepa 202626 era sensible a
farmacos, mientras que la cepa 13545 (S315T, una serina situada en la posicion del aminoacido 315 se cambio6 a
una tirosina) y la cepa 15552 (S315N, una serina situada en la posicion de aminoacido 315 se cambid a asparagina)
eran resistentes. Para el gen rpoB, la cepa 13545 era una cepa sensible mientras que la cepa 15552 (S531L, una
serina situada en la posicién de aminoacido 513 se cambid a una leucina) y la cepa 202626 (H526D, una histidina
situada en la posicion de aminoacido 513 se cambio a un acido aspartico) eran resistentes.

Los componentes y las condiciones de reaccion fueron los siguientes:

Para el gen gyrA

Cebador limitante: 5' ACCAGGGCTGGGCCATGCGCACCA (SEQ ID NO: 12)

Cebador en exceso: 5' GGACCGCAGCCACGCCAAGTC (SEQ ID NO: 13)

Diana: Cepa 13545
5’"GGACCGCAGCCACGCCAAGTCGGCCCGGTCGGTTGCCGAGACCATGGGCAA
CTACCACCCGCACGGCGACGCGTCGATCTACGACAGCCTGGTGCGCATGGCCC
AGCCCTGGT (SEQ ID No. 14)

Diana: Cepa 202626

Idéntica a la cepa 13545
Diana: Cepa 15552
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5"GGACCGCAGCCACGCCAAGTCGGCCCGGTCGGTTGCCGAGACCATGGGCAA
CTACCACCCGCACGGCGACGTIGTCGATCTACGACAGCCTGGTGCGCATGGCCC
AGCCCTGGT (SEQ ID No.15)

Sonda 1:

5' CGACCGGGCC-BHQ2 (SEQ ID NO: 16)

Sonda 2:

5' Cal Red 610-AACCCATGGTCTCGGCAACTT-BHQ2 (SEQ ID NO: 17)
Sonda 3:

5' Cal Red 610-AATCGCCGTGCGGGTGGTAGTT- BHQ2 (SEQ ID NO: 18)
Sonda 4:

5'GCTGTCGTAGATCGACGCG-BHQ2 (SEQ ID NO: 19)

Para el gen katG

Cebador limitante: 5' AGCGCCCACTCGTAGCCGTACAGGATCTCGAGGAAAC (SEQ ID NO: 20)

Cebador en exceso: 5' TCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCAC (SEQ ID NO: 21)

Diana: Cepa 202626
GCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACC
AGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGGACAACAGTT
TCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCT (SEQ ID No. 22)

Diana: Cepa 13545
GCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACC
ACCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGGACAACAGTTT
CCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCT (SEQ ID No. 23)

Diana: Cepa 15552
GCTTGGGCTGGAAGAGCTCOGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACC
AACGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGGACAACAGTT
TCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCT (SEQ ID No. 24)

Sonda 1:

5' Cal Orange 560-AAGTGATCGCGTCCTTACCTT-BHQ2 (SEQ ID NO: 25)

Sonda 2:
5' GACCTCGATGCAGCTG-BHQ2 (SEQ ID NO: 26)

Para el gen rpoB

Cebador limitante: el mismo que en el Ejemplo 1
Cebador en exceso: el mismo que en el Ejemplo 1

Diana: Cepa 202626
5’CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAAT
TCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCGACAAGCGCCGACTGTCG
GCGCTGGGGCCCGGCAGAGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAG (SEQ ID No.
27)

Diana: Cepa 15552

El mismo que la cepa 9249 definida en el Ejemplo 1

Diana: Cepa 13545
Expuesta en el Ejemplo 1
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Sondas usadas para el gen rpoB:
Sondas 1-6 expuestas en el Ejemplo 1.

El subrayado de una secuencia diana indica la situacion del cambio del nucleétido en la cepa sensible a farmacos.

Las amplificaciones por LATE-PCR se realizaron en un volumen de 25 pl que consistia en 1 x tampén de PCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA), MgCl, 2 mM, dNTP 200 nM, cebador limitante 50 nM, cebador en exceso 1000 nM para
cada conjunto de cebadores, 1,25 unidades de ADN polimerasa Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA), 500 nM de
sondas 1y 3, con 200 nM de sondas 2 y 4 para las sondas de katG, 200 nM de sonda 1 y 500 nM de sonda 2, y
para las sondas de rpoB, se usaron las concentraciones expuestas en el Ejemplo 1. Para todas las cepas ensayadas
se usaron aproximadamente 1.000 genomas equivalentes de diana previamente amplificada, y las reacciones de
amplificacién de cada cepa se realizaron por triplicado.

El perfil térmico de la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 98 °C/3 min durante 1 ciclo, seguido de 98 °C/10 s-
75 °C/40 s durante 50 ciclos, seguido de un inicio de la hibridacién a 75 °C con decrementos de 1 °C en intervalos de
30 s hasta 34 °C, seguido por 10 min a 34 °C. A esto, le sigui6 un inicio de la fusién a 34 °C con incrementos de 1 °C
en intervalos de 30 s hasta 81 °C.

Las hibridaciones de sonda-diana se analizaron mediante el analisis de la curva de fusién usando la primera
derivada para cada fluorescencia independientemente en un intervalo de temperaturas comprendido entre 35 °C y
78 °C. A partir de cada conjunto de datos, se us6 el valor de fluorescencia mas alto para normalizar los datos con
respecto a la unidad. Si el valor usado es negativo, entonces se multiplica por -15 (menos quince), si el valor usado
es positivo, entonces se multiplica por +15 (mas quince). Cada una de las cepas ensayadas resulto diferir en lo que
respecta a la resistencia a los farmacos. Véase la siguiente Tabla 1. Por ejemplo, la cepa 13545 es resistente a los
farmacos de isoniazida, pero sensibles tanto a las fluoroquinolonas como a la rifampicina, mientras que la cepa
15552 es resistente a los tres farmacos.

Tabla 1
Farmaco Gen Cepa 13545 | Cepa 202626 | Cepa 15552
Fluoroquinolonas | gyrA Sensible Sensible Resistente
Isoniazida katG Resistente Sensible Resistente
Rifampicina rpoB Sensible Resistente Resistente

La FIG. 12 ilustra la union a la sonda de cebadores y de sondas de la cadena 51, la diana gyrA de la cepa 13545,
que, debido a que los cebadores eran perfectamente complementarios a la cadena diana original, es idéntica a la
cadena del cebador en exceso. En la FIG. 12 la parte subrayada 53 de la secuencia 51 corresponde a los
nucledtidos del cebador en exceso y la secuencia 52 es el cebador limitante. Las sondas 1-4 se muestran hibridadas
a la cadena 51 en una orientacion de 3' a 5' con sus extremos desapareados anteriores. Las sondas estan marcadas
con sus respectivos desactivadores o fluoréforos (no mostrados) como se ha descrito anteriormente. La cepa 15552
difiere con respecto al extremo 5' en la posicion 72, un nucledtido T de ambas cepas 13545 y 202626 que tiene un
nucleétido C en dicha posicion.

La FIG. 13 ilustra la unién a sondas de cebadores y sondas a la cadena 61, la diana de katG de la cepa 202626,
que, debido a que los cebadores eran perfectamente a de la cadena diana original, es idéntica a la cadena del
cebador en exceso; es decir, uno de los tres productos monocatenarios de la reaccién de amplificacion por LATE-
PCR. En la FIG. 13, la secuencia subrayada 63 corresponde a los nucleétidos del cebador en exceso, y la secuencia
subrayada 62 es el cebador limitante. Las sondas 1, 2 se muestran hibridadas a la cadena 61 en la orientacion 3' a
5' con sus extremos desapareados anteriores. Con respecto al extremo 5' de la cadena 61, las tres cepas se
diferencian en la posicién 56 (G, en negrita) con respecto a la Sonda 2. En la posicion 54 hay una "G" como se
muestra para la cepa 202626, pero es una "C" en la cepa 13545 y una "A" en la cepa 15552. El cebador en exceso
contiene un desapareamiento deliberado en el extremo 5' (una "T" en lugar de la "G" en cada una de las dianas)
para reducir el cebado incorrecto potencial durante la fase lineal de la amplificacion por LATE-PCR.

El perfil térmico de la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 98 °C/3 min durante 1 ciclo, seguido por 98 °C/10 s-
75 °C/40 s durante 50 ciclos, seguido de un inicio de la hibridacién a 75 °C con decrementos de 1 °C en intervalos de
30 s hasta 34 °C seguido de 10 min a 34 °C. A esto, le sigui6é un inicio de la fusion a 34 °C con incrementos de 1 °C
en intervalos de 30 s hasta 81 °C.

La FIG. 14A presenta las lecturas de fluorescencia normalizadas de a las seis sondas del gen rpoB en tres cepas
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diferentes de M. tuberculosis en funcién de la temperatura. El circulo 711 representa las réplicas para la cepa
202626, mientras que el circulo 712 muestra las réplicas para la cepa 15552 y el circulo 713 son las réplicas para la
cepa 13545. La FIG. 14B muestra los resultados de las sondas de gyrA, que distinguen las cepas sensibles 202626
y 13545 (circulo 714) de la cepa resistente a farmacos 15552 (circulo 715). Los resultados de las sondas del gen
katG se muestran en la FIG. 14C, en la que los tres derivados de fusion son diferentes, el circulo 716 son réplicas de
la cepa sensible 202626, mientras que las cepas resistentes 13545 y 15552 estan representadas por el circulo 717 y
el circulo 718, respectivamente.

Ejemplo 4

Diferenciacion de las especies y la deteccion de la resistencia a los farmacos entre los miembros del género
Mycobacterium

Se us6 un ensayo de LATE-PCR multiplexado para proporcionar multiples acidos nucleicos diana monocatenarios
para detectar la resistencia a farmacos para la isoniazida usando katG mas la region promotora del gen mabAy la
resistencia para la rifampicina determinada con el gen rpoB. También el ensayo identifica de forma unica M.
tuberculosis de otros miembros del género Mycobacterium usando una combinacion de dos genes, el ribosomal 16S
y los genes girasa B.

Cebadores, sondas y secuencias diana fueron el resultado de un extenso andlisis de alineaciones de secuencias
(véase la FIG. 15) y el ensayo empirico para producir secuencias que, cuando se usa en ensayos proporciona
resultados ricos en informacién. Los componentes y las condiciones de reaccion fueron las siguientes:

Las secuencias de los cebadores para el gen rpoB;

cebador limitante de rpoB: 5' CTCCAGCCAGGCACGCTCACGTGACAGACCG (SEQ ID NO: 28)
cebador en exceso de rpoB: 55CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAG (SEQ ID NO: 29).

Las secuencias de sonda para el gen rpoB:

Sonda desactivada de rpoB 1
5'-BHQ2-CTGGTTGGTGCAGAAG-C3 (SEQ ID NO: 30)

Sonda activada de rpoB 1
5'-Quasar 670-TCAGGTCCATGAATTGGCTCAGA BHQ2 (SEQ ID NO: 31)

Sonda desactivada de rpoB 2
5'-BHQ2-CAGCGGGTTGTT-C3 (SEQ ID NO: 32)

Sonda activada de rpoB 2
5'-Quasar 670-ATGCGCTTGTGGATCAACCCCGAT BHQ2 (SEQ ID NO: 33)

Sonda activada de rpoB 3
5'-Quasar 670-AAGCCCCAGCGCCGACAGTCGTT BHQ2 (SEQ ID NO. 34)

Sonda desactivada de rpoB 3
5'-ACAGACCGCCGG BHQ2 (SEQ ID NO: 35)

Secuencias diana de rpoB:

cepa 8094 de M. tuberculosis;
5’CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAG

CCAATTCATGGGCCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCTGG
CTGGAG (SEQ 1D No.36)

cepa 8545 de M. tuberculosis;
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5’CCGOGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAG
CCCATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGC
CGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCTGGC
TGGAG (SEQ ID No.37)

M. africanum;

5'CCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAG
CCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGG
CTGGAG (SEQ ID No.38)

M. intracellulare;
5 No disponible.

Las secuencias de cebador para el gen katG:

Cebador limitante de katG: 5 AGCGCCCACTCGTAGCCGTACAGGATCTCGAGGAAAC (SEQ ID NO: 39)
Cebador en exceso de katG: 5' TCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCAC (SEQ ID NO: 40).

Las secuencias de sonda para el gen katG:

10 Sonda activada de katG
5' Cal Orange 560-GTATCGCGTCCTTACCGGTTCCAC-BHQ2 (SEQ ID NO: 41)
Sonda desactivada de katG
5' CTCGATGCTGCTGGTG-BHQ2 (SEQ ID NO: 42)

Las secuencias diana de katG:

15 cepas 8545 y 8094 de M. tuberculosis;
5’GCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCG
ATCACCACCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGG
GACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCT  (SEQ
ID No.43)

M. intracellulare;

5'GGCTGGGCTGGAAGAGCTCGTACGGCACCGGTTCGGGCAAGGATGCG
ATCACCAGCGGCCTCGAGGTGGTCTGGACGCCCACCCCGACGAAGTGG

GACAACAGCTTCCTGGAGACGCTGTACGGCTACGAATGGGAGCT  (SEQ
ID No.44)

M. africanum;
20 No disponible.

Las secuencias de cebador para la regién promotora de mabA

Cebador limitante de mabA: 5TTCCGGTAACCAGGACTGAACGGGATACGAATGGGGGTTTGG (SEQ ID NO:
45)
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Cebador en exceso de mabA: 5' TCGCAGCCACGTTACGCTCGTGGACATAC (SEQ ID NO: 46).

Las secuencias de sonda para la regién promotora de mabA:

Sonda activada de mabA:

5'Cal Red 610-TTACAACCTATCGTCTCGCCGCAA-BHQ2 (SEQ ID NO: 47)
Sonda desactivada de mabA:

5' GCAGTCACCCCG-BHQ2 (SEQ ID NO: 48)

Secuencias diana del promotor de mabA

Cepa 8094 de M. tuberculosis;
5" TCGCAGCCACOTTACGCTCGTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCG
GCGAGACGATAGGTTGTCGGGGTGACTGCCACAGCCACTGAAGGGGCC
AAACCCCCATTCGTATCCCGTTCAGTCCTGGTTACCGGAGGAAACCGGG
GGATCGGGCTGGCOGATCGCACAGCGGCTGGCTGCCGA (SEQ ID No 49)

Cepa 8545 de M. tuberculosis;

5’ TCGCAGCCACGTTACGCTCGTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCG
GCGAGATGATAGGTTGTCGGGGTGACTGCCACAGCCACTGAAGGGGCC
AAACCCCCATTCGTATCCCGTTCAGTCCTGGTTACCGGAGGAAACCGGG
GGATCGGGCTGGCGATCGCACAGCGGCTGGCTGCCGA (SEQ ID No.50)

M. intracellulare;
No disponible.

M. africanum;
No disponible.

Las secuencias de cebador para 16s:

Cebador limitante de 16s: 5-~ACACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCG (SEQ ID NO: 51)

Cebador en exceso de 16s: 5-GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACG (SEQ ID NO: 52).
Las secuencias de sonda para 16s:

Sonda activada de 16s: 5'-BHQ1 TTGGCTCATCCCACACCGCTAAAGTGCTTTAA-FAM (SEQ ID NO: 53)

Sonda desactivada de 16s: 5-BHQ1 CCACCACAAGATATGCGTCTCGTGTTCCTAT-C3 (SEQ ID NO: 54).

Secuencias diana de 16s:

Cepas 8545, 8094 de M. tuberculosis y M. africanum;
5’GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTC

GGOATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCACGGGAT
GCATGTCTTGTGGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGG
CCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTA
GCCGGCCTGAGAGGGTGT (SEQ ID No.55)

M. intracellulare
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5'"GAGTGGCGAACGGOTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTTC
GOCGATAAGCCTGGGAAACTGGOTCTAATACCGGATAGGACCTTTAGAC
GCATGTCTTTTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCC
TATCAGCTTGTTGGTGOGGGTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAG
CCGGCCTGAGAGGGTGT (SEQ ID No.56)

Las secuencias de cebador para el gen girasa B:

Cebador en exceso de girasa B: 5' ATACGGGCTTGCGCCGAGGACAC (SEQ ID NO: 57)

Cebador limitante de girasa B: 5' GTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACC (SEQ ID NO: 58).

El oligo sin marcar para el gen girasa B gene:

Oligo-gyrB: 5-CCACTGGTTTGAAGCCAACCCCA-C3 (SEQ ID NO: 59)
Las secuencias de sonda para el gen girasa B:

Sonda activada de girasa B: 5' BHQ1 AGGACGCGAAAGTCGTTGCT-C3- FAM (SEQ ID NO: 61)

Sonda desactivada de girasa B: 5' BHQ1 TGAACAAGGCT-C3 (SEQ ID NO: 62).

Secuencias diana de girasa B

Cepas 8545y 8094 de M. tuberculosis;
S'GTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGTTGGGCAA

CACCGAGUTCAAATCGTTTGTGCAGAAGGTCTGTAACGAACAGCTGACC
CACTGGTTTGAAGCCAACCCCACCGACGCGAAAGTCGTTGTGAACAAG
GCTGTGTCCTCGGCGCAAGCCCGTAT (SEQ ID No.63)

M. africanum;

S'GTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGTTGGGCAA
CACCGAGGTCAAATCGTTTGTGCAGAAGGTCTGTAACGAACAGCTGACC
CACTGGTTTGAAGCCAACCCCACCGACTCGAAAGTCGTTOGTGAACAAGG
CTGTGTCCTCGGCGCAAGCCCGTAT (SEQ ID No.64)

M. intracellulare
No disponible.

La secuencia para PRIMESAFE 046:

5'Dabcyl-GGAGCAGACTAGCACTGAGGTA-Dabeyl (SEQ ID NO: 65)
5'Dabcyl- TACCTCAGTGCTAGTCTGCTCC-Dabceyl (SEQ ID NO: 66).

Un enlazador de tres carbonos se indica con Cs, mientras que los desactivadotes Black Hole 1 o 2 se indican con
BHQ1 o BHQ2 respectivamente. (Biosearch Technologies, Novato CA).

Las amplificaciones por LATE-PCR se realizaron por triplicado, y se llevaron a cabo en un volumen de 25 yl que
consistia en 1 x tampén de PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA), MgCl> 2 mM, dNTP 300 nm, cebador limitante 50 nM,
cebador en exceso 1000 nM, 1,5 unidades de Platinum Tag ADN polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA), 500 nM de
cada sonda desactivada, 200 nM de cada sonda activada y 100 nM de PRIMESAFE 046.

El perfil térmico para la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 98 °C/3 min para 1 ciclo, seguido de 98 °C/10 s-
75 °C/45 s para 60 ciclos, seguido de 10 min a 75 °C, seguido de 10 min a 25 °C con una fusioén partiendo de 25 °C
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con incrementos de 1 °C en intervalos de 45 s a 81 °C con la adquisicién de fluorescencia a cada grado. Las
hibridaciones de sonda-diana se analizaron mediante el andlisis de la curva de fusiéon usando la primera derivada
para cada fluoréforo por separado para las temperaturas de entre 25 °C y 80 °C.

El ensayo anterior proporciona medios para la diferenciacion de las micobacterias, segun lo evidencian los graficos
derivados de los distintivos de fluorescencia dependientes de la temperatura en la FIG. 16A-D.

Ejemplo 5

Deteccion de una resistencia a multiples farmacos e identificacion de especies de M. tuberculosis en una
muestra mixta sin micobacterias

Se realizaron amplificaciones por LATE-PCR para proporcionar secuencias diana de acido nucleico monocatenarias
usando la cepa 8094 de M. tuberculosis resistente a multiples farmacos (el gen rpoB tiene D516G, un acido
aspartico situado en el aminoacido 516 cambiado a una glicina, el gen katG tiene S315T, una serina situada en el
aminoacido 315 cambiada a una treonina, el promotor de mabA no tiene mutacién, teniendo asi una secuencia de
tipo silvestre) y el M. intracellulare (que no se habia caracterizado para estos genes) en diferentes proporciones para
determinar el nivel de sensibilidad dentro de una muestra mixta. Una mezcla de reaccién solo contenia la cepa 8094,
y la otra mezcla de reaccion solo contenia M. intracellulare. Cada uno de estos controles del 100 % contenia
aproximadamente 20.000 copias de ADN genomico de la cepa pertinente. Las mezclas de reaccidon para una
primera muestra mixta contenian un 10 % (aproximadamente 2.000 genomas) de la cepa resistente 8094 con un
80 % (aproximadamente 18.000 genomas) de M. intracellulare. La mezcla de reaccion para una segunda muestra
mixta contenia un 5 % de la cepa 8094 (1.000 genomas) con un 95 % de M. intracellulare (19.000 genomas). La
mezcla de reaccion para una tercera muestra mixta contenia un 1 % de la cepa 8094 (200 genomas) con un 99 % de
M. intracellulare (19.800 genomas). La mezcla de reaccion para una cuarta muestra mixta contenia un 0,5 % de la
cepa 8094 (100 genomas) con 99,5 % de M. intracellulare (19.900 genomas). La mezcla de reaccién para una quinta
muestra mixta contenia un 0,1 % de la cepa 8094 (20 genomas) con un 99,9 % de M. intracellulare (19.980
genomas). Los componentes de reaccion y las condiciones de PCR se describen en el Ejemplo 1, y las reacciones
de amplificacion se realizaron por triplicado.

Los datos usados para el analisis grafico de la hibridacion para los cinco genes y sus respectivos conjuntos de
sondas fue la primera derivada de la media de las tres repeticiones del perfil de fusion.

Las FIG. 17A-17D muestran el analisis resultante. En ellas se muestran la sefial de cada uno de los diferentes
porcentajes de la cepa resistente 8094 en un fondo creciente de M. intracellulare, asi como los controles sin molde.
La FIG. 17A muestra los derivados fluorescentes combinados de genes 16s y girasa B en los que M. intracellulare al
100 % y 100 % de cepa resistente 8094 son claramente diferentes. A medida que la mezcla de la cepa 8094 se
reduce del 10 %, 5%, 1 %, 0,5 %, estos distintivos fluorescentes se vuelven mas similares a M. intracellulare al
100 %; sin embargo, incluso al 0,1 % de la cepa 8094, la diferencia es discernible. La FIG. 17B muestra los
derivados de fusion del gen katG, donde M. intracellulare al 100 % es divergente del 100 % de la cepa resistente
8.094. Para katG esta diferencia en los patrones distintivos proporciona una deteccién inequivoca de todos los
porcentajes de cepa resistente 8094. La FIG. 17C muestra los derivados de la regiéon promotora de mabA y es el
caso en el que tanto el M. intracellulare como el 100 % de cepa resistente 8094 tienen la misma forma de distintivo.
Los porcentajes decrecientes de la cepa 8094 muestran una reduccioén similar en la sefial hacia M. intracellulare al
100 %. La FIG. 17D muestra los derivados de gen rpoB con distintivos fluorescentes diferentes para M. intracellulare
y 100 % de la cepa resistente 8094. Como es el caso de 16s y girasa B, los diferentes porcentajes de la cepa 8094
de 10 %, 5%, 1%, 0,5 % y 0,1 %, estos distintivos fluorescentes se vuelven mas similares a M. intracellulare al
100 %, pero siguen siendo distintos y siguen siendo unicos.

Ejemplo 6

Identificacion de especies de M. tuberculosis de otras micobacterias

Las secuencias de cebador y sonda para girasa B son las mismas que en el Ejemplo 4 con la adicion de:
Sonda activa de girasa B: 5' FAM CGTGTAATGAATAGCTGCG-BHQ1 (SEQ ID NO: 60)
Secuencias diana de gyrB:

M. tuberculosis
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S'GTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGTTGGGCAA
CACCGAGUGTCAAATCGAGTTTGTGCAGAAGGTCTGTAACGAACAGCTGACC
CACTGGTTTGAAGCCAACCCCACCGACGCGAAAGTCGTTGTGAACAAG
GCTGTGTCCTCGGCGCAAGCCCGTAT (SEQ ID No.63)

M. microti

S'GTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGTTGGGCAA
CACCGAGGTCAAATCGTTTGTGCAGAAGGTCTGTAACGAACAGCTGACC
CACTGOGTTTGAAGCCAACCCCACCGACTCGAAAGTCGTTGTGAACAAGG
CTOGTGTCCTCGGCGCAAGCCCGTAT (SEQ ID No.75)

M. bovis
S'GTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGTTGGGCAA
CACCGAGGTCAAATCGOGTTTGTGCAGAAGGTCTGTAATGAACAGCTGACC
CACTGGTTTGAAGCCAACCCCACCGACTCGAAAGTCAGTTGTGAACAAGG
CTGTGTCCTCGGCGCAAGCCCGTAT (SEQ ID No.76)

M. chelonae

5’GTCGGCGAACCTCAGTTCGAGGGTCAAACCAAGACCAAGCTGGGCAA
CACCGAGGTCAAGTCGTTTGTGCAGAAGGTGTGCAACGAGCAGCTGCA
GCACTGGTTCGACTCGAACCCCGCCGA (SEQ ID No.77)

M. intracellulare

5’GTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGOGTCAGACCAAGACCAAGCTGGGCAA
CACCGAAGTGAAGTCOGTTCOGTGCAGAAGGTCTGCAACGAACAGCTCAC
CCACTGGTTCGAGGCCAACCCCOGCGGA (SEQ ID No.78)

M. asiaticum

5’GTCGCCGAACCCCAGTTCGAGGGCCAGACAAAGACCAAGCTGGGCAA
CACCGAGGTCAAGTCOTTCGTGCAGAAGGTGTGCAACGAACAGCTCAC
CCACTGGTTCGAGGCCAATCCGTCGGA (SEQ ID No.79)

M. avium

5'GTGAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAACTGGGCAA
CACCGAGGTGAAGTCGTTCGTGCAGAAGGTGTGCAACGAACAGCTCAC
CCACTGGTTCGAAGCCAACCCCGCAG(SEQ ID No.80)

Las secuencias de cebador y de sonda para 16 s son las mismas que en el Ejemplo 4.
Secuencias diana de 16s:
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M. chelonae

5’ GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCT
GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCACACACT
TCATGGTGAGTGGTGCAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCC
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAG
CCGGCCTGAGAGGGTGA (SEQ ID No.81)

M. asiaticum

5’ GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTC
GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCACGGGAT
GCATGTCCTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCC
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAG
CCGGCCTGAGAGGGTGT (SEQ ID No.82)

M. avium

5"GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTTC
GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCTCAAGAC
GCATGTCTTCTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCC

TATCAGCTTGTTGGTGGGOTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGOTAG
CCGGCCTGAGAGGGTGT (SEQ ID No.83)

M. intracellulare
Igual que el Ejemplo 4

M. fortuitum

5’GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCT
GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATAGGACCGCGCTCT
TCATGTGGGGTGGTGGAAAGCTTTTGCGOTGTGGGATGGGCCCGCGGCC
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGC
CGGCCTGAGAGGGTGT (SEQ ID No.84)

Los miembros del complejo de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. microti, M. bovis).
Igual que el Ejemplo 4.

Las amplificaciones por LATE-PCR se realizaron en un volumen de 25 pl que consistia en 1 x tampén de PCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA), MgCl, 2 mM, dNTP 200 nM, cebador limitante 50 nM, cebador en exceso 1000 nM y 1,25
unidades de ADN polimerasa Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se prepararon tres mezclas separadas; la
primera tenia 200 nM de cada sonda activada de girasa B, 500 nM de sonda desactivada de girasa B y 1uM de oligo
de gyrB sin marcar; la segunda mezcla tenia 200 nM de sonda activada de 16s y 500 nM de sonda desactivada de
16s; mientras que la tercera combinaba todas las sondas y oligonucledtidos sin marcar tanto para girasa B como
para 16s.
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El perfil térmico para la reaccion de amplificacion fue el siguiente: 98 °C/3 min durante 1 ciclo, seguido de 98 °C/10
s-75 °C/45 s durante 60 ciclos, seguido de 10 min a 75 °C, seguidos de 10 min en 25 °C, iniciandose la fusion a
25 °C con incrementos de 1 °C en intervalos de 45 s a 81 °C con la adquisicion de fluorescencia a cada grado. Las
hibridaciones de sonda-diana se analizaron mediante el andlisis de la curva de fusiéon usando la primera derivada
para cada fluir por separado para temperaturas de 25 °C a 80 °C.

Las FIG. 18 A-C muestran los resultados de los derivados de fusion medios para cada conjunto de mezcla. La FIG.
18A son distintivos fluorescentes de los conjuntos de sondas de girasa B con los miembros del complejo de
Mycobacterium tuberculosis (MTBC); cepa 10460 de M. tuberculosis, cepa 15601, M. bovis, M. microti. Las especies
de micobacterias no tuberculosas (NTM) son M. fortuitum, M. avium, M. chelonae, M. intracellulare, M. asiaticum 'y
controles sin molde. Los resultados de los distintivos fluorescentes separan claramente las NTM de los miembros del
MTBC, mostrando todas las NTM resultados similares a NTC. Para los miembros del MTBC, los distintivos también
son diferentes entre si; M. tuberculosis tiene un pico marcado a 61 °C, y luego, un pico negativo a 49 °C, M. microti
tiene un pico a 54 °C y un pico menor a 49 °C, y M. bovis tiene picos positivos a 54 °C y 42 °C con un pico negativo
menor a 49 °C. La FIG. 18B muestra los resultados de las sondas de 16s, en los que todos los miembros de MTBC
tienen distintivos fluorescentes idénticos, mientras que todas las especies de NTM tienen sus propios distintivos
unicos. En la FIG. 18C, los conjuntos de sondas estan combinados y los resultados muestran que todas las especies
ensayadas tienen sus propios distintivos fluorescentes unicos.
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<400> 18
aatcgeegtg caggtggtag tt 22

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 19
gctgtcgtag atcgacgeg 19

<210> 20

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 20
agcgceccact cgtagecgta caggateteg aggaaac 37

<210> 21

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 21
tettgggetg gaagageteg tatggeac 28

<210> 22

<211>139

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 22

gettgggetg gaagageteg tatggeaccg gaaccggtaa ggacgeogatce accageoggea
tegaggtegt atggacgaac accoccgacga aatgggacaa cagtttocte gagatectgt

acggcetacga gtgggaget
<210> 23
<211>139
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 23
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gettgggety gaagageteg tatggoaceg gaaccggtaa ggacgegate accaceggea

togaggtogt atggacgaac accoccgacga aatgggacaa cagtttccotce gagatcetgt

acggetacga gtgggaget

<210> 24

<211>139

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 24

gettgggetg gaagageteg tatggecaccg gaaccggtaa ggacgcgatc accaacggea

tecgaggtegt atggacgaac acccegacga aatgggacaa cagtttccte gagatectgt

acggctacga gtgggaget

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25
aagtgatcge gtecttacet t 21

<210> 26

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 26
gacctcgatg cagetg 16

<210> 27

<211> 150

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27

ccggtggtcg ccgegatcaa ggagttcttc ggeoaccagee agoctgagocca attcatggac

cagaacaacce cgetgteggg gttgacegac aagegecgac tgteggeget ggggcoecogge

ggtetgteac gtgagegtge cgggetggag
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<210> 28

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 28
ctccagecag geacgceteac gtgacagace g 31

<210> 29

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 29
ccgotgoteg cegegateaa ggag 24

<210> 30

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 30
ctgottggtg cagaag 16

<210> 31

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 31
tcagatceat gaatiggete aga 23

<210> 32

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 32
cagegggttg tt 12

<210> 33

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
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<400> 33
atgegettgt ggatcaacee cgat 24

<210> 34

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 34
aagcccecagce geegacagte gt 23

<210> 35

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 35
acagaccgee gg 12

<210> 36

<211> 150

<212> ADN

<213> Mpycobacterium tuberculosis

<400> 36

coggtggtog cogeogateaa ggagttettc ggocaccagee agetgageca attcatggge

cagaacaacce cgetgteggg gttgacccac aagegecgac tgteggeget ggggecegge
ggtcetgtcace gtgagegtge ctggetggag

<210> 37

<211> 150

<212> ADN

<213> Mpycobacterium tuberculosis

<400> 37

ccggtggtcg cocgogatcaa ggagttctte ggcaccagcecc agcoctgagccocce attcatggac

cagaacaacc cgctgtcggg gttgacccac aagogocgac tgteggogcot ggggooccggc
ggtctgtcac gtgagogtge ctggotggag

<210> 38

<211> 150

<212> ADN

<213> Mycobacterium africanum

<400> 38
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ccggtggtcg ccgegatcaa ggagttcttc ggcaccagec agcetgagceca attcatggac 60

R

cagaacaacc cgctgtcggg gttgacccac aagcgccgac tgtcecggeget ggggeccgge

ggtctgtcac gtgagcgtge cgggectggag

<210> 39

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39
agcgeoccact cgtagoegta caggatctog aggaaac

<210> 40

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 40
tettgogcety gaagagceteg tatggeac 28

<210> 41

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 41
gtategegte cttacegatt ccac 24

<210> 42

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 42
ctcgatgetg clggtg 16

<210> 43

<211>139

<212> ADN

<213> Mpycobacterium tuberculosis

<400> 43
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gettgggety gaagageteg tatggcacey gaaceggtaa ggacgegate agcaccggea

tcgaggtcgt atggacgaac accccgacga aatgggacaa cagtttcctc gagatcctgt

acggctacga ghgggaget

<210> 44

<211>139

<212> ADN

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 44

ggctgggctyg gaagageteog tacggecaccg ghtcgggecaa ggatgcgatc accagcoggcec

tocgaggtggt ctggacgecoe accoccocgacga agtgggacaa cagettcetg gagacgetgt

acggctacga atgggaget

<210> 45

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 45
ttccggtaac caggactgaa cgggatacga atgggggattt gg 42

<210> 46

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 46
tcgecageeac gitacgcteg tggacatac 29

<210> 47

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 47
ftacaaccta tegteteges geaa 24

<210> 48

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
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<213> Mpycobacterium tuberculosis

<400> 49
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tcgecagecac gttacgetceg tggacatacce gatttoggoe cggcogegge gagacgatag

gttgtcgggg tgactgeccac agccactgaa ggggccaaac ccccattegt atceccgttca

gtecktggtta cocggaggaaa cegggggate gggctggega tegeacageyg getggekgec

ga

<210> 50

<211> 182

<212> ADN

<213> Mpycobacterium tuberculosis

<400> 50

tcgecagecac gttacgctcg tggacatacc gatttcggee cggocgogge gagatgatag

gttgteggygy tgactgcocae agecactgaa ggggcecaaac cceccattegt atecegttea

gtectggtta ceggaggaaa ¢ogggggate gggctggega tegeacageg goetggetgee

ga

<210> 51

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 51
acacectete aggecggeta ccogteg

<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 52
gagtggcgaa cgagtgagta acacg

<210> 53

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

27
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<400> 53
ttggcteate ceacaccget aaagtgettt aa 32

<210> 54

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 54

ccaccacaag atatgegtict cglgticcta t 31

<210> 55

<211> 211

<212> ADN

<213> Mpycobacterium tuberculosis

<400> 55

gagtggcgaa cgggtgagta acacgktgggt gatctgccct gecacttcggg ataagectgg 60

gaaactgggt ctaataccgg ataggaccac gggatgecatg tcttgtggtg gaaagcgett 120
tagcggtgtyg ggatgagece goggectatc agettgttgg tggggtgacg gectaccaag 130
gogacgacgg gtagcocoggcee tgagagggtg t 211

<210> 56

<211> 209

<212> ADN

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 56

gagtggegaa cgggtgagta acacgtggge aatctgecet geactteggg ataagectgg &0
gaaactgggt ctaataceogg ataggacctt tagacgeatg teottttggtg gaaagetttt 120
goggtgtggg atgggecege ggcectatcag cttgttggtyg gggtgacgge ctaccaagge 180
gacgacgggt agccggoctyg agagggtgh 208

<210> 57

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 57
atacgggctt gegeegagga cac 23

<210> 58

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
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<400> 58
gicagegaac cgeagttega gggecagace aagace

<210> 59

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 59
coactggttt gaagceaacc cca 23

<210> 60

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 60
cgtgtaatga atagctgeg 19

<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
<400> 61
aggacgogaa agtegttget 20
<210> 62
<211> 11

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética
<400> 62

tgaacaaggc t 11

<210> 63

<211>170

<212> ADN

<213> Mpycobacterium tuberculosis

<400> 63

gtcagcgaac cgcagttcga gggccagace aagaccaagt tgggcaacac cgaggtcaaa

tegtttgtge agaaggtetg taacgaacag ctgacccact ggtttgaage caacccocacca

gacgegaaag tegttgtgaa caaggetgtg tecteggege aagecegtat
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<210> 64

<211> 170

<212> ADN

<213> Mycobacterium africanum

<400> 64

gtcagcgaac cgcagttcga gggccagacc aagaccaagt tgggcaacac cgaggtcaaa
tegtttgtge agaaqggtetg taacgaacag ctgacecact ggtttgaage caaccecace

gactegaaag tegttgtgaa caaggetgtg tecteggege aagoccgtat

<210> 65

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 65
ggagcagact agcactgagg ta

<210> 66

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 66
tacctcagtg ctagtetget co 22

<210> 67

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 67
atcctceggg ctgccgaace agegga

<210> 68

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 68
tgctetggea tgtcatcgge gegaattegt

<210> 69

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

22
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<220>
<223> Sintética

<400> 69
ttctcggate atgctcaaa 19

<210>70

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 70
gaatgtagee 10

<210> 71

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 71
gettgacege cggeageceg tegatge

<210>72

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 72
agtcggegga gaagggtiga gige 24

<210>73

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 73
gacaggtcgce cgeegatgag ageggtgage

<210> 74

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 74
cgatatggty tgatatatea cctttgecty acage

<210>75
<211>170

27
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<212> ADN
<213> Mycobacterium microti

<400> 75
gtcagcgaac cgecagttcga gggecagace aagaccaagt tgggcaacac cgaggtcaaa

tegtttgtge agaaggtectg taacgaacag ctgacccact ggtttgaage caaceccacce

gactcgaaag tcegttgtgaa caaggetgtg tecteggege aagecegtat

<210> 76

<211> 170

<212> ADN

<213> Mycobacterium bovis

<400> 76

gtcagcgaac cgcagttcga gggccagacc aagaccaagt tgggcaacac cgaggtcaaa
tcgtttgtge agaaggtctg taatgaacag ctgacccact ggtttgaagc caaccccacc
gactcgaaag tcgttgtgaa caaggctgtg tocctceggocge aagccoccgtat

<210> 77

<211>122

<212> ADN

<213> Mycobacterium chelonae

<400> 77
gtcggcgaac ctcagttcga gggtcaaacc aagaccaagc tgggcaacac cgaggtcaag

tcgtttgtge agaaggtgtg caacgagcag ctgcagcact ggttcgactce gaaccccgceco
ga

<210>78

<211>122

<212> ADN

<213> Mycobacterium intracellulare

<400> 78

gtcagegaac cgecagttoga gggtcagace aagaccaage tgggcaacac cgaagtgaag
tegttegtge agaaggtotyg caacgaacag ctcacccact ggttogagge caacceegeg

ga

<210>79

<211>122

<212> ADN

<213> Mycobacterium asiaticum

<400> 79
gtcgccgaac cccagttcga gggccagaca aagaccaagc tgggcaacac cgaggtcaag

tcgttcogtge agaaggtgtg caacgaacag ctcacccact ggttcgaggc caatccgteg

ga

<210> 80
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<211>121
<212> ADN
<213> Mycobacterium avium
<400> 80
gtgagcgaac cgcagttcga gggccagacc aagaccaaac tgggcaacac cgaggtgaag

tcgttcgtge agaaggtgtg caacgaacag ctcacccact ggttcgaagc caaccccgca

g

<210> 81

<211> 209

<212> ADN

<213> Mycobacterium chelonae

<400> 81
gagtggcgaa cgggtgagta acacgtgggt gatctgccct gcactctggg ataagectgg

gaaactgggt ctaataccgg ataggaccac acacttcatg gtgagtggtg caaagctttt
geggtgtggg atgageecge ggectatcag cttgttggtg gggtaatgge ccacecaagge
gacgacgggt ageaggectg agagggtga

<210> 82

<211> 209

<212> ADN

<213> Mycobacterium asiaticum

<400> 82
gagtggcgaa cgggtgagta acacgtgggt gatctgcect gcactteggg ataagectgg

gaaactgggt ctaataccgg ataggaccac gggatgcatg tccectgtggtg gaaagetttt

goggtgtggg atgggecege ggectatcag cttgttggtg gggtgacgge ctaccaagge
gacgacgggt agccggcctyg agagggtgt

<210> 83

<211> 209

<212> ADN

<213> Mycobacterium avium

<400> 83 )
gagtggcgaa cgggtgagta acacgtggge aatctgcect gcactteggg ataagectgg

gaaactgggt ctaataccgg ataggacctc aagacgcatg tcttetggtg gaaagetttt
geggtgtggg atgggecege ggectatcag cttgttggtg gggtgacgge ctaccaagge

gacgacgggt agccggcctg agagggtgt

<210> 84

<211> 209

<212> ADN

<213> Mycobacterium fortuitum

<400> 84

46

60

120

121

60

120

180

209

60

120

180

209

60

120

180

209



gagtggcgaa
gaaactgggt
geggtgtagy

gacgacgggt

cgggtgagta
ctaataccga

atgggecege

agccqggectg
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acacgtgggt gatctgccct gcactctggg ataagcctgg 60
ataggaccgc gctcttcatg tggggtggtg gaaagctttt 120
ggectatecag cttgttggtg gggtaatgge ctaccaagge 180
agagggtgt 209
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REIVINDICACIONES
1. Un kit de reactivos para identificar uno o mas tipos de micobacterias en una muestra que comprende:

(a) al menos un par de cebadores configurados para unirse a regiones de acido nucleico de micobacterias
conservado entre dos o mas tipos de micobacterias y en el que dichos cebadores estan configurados para
amplificar una regién variable de acido nucleico de micobacterias, en el que dichos cebadores se seleccionan
entre el grupo que consiste en:

(i) un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 51 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID

z\iji?ﬂr?c’ebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 57 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID
?ilii()).uisc’:ebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 28 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID
?ij\g.uig(’:ebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 67 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID
R/())ng%ebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 71 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID
Rl(i?.u?(’:ebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 45 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID
?\l/(u)) :r?’cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 73 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID
lz\lj\s(ii"éjgi,4(%bador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 39 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ
-4y

(b) al menos dos conjuntos de sondas detectables de manera distinguible de una sonda de sefializacién y una
sonda inactivadora asociada que hibridan con secuencias de acido nucleico adyacentes en el acido nucleico de
micobacterias amplificado y

formando parte al menos una sonda de los dos conjuntos de sondas, en el que dicha sonda:

es una sonda inactivadora marcada con un inactivador en cada extremo, interactuando los extremos con
diferentes sondas de sefializacion, o

tiene un fluoréforo en un extremo y un inactivador en el otro extremo, interactuando el fluoréforo con una sonda
inactivadora, interactuando el inactivador con una sonda de sefializacioén, en el que

cada conjunto de sondas detectables de manera distinguible comprende dos sondas de hibridacién que hibridan
con secuencias de acido nucleico diana adyacentes dentro de la region variable del acido nucleico de
micobacterias, comprendiendo: (i) una sonda inactivadora marcada con un inactivador no fluorescente y (ii) una
sonda de sefalizacién marcada con un colorante emisor de fluorescencia y un inactivador no fluorescente, en el
que la sonda de sefial no emite fluorescencia por encima del fondo cuando no esta hibridada a su secuencia
diana pero emite una senal de fluorescencia por encima del fondo tras su hibridacién a su secuencia diana en
ausencia de sonda inactivadora unida, en el que, en caso de que se hibriden ambas sondas inactivadoras a sus
secuencias de acido nucleico diana adyacentes, el inactivador no fluorescente de la sonda inactivadora inactiva
la sefal de la sonda de senalizacion.

2. El kit de reactivos de la reivindicacion 1, en el que el par de cebadores comprende un cebador que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 51 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 52 y los conjuntos de sondas
distinguibles de manera detectable comprenden una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 53 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 54.

3. El kit de reactivos de la reivindicacién 1, en el que el par de cebadores comprende un cebador que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 57 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 58 y los conjuntos de sondas
distinguibles de manera detectable comprenden una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 61 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 62.

4. El kit de reactivos de la reivindicacion 3, en el que los conjuntos de sondas distinguibles de manera detectable
comprenden ademas una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 60.

5. El kit de reactivos de la reivindicacién 1, en el que el par de cebadores comprende un cebador que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 28 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 29 y los conjuntos de sondas
marcados de manera detectable comprenden una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 30 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 31 y una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 32 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 33 y una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 34 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 35.

6. El kit de reactivos de la reivindicacion 1, en el que el par de cebadores comprende un cebador que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 67 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 68 y los conjuntos de sondas
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distinguibles de manera detectable comprenden una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 69 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 70.

7. El kit de reactivos de la reivindicacién 1, en el que el par de cebadores comprende un cebador que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 45 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 46 y los conjuntos de sondas
distinguibles de manera detectable comprenden una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 47 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 48.

8. El kit de reactivos de la reivindicacién 1, en el que el par de cebadores comprende un cebador que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 39 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 40 y los conjuntos de sondas
distinguibles de manera detectable comprenden una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 41 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 42.

9. El kit de reactivos de la reivindicacién 1, en el que el par de cebadores comprende un cebador que tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 51 y un cebador que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 52 y los conjuntos de sondas
distinguibles de manera detectable comprenden una sonda que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 53 y una sonda
que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 54.

10. El kit de reactivos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que los cebadores se proporcionan en
las proporciones adecuadas para amplificacién mediante LATE-PCR.

11. El kit de reactivos de la reivindicacion 10, en el que las sondas en el conjunto de sondas distinguibles de manera
detectable tienen temperaturas de fusién con sus secuencias de acido nucleico diana por debajo de la temperatura
de hibridacion de los cebadores en el par de cebadores para sus secuencias de acido nucleico diana.

12. El kit de reactivos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que ademas comprende uno o mas
oligonucledtidos adicionales, estando dichos oligonucleétidos adicionales configurados para suprimir el cebado
incorrecto durante las reacciones de amplificacion o estando configurados dichos oligonucleétidos adicionales para
alterar elementos estructurales en las secuencias de acido nucleico diana durante las reacciones de amplificacion o
durante el sondado de secuencias amplificadas.
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Figura 1
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Figura 2

Hay 114 mutaciones neutras posibles en esta region
Todas ellas generaran falsos positivos en el ensayo de Kramer
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Figura 3
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Mutaciones de resistencia a la rifampicina en el gen rpoB

Delecién »
A TTC ATG 6| ¥

Delecion

GAC G |75

Delecion
a6 et
Insercion

TTC ATe| ™

548 528 534 533

Pro(The|Leu|
07 Jeslal]

krg|4rg LLys
D kog)cee

52



ES 2 689 257 T3

Figura 4
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Figura 5

Diseiio de ensayo multiplexado de LATE-PCR para el ensayo de la TB RMF y ERF
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Figura 6
A Region de 101 pares de bases
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10A
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Figura 11A
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Figura 11C
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14A
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Figura 14C
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Figura 15
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Figura 16A
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Figura 16B
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Figura 16C
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Figura 16D

Derivada de la media para el gen 16s mas gyrB en pentaplexacion
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Figura 17A
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Figura 17B
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Figura 17C
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Figura 17D
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Figura 18A
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Figura 18B
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Figura 18C
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