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(57) Resumen: La presente invencion se refiere a un método para la deteccion y/o cuantificacion de Streptococcus pneumoniae,
una bacteria Gram-positiva que es un importante patdgeno humano, en una muestra bioldgica aislada, mediante biosensores
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sangre, liquido cefalorraquideo, saliva u orina.



WO 2011/073488 A1 I 0000 AAT A0 0 000000

RO, RS, SE, 8L, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, __ antes de la expiracion del plazo para modificar las
CL CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). AP : . .
reivindicaciones y para ser republicada si se reciben

Publicada: modificaciones (Regla 48.2(h))

—  con informe de busqueda internacional (Art. 21(3)) — con la parte de lista de secuencias de la descripcion
(Regla 5.2(a))



10

15

20

25

30

WO 2011/073488 PCT/ES2010/070836

DETECCION DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE MEDIANTE
GENOSENSORES MAGNETO-AMPEROMETRICOS EMPLEANDO
CEBADORES Y SONDAS ESPECIFICOS DEL GEN /ytA.

La presente invencion se refiere a un método para la deteccidn y/o
cuantificacion de Streptococcus pneumoniae, una bacteria Gram-positiva que
es un importante patégeno humano, en una muestra biolégica aislada,
mediante biosensores magneto-amperométricos, que comprende detectar un
fragmento del gen lyfA de dicho microorganismo, amplificado por PCR,
preferiblemente PCR asimétrica o0 PCR asimétrica directa, mediante su
hibridacién a una sonda especifica totalmente complementaria de una regién
de dicho fragmento amplificado. Asimismo, la presente invencién también se
refiere al uso de los cebadores SEQ ID NO: 3 y 4 asi como de las sondas SEQ
ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 2 para llevar a cabo dicha deteccién. El biosensor
desarrollado para detectar S. pneumoniae hace que sea aplicable a distintos
tipos de muestras clinicas procedentes de pacientes infectados con esta
bacteria u otras relacionadas. Preferiblemente la muestra clinica es un fluido

biolégico aislado como sangre, liquido cefalorraquideo, saliva u orina.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), 0 heumococo, es una bacteria
Gram-positiva que da una reaccién a-hemolitica cuando se incuba en los
medios adecuados. EI neumococo es un patébgeno causante de un gran
namero de infecciones graves (neumonia, meningitis, otitis media aguda,
bacteriemia, etc.), principalmente en ancianos, nifios y personas
inmunodeprimidas. En conjunto, se considera que la tasa de mortalidad
causada por este microorganismo es mayor que la originada por cualquier otra
bacteria patégena, en particular en los paises en vias de desarrollo (Scott,
2007. Vaccine, 25: 2398-2405).

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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La enfermedad neumocoécica invasiva, definida como neumonia, bacteriemia o
meningitis, es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial. Neumococo es responsable del fallecimiento, anualmente, de mas de
un millon de nifios menores de 5 afos en todo el mundo, muchos de ellos de
neumonia (WHO, 2007. Wkly. Epidemiol. Rec., 82: 93-104). S. pneumoniae es
la principal causa de la neumonia extrahospitalaria 0 neumonia adquirida en la
comunidad y de meningitis bacteriana, al menos en los paises desarrollados
(Brouwer et al., 2009. Lancet Infect. Dis., 9: 31-44). La neumonia neumococica
tiene una tasa de mortalidad de hasta el 30%, dependiendo de la existencia
concomitante de bacteriemia, asi como de la edad y enfermedades
subyacentes del paciente. Cuando no esta adecuadamente diagnosticada y
tratada, la neumonia neumococica puede dar lugar a bacteriemia y meningitis.
Cuando existen sospechas clinicas de la existencia de una neumonia, se suele
recurrir a un tratamiento empirico con antibiéticos de amplio espectro lo que
puede conducir al uso indiscriminado de antibidticos, una practica que se ha
demostrado que aumenta la resistencia bacteriana y contra la que se han
manifestado virtualmente todas las instituciones sanitarias. De hecho, el
incremento de las resistencias de los aislados clinicos de nheumococo frente a
los antibidticos es un problema de salud de alcance mundial (Lode, 2009. Clin.
Microbiol. Infect., 15: 212-217).

Los métodos convencionales para el diagndstico de neumonia y, en general, de
la enfermedad neumocdcica invasiva, basados en el cultivo de muestras
respiratorias o de sangre, requieren tiempo y son, a menudo, complejos e
imperfectos (Werno y Murdoch, 2008. Clin. Infect. Dis., 46: 926-932). En
muchos pacientes la etiologia permanece oculta tras el trabajo rutinario de
diagnostico. La clasificacion basada en el cultivo de esputo es controvertida,
debido al transporte desde la orofaringe de neumococos presentes en
individuos portadores sanos 0 a muestras de esputo inadecuadas,
contribuyendo asi a un numero indeterminado de falsos positivos. El resultado
del cultivo, al que debe preceder la tincidon de Gram, requiere normalmente 48 h

lo que, sumado a los conocidos problemas de sensibilidad y especificidad, hace
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que el método sea poco rentable. EI hemocultivo comparte con el cultivo de
esputo el problema del retraso y la baja sensibilidad. Por su parte, la serologia
requiere sueros de pacientes convalecientes para documentar un aumento en
el titulo de anticuerpos y no acostumbra a suministrar informacion diagnostica
tan temprana como para ser clinicamente relevante. El diagnoéstico de
neumonia neumocdcica por hemocultivo es util sélo en el 10-30% de los
pacientes con neumonia neumocdcica que llegan a ser bacteriémicos. Las
muestras invasivas, como las obtenidas por lavado broncoalveolar o por
aspirado transtraqueal, se consideran generalmente como las mas fiables en la
determinacion de la etiologia de la neumonia y el aislamiento de neumococos
de estas muestras prueba el origen neumocécico. Sin embargo, son técnicas
invasivas, que requieren de un personal entrenado, que no estan exentas de
complicaciones y que, en consecuencia, no se usan rutinariamente en el
diagnostico (Werno y Murdoch, 2008. Clin. Infect. Dis., 46: 926-932).

El desarrollo en los ultimos afios de métodos sencillos de determinacion de la
presencia de antigenos neumococicos en orina (antigenuria) ha supuesto un
importante avance al resolver parte de los problemas antes mencionados. El
interés reciente por el examen urinario obedece a que los antigenos
microbianos se concentran en la orina mas que en otros fluidos y a que en ella
no existen anticuerpos que alteren los resultados. La deteccion de antigenos de
neumococo (habitualmente polisacaridos capsulares) en orina se describid ya
en 1917 (Dochez y Avery, 1917. J. Exp. Med., 26: 477-493). Desde entonces
se ha intentado su examen con el empleo de distintas técnicas como
contrainmunoelectroforesis, aglutinacion en latex, co-aglutinacion,
enzimoinmunoanalisis, etc. y algunas otras metodologias (Rai et al., 2004.
Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis., 27: 217-223; Samra et al., 2003. Diagn.
Microbiol. Infect. Dis., 45: 237-240; Stuertz et al., 1998. J. Clin. Microbiol., 36:
2346-2348).
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A finales de la década de los noventa se desarrollé un método sencillo y rapido
(Binax NOW®), basado en la inmunocromatografia de membrana, para el
diagnostico presuntivo de la neumonia neumocécica. Este método detecta el
polisacarido C (un acido teicoico conteniendo colina), caracteristico no sélo de
de todos los neumococos sino también de patdgenos como Streptococcus
pseudopneumoniae, Streptococcus mitis y Streptococcus oralis, en la orina de
los pacientes infectados. Aunque el Binax NOW es positivo para los 23
serotipos de neumococo responsables del 90% de las infecciones
neumocadcicas graves y proporciona resultados en so6lo 15 min, tiene un limite
de deteccion elevado [21.0 x 10° unidades formadoras de colonias (ufc) ml™],
poca selectividad hacia otros estreptococos (S. mitis, S. oralis y otros
estreptococos a-hemoliticos) y otras bacterias patdgenas (Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus vy, algunas veces, Escherichia coli) y tiene
poca fiabilidad en pacientes pediatricos ya que éstos son con frecuencia
portadores del germen y por el creciente numero de vacunados en la poblaciéon
infantil (Werno y Murdoch, 2008. Clin. Infect. Dis., 46: 926-932). Ademas, esta
prueba se asocia tanto con la falta de deteccion inmediatamente después de la
aparicion de la infeccion como con la aparicion de resultados positivos a largo
plazo a pesar del tratamiento (1-3 meses) o 48 h después de la vacunacion
(Ehara et al., 2008. J. Med. Microbiol., 57: 820-826).

En los dltimos afios se han venido desarrollando nuevos métodos de
identificacion microbiana que incorporan tecnologias basadas en la biologia
molecular y, mas concretamente, en variaciones de la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa o PCR, las cuales, al menos en principio, deberian
proporcionar mayor sensibilidad y especificidad asi como, idealmente, mayor
rapidez y un menor coste (Klugman et al., 2008. Clin. Infect. Dis., 47:5202-
S206; Werno y Murdoch, 2008. Clin. Infect. Dis., 46: 926-932). Por otro lado, el
desarrollo de métodos basados en biosensores resulta de gran interés hoy en
dia ya que dan lugar a resultados tan fiables como los ensayos tradicionales,
basados en cultivos y recuento de colonias, pero en tiempos mucho mas

cortos. Sin embargo, aun se necesita alcanzar los mismos niveles de deteccidon
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que con las metodologias tradicionales (10-100 ufc ml"). En particular, los
sensores de DNA, también denominados genosensores, basados en la
integracion de una sonda de secuencia especifica (normalmente un
oligonucledtido sintético de cadena corta) y un transductor electroquimico, se
consideran hoy en dia como los mas atractivos, debido a su sencillez, bajo
coste de la instrumentacion requerida y posibilidad de deteccidon exacta en
tiempo real con limites de deteccion muy bajos (Lucarelli et al., 2008. Anal.
Chim. Acta, 609: 139-159). Es mas, todavia es necesario llevar a cabo
amplificacion por PCR de las muestras, debido a la escasa abundancia y
extrema complejidad de los analitos sin amplificar. Asimismo, es necesario
realizar nuevos disefios de sondas y procedimientos para llevar a cabo el
pretratamiento de las muestras que permitan que el proceso de
biorreconocimiento que se da en la interfase transductor-disolucidon sea

verdaderamente efectivo.

Las particulas superparamagnéticas (MBs) constituyen una herramienta versatil
para el desarrollo de genosensores. De hecho, estas particulas proporcionan
una gran area superficial para la inmovilizacion de sondas, que pueden asi
separarse facilmente de la fase liquida con un pequefio iman y dispersarse otra
vez de forma inmediata al alejar éste (Erdem et al., 2005. Electrochem.
Commun., 7: 815-820, Gabig-Ciminska et al., 2004. Biosens. Bioelectron, 19:
537-546). Ademas, las particulas que no se enlacen especificamente se
pueden eliminar automaticamente mediante un lavado controlado
magnéticamente (Lin et al.,, 2007. Electrochem. Commun., 9: 1547-1552),
demostrandose su utilidad para fines de purificacidn y preconcentracion (Lin et
al., 2007. Electrochem. Commun., 9: 1547-1552; Wang et al., 2001. Analyst,
126: 2020-2024).

En los ultimos afios, diferentes grupos de investigacion han trabajado
ampliamente en el disefio y desarrollo de nuevos genosensores
amperométricos, basados en el empleo de MBs modificadas y de electrodos

magneto-compoésitos de grafito-epoxi, aplicables a la deteccidn de bacterias
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patdgenas (Salmonella sp. y E. coli O157:H7) para control alimentario (Lermo
et al., 2007. Biosens. Bioelectron., 22: 2010-2017; Lermo et al., 2008. Biosens.
Bioelectron., 23: 1805-1811).

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al desarrollo de biosensores electroquimicos
sensibles y selectivos (basados en el empleo de electrodos impresos
desechables, particulas superparamagnéticas (MBs), sondas de DNA
especificas y estrategias de amplificacion asimétrica del DNA para la deteccidon
e identificacion rapida de neumococos, capsulados o no, relacionados con

infecciones neumococicas en diversas muestras, incluidas las de origen clinico.

La metodologia descrita en la presente invencién lleva sélo unas horas (= 5.5
h) (a diferencia de los 2-3 dias que tardan los analisis basados en técnicas de
cultivos) y utiliza reactivos de bajo coste. Los sensores desarrollados han
demostrado ser utiles para la deteccion rapida, especifica, cuantitativa y
sensible de fragmentos amplificados (en adelante puede emplearse el término
“amplicon” o “producto de la amplificacion”) obtenidos directamente a partir de
cultivos de Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) sin  emplear
procedimientos complejos de tratamiento de la muestra. Ademas, el uso de
estos sensores de hibridacion también evita uno de los principales
inconvenientes de los analisis por PCR, como son los falsos positivos. Usando
esta metodologia se ha alcanzado un limite de deteccion de 1.1 nM para
amplicones obtenidos mediante PCR asimétrica (aPCR) procedentes de DNA
genodmico de S. pneumoniae R6, pudiéndose fabricar y utilizar hasta 30
sensores por dia. El sistema desarrollado se ha empleado también
exitosamente en la deteccion rapida, especifica y sensible de los productos
obtenidos mediante PCR asimétrica directa (aDPCR) a partir de cultivos de S.
pneumoniae y, por tanto, simplificando aun mas los procedimientos de

tratamiento de muestra. El acoplamiento de los sensores magnéticos de
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hibridacion con la aDPCR permite la deteccidn selectiva de tan sélo 100 ufc mI™
" de la cepa R6 de S. pneumoniae, demostrando la utilidad practica de dicho
método para la evaluacion de muestras clinicas. Ademas, el uso de electrodos
serigrafiados desechables producidos en masa permite el analisis de varias
muestras por dia con tiempos de ensayo cortos. Estas caracteristicas son
importantes para la aplicacion de los genosensores desarrollados a la
deteccion, en muestras clinicas, de S. pneumoniae y especies afines. Los
resultados obtenidos también demuestran que el genosensor, ademas de
actuar como un dispositivo de alarma para el control de muestras clinicas,

permite la deteccion cuantitativa de neumococo.

Dado el interés que supone detectar rapidamente y de manera inequivoca la
presencia de bajas concentraciones de neumococo en diferentes muestras
clinicas para comenzar cuanto antes el tratamiento mas adecuado, la
metodologia propuesta en la presente invencion resuelve el problema técnico
de la deteccidon de microorganismos de la especie S. pneumoniae en muestras
clinicas donde, preferiblemente, dichas muestras proceden de diferentes fluidos
corporales: sangre, orina, liquido cefalorraquideo, liquido pleural o de

localizaciones especificas como la nasofaringe o la conjuntiva.

El disefio de las secuencias de sondas y cebadores especificas de S.
pneumoniae se ha llevado a cabo gracias a la secuenciacién del gen /ytA de
115 aislados clinicos de neumococo no publicadas ni incluidas en ninguna
bases de datos publica, de modo que gracias a los resultados obtenidos en
dichas secuenciaciones se ha podido dar soluciéon a un problema técnico no
resuelto hasta la fecha, con el objetivo de detectar de forma rapida y eficaz el
agente bacteriano causante de neumonia, bacteriemia o meningitis, una de las

principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un método para la deteccion
y/o cuantificacidon de Streptococcus. pneumoniae en una muestra biologica

aislada, mediante biosensores magneto-amperométricos, que comprende:
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a. inmovilizar en un soporte sélido una suspension de MBs marcadas con
un compuesto A y con la sonda de DNA SEQ ID NO: 1 marcada en su extremo
5" con un compuesto B afin al compuesto A, donde dichas particulas y sonda
estan unidas mediante unién de los compuestos A-B,

b. afiadir a la mezcla del paso (a) el producto de la amplificaciéon por PCR
obtenido mediante el uso del cebador directo SEQ ID NO: 3 y el cebador
reverso SEQ ID NO: 4 del gen IytA de S. pneumoniae, procedente de una
muestra biologica aislada, donde cebador SEQ ID NO: 4 esta unido por su
extremo 5” al compuesto B, y

C. detectar la hibridacion de la sonda SEQ ID NO: 1 del paso (a) al
fragmento de DNA amplificado en el paso (b), mediante la adicion del
compuesto A conjugado a un elemento susceptible de ser detectado y/o

cuantificado.

El término “muestra biolégica” hace referencia a una muestra aislada de
materiales de origen bioldégico que pueden ser tanto de origen humano como
animal. La principal aplicacion de este método va dirigida a muestras de origen
humano pero el método de la presente invencion puede aplicarse para detectar
este microorganismo en otros seres vivos que pudieran comportarse como
vehiculos de transmision de dicho microorganismo. La muestra bioldgica puede
seleccionarse de la lista que comprende fluido bioldégico o biopsia tisular. El
fluido biolégico puede ser, pero sin limitarse, una muestra respiratoria,
aspirados de médula ésea, liquido cefalorraquideo, orina o fluido sanguineo.

Se entiende por fluido sanguineo, sangre, suero o plasma.

El término “compuesto B afin al compuesto A” se refiere a la tendencia de
dichos compuestos A y B a combinarse entre si, es decir, a unirse o ligarse

mediante al menos un tipo de enlace quimico de cualquier tipo.

El término “elemento susceptible de ser detectado y/o cuantificado” hace
referencia a un componente que sea capaz de reaccionar con algun sustrato,

de forma que se derive de ello una deteccidn isotdpica, colorimétrica,
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fluorimétrica o electroquimica. Este elemento esta unido al elemento A
directamente, o a través de otro compuesto. Un ejemplo de elemento
susceptible de ser detectado y/o cuantificado es, pero sin limitarse, la enzima
peroxidasa de rabano (HRP), un sustrato indicador cromogénico, como por
ejemplo, la tetrametilbencidina (TMB), el acido azino-bis(3-etilbenzotiazolina 6-

sulfénico) o la fenilendiamina, sin limitacion de utilizar otros sustratos.

Una realizacion preferida se refiere a un método para la deteccion y/o
cuantificacion de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-
amperomeétricos, donde la muestra biologica es un fluido bioldgico aislado. Una
realizacion mas preferida se refiere a un método para la deteccion y/o
cuantificacion de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-
amperométricos, donde el fluido bioldégico aislado es sangre, liquido

cefalorraquideo, saliva u orina.

Otra realizacion preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-
amperométricos, donde la PCR es asimétrica. Segun una realizacibn mas
preferida se utiliza una de entre 8 y 12 veces menor del cebador SEQ ID NO: 3
que del cebador SEQ ID NO: 4 unido por su extremo 5 al compuesto B.
Preferiblemente se utiliza una cantidad de 10 veces menor del cebador SEQ ID

NO: 3 que del cebador SEQ ID NO: 4 unido por su extremo 5" al compuesto B.

La PCR asimétrica (aPCR) es una técnica de amplificacion de fragmentos de
DNA por PCR que produce fragmentos de cadena simple al utilizar los dos
cebadores necesarios a concentraciones molares distintas. De esta forma se
produce ADN de doble cadena en cantidad exponencial hasta que se agota el
cebador minoritario y luego sélo se produce la cadena que hibrida con el ADN
que se encuentra en exceso, produciéndose a partir de entonces de forma
lineal. De esta forma el producto de PCR contiene mas de DNA monocatenario
que de DNA bicatenario, lo que permite que el DNA monocatenario pueda

emplearse para hibridar con una sonda de DNA inmovilizada en un soporte.
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Dicho DNA monocatenario amplificado por aPCR debe estar unido al

compuesto B por su extremo 5°.

Una realizacion mas preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-
amperométricos, donde la PCR asimétrica es directa. La PCR asimétrica
directa (aDPCR) se refiere a la técnica aPCR en la que el DNA molde no ha
sido extraido, logrando con ello acortar el tiempo de la deteccidn asi como
evitar el uso de reactivos de manera innecesaria. El paso critico de este tipo de
técnica es la eficiencia en la permeabilizacion de las células para liberar el DNA

con el objeto de que pueda hibridar con los cebadores especificos descritos.

Otra realizacion preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-
amperométricos, donde el compuesto A conjugado a un elemento susceptible
de ser detectado y/o cuantificado segun el paso (c), a su vez, esta conjugado

covalentemente a un esqueleto de un polimero hidrofilico.

Segun otra realizacion preferida, en el método para la deteccion y/o
cuantificacion de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-

amperométricos, el compuesto A es estreptavidina y el compuesto B es biotina.

Otra realizacion preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-
amperométricos, donde el elemento susceptible de ser detectado y/o
cuantificado segun el paso (c) es una enzima oxidasa. Segun una realizacion
mas preferida, el elemento susceptible de ser detectado y/o cuantificado segun
el paso (c) es la enzima peroxidasa y dicha deteccion y/o cuantificacion se lleva

a cabo mediante la adicion de H»O..
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Otra realizacion preferida se refiere al método de deteccion y/o cuantificacion
de S. pneumoniae, mediante biosensores magneto-amperométricos para la

monitorizacion de la respuesta a un tratamiento de S. pneumoniae.

El procedimiento de monitorizacion comprende una serie de pasos que
comienzan por la toma de muestras seriales. Se entiende por toma de
muestras seriales la extraccion de cualquier tipo de muestras biologicas,
incluidas las mencionadas en esta invencion. La toma de muestras se realiza a
diferentes tiempos desde que se administra el tratamiento, de forma que la
cuantificacion de la amplificacion de los fragmentos obtenidos de muestras
procedentes del mismo paciente, indicaran la eficacia de dicho tratamiento. Asi
pues, una disminucidn en la concentracion del producto de amplificacion
respecto a los valores obtenidos para un control, representado éste ultimo, por
ejemplo, por valores de amplificacion en un mismo individuo, previos al
tratamiento, supondria que el tratamiento esta surtiendo efecto en el sentido de
disminuir el niumero de microorganismos causantes de la enfermedad. Este

ejemplo no se limitaria unicamente al uso de este tipo de control.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso del cebador directo SEQ
ID NO: 3 y del cebador reverso SEQ ID NO: 4 para la amplificacion mediante
PCR de un fragmento de DNA del gen IytA de S. pneumoniae y su deteccion
y/o cuantificacion con la sonda SEQ ID NO: 1 y/o con la sonda SEQ ID NO: 2,
donde dichas sondas tienen un marcaje que permite una deteccidn isotdpica,
colorimétrica, fluorimétrica o electroquimica, utilizando como molde el DNA
presente en una muestra bioldégica aislada. Segun una realizacion preferida,
dichas sondas tienen un marcaje que permite una deteccion electroquimica.
SEQ ID NO: 2 es la secuencia de la sonda diana, complementaria de la sonda
de captura SEQ ID NO: 1y, por tanto, puede emplearse como control positivo

del funcionamiento de la técnica.

La deteccidn isotopica consiste en la deteccion de un isétopo radiactivo con el

que se marca la sonda, el is6topo puede ser por ejemplo, pero sin limitarse, un
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isotopo radiactivo del fosforo (como por ejemplo, pero sin limitarse, P*?) o un
isétopo radiactivo del hidrogeno (como por ejemplo pero sin limitarse, el tritio;
H®). La deteccion colorimétrica o cromogénica se refiere a la deteccion de la
aparicion de un color cuya intensidad varia de manera directamente
proporcional con la cantidad de fragmentos con los que hibrida la sonda
marcada. En el caso de la deteccidon colorimétrica la sonda se marca, por
ejemplo, pero sin limitarse, con un sustrato capaz de reaccionar con uno de los
componentes generando con ello un compuesto que puede ser detectado por
medio, por ejemplo, pero sin limitarse, de espectrofotometria o colorimetria. La
deteccion fluorimétrica se lleva a cabo mediante la deteccion de una sonda
marcada con un sustrato fluorogénico utilizando fluorimetria. La deteccidon
electroquimica se refiere a especies susceptibles de ser oxidadas o reducidas
sobre la superficie de electrodos o0 que, a través de ciertas reacciones o

modificaciones, generen especies electroactivas.

Una realizacion preferida se refiere al uso de dichos cebadores para la
amplificacion mediante PCR de un fragmento de DNA del gen IytA de S.
pneumoniae y su deteccion y/o cuantificacion mediante la sonda SEQ ID NO: 1
y/o con la sonda SEQ ID NO: 2, donde la muestra bioldgica aislada es un fluido
biol6gico aislado. Una realizacidn mas preferida se refiere a dicho uso, donde

el fluido biolbgico aislado es sangre, liquido cefalorraquideo, saliva u orina.

Otra realizacion preferida se refiere al uso de dichos cebadores para la
amplificacion mediante PCR de un fragmento de DNA del gen /ytA de S.
pneumoniae y su deteccién y/o cuantificacidn mediante la sonda SEQ ID NO: 1
y/o con la sonda SEQ ID NO: 2, donde la PCR es asimétrica. Segun una

realizacion mas preferida, la PCR asimétrica es directa.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de dichos cebadores
para la amplificacion mediante PCR de un fragmento de DNA del gen IytA de S.

pneumoniae y su deteccion y/o cuantificacidon mediante la sonda SEQ ID NO: 1
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y/o con la sonda SEQ ID NO: 2 para la monitorizacion de la respuesta a un

tratamiento de S. pneumoniae.

Otro aspecto de la presente invencidon se refiere al uso de un kit que
comprende el cebador directo SEQ ID NO: 3, el cebador reverso SEQ ID NO: 4
y, la sonda SEQ ID NO: 1 y/o la sonda SEQ ID NO: 2, donde dichas sondas
tienen un marcaje que permite una deteccion isotopica, colorimétrica,
fluorimétrica o electroquimica, para la deteccidon y/o cuantificacion de S.

pneumoniae.

Un aspecto mas de la presente invencion se refiere a un kit que comprende el
cebador directo SEQ ID NO: 3, el cebador reverso SEQ ID NO: 4 y, la sonda
SEQ ID NO: 1 y/o la sonda SEQ ID NO: 2, donde dichas sondas tienen un
marcaje que permite una deteccion isotdpica, colorimétrica, fluorimétrica o

electroquimica.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso del kit descrito en el parrafo
anterior para la monitorizacion de la respuesta a un tratamiento de S.
pneumoniae, o al uso de dicho kit para la monitorizacién de la respuesta a un

tratamiento de S. pneumoniae.

En la presente invencion se ha disefiado, ademas, una sonda de captura y una
pareja alternativa de cebadores que, acoplados al genosensor magneto-
amperomeétrico, permite la identificacion inequivoca de cepas portadoras de los
alelos atipicos de lytA, caracteristicos de otros Streptococcus del grupo Mitis
(SGM). Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método
para la deteccion y/o cuantificacion de estreptococos del grupo mitis (SGM) (S.
pseudopneumoniae, S. mitis, S. oralis, S. sanguis Il y otros) en una muestra
bioldgica aislada, mediante biosensores magneto-amperométricos, que

comprende:
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a. inmovilizar en un soporte solido una suspensiéon de MBs marcadas con
un compuesto A y con la sonda de DNA SEQ ID NO: 6 marcada en su extremo
5" con un compuesto B afin al compuesto A, donde dichas particulas y sonda
estan unidas mediante unidn de los compuestos A-B,

b. afiadir a la mezcla del paso (a) el producto de la amplificaciéon por PCR
obtenido mediante el uso del cebador directo SEQ ID NO: 8 y el cebador
reverso SEQ ID NO: 9 del gen IytA, procedente de una muestra bioldgica
aislada, donde cebador SEQ ID NO: 9 esta unido por su extremo 5  al
compuesto B, y

C. detectar la hibridacion de la sonda SEQ ID NO: 6 del paso (a) al
fragmento de DNA amplificado en el paso (b), mediante la adicion del
compuesto A conjugado a un elemento susceptible de ser detectado y/o

cuantificado.

Una realizacion preferida se refiere a un método para la deteccion y/o
cuantificacion de SGM, mediante biosensores magneto-amperométricos, donde
la muestra biolégica es un fluido biolégico aislado. Una realizacion mas
preferida se refiere a un método para la deteccion y/o cuantificacion de SGM,
mediante biosensores magneto-amperométricos, donde el fluido biolégico

aislado es sangre, liquido cefalorraquideo, saliva u orina.

Otra realizacion preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de SGM, mediante biosensores magneto-amperométricos, donde
la PCR es asimétrica. Segun una realizacidon mas preferida se utiliza una de
entre 8 y 12 veces menor del cebador SEQ ID NO: 8 que del cebador SEQ ID
NO: 9 unido por su extremo 5" al compuesto B. Preferiblemente se utiliza una
cantidad de 10 veces menor del cebador SEQ ID NO: 8 que del cebador SEQ

ID NO: 9 unido por su extremo 5" al compuesto B.

Una realizacibn mas preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de SGM, mediante biosensores magneto-amperométricos, donde

la PCR asimétrica es directa. La PCR asimétrica directa (aDPCR) se refiere a
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la técnica aPCR en la que el DNA molde no ha sido extraido, permitiendo
acortar el tiempo de la deteccion asi como evitar el uso de reactivos de manera

innecesaria.

Otra realizacion preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de SGM, mediante biosensores magneto-amperométricos, donde
el compuesto A conjugado a un elemento susceptible de ser detectado y/o
cuantificado segun el paso (c), a su vez, esta conjugado covalentemente a un

esqueleto de un polimero hidrofilico.

Segun otra realizacion preferida, en el método para la deteccion y/o
cuantificacion de SGM, mediante biosensores magneto-amperométricos, el

compuesto A es estreptavidina y el compuesto B es biotina.

Otra realizacion preferida se refiere al método para la deteccion y/o
cuantificacion de SGM, mediante biosensores magneto-amperométricos, donde
el elemento susceptible de ser detectado y/o cuantificado segun el paso (c) es
una enzima oxidasa. Preferiblemente la enzima oxidasa es una peroxidasa y

dicha deteccidn y/o cuantificacion se lleva a cabo mediante la adicion de H>Os.

Otra realizacion preferida se refiere al método de deteccion y/o cuantificacion
de SGM, mediante biosensores magneto-amperométricos para la

monitorizacion de la respuesta a un tratamiento de S. pneumoniae.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso del cebador directo SEQ
ID NO: 8 y del cebador reverso SEQ ID NO: 9 para la amplificacion mediante
PCR de un fragmento de DNA del gen IyfA de SGM y su deteccion y/o
cuantificacion con la sonda SEQ ID NO: 6 y/o con la sonda SEQ ID NO: 7,
donde dichas sondas tienen un marcaje que permite una deteccidn isotdpica,
colorimétrica, fluorimétrica o electroquimica, utilizando como molde el DNA

presente en una muestra biologica aislada. SEQ ID NO: 7 es la secuencia de la
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sonda diana, complementaria de la sonda de captura SEQ ID NO: 6 vy, por

tanto, puede emplearse como control positivo del funcionamiento de la técnica

Una realizacion preferida se refiere al uso de dichos cebadores para la
amplificacion mediante PCR de un fragmento de DNA del gen lytA de SGM y
su deteccion y/o cuantificacion mediante la sonda SEQ ID NO: 6 y/o con la
sonda SEQ ID NO: 7, donde la muestra bioldgica aislada es un fluido bioldgico
aislado. Una realizacidon mas preferida se refiere a dicho uso, donde el fluido

biolégico aislado es sangre, liquido cefalorraquideo, saliva u orina.

Otra realizacion preferida se refiere al uso de dichos cebadores para la
amplificacion mediante PCR de un fragmento de DNA del gen lytA de SGM y
su deteccion y/o cuantificacion mediante la sonda SEQ ID NO: 6 y/o con la
sonda SEQ ID NO: 7, donde la PCR es asimétrica. Segun una realizacidon mas

preferida, la PCR asimétrica es directa.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de dichos cebadores
SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9 para la amplificacion mediante PCR de un
fragmento de DNA del gen IlytA de SGM y su deteccidon y/o cuantificacion
mediante la sonda SEQ ID NO: 6 y/o con la sonda SEQ ID NO: 7 para la

monitorizacidon de la respuesta a un tratamiento de SGM.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende el
cebador directo SEQ ID NO: 8, el cebador reverso SEQ ID NO: 9y, la sonda
SEQ ID NO: 6 y/o la sonda SEQ ID NO: 7, donde dichas sondas tienen un
marcaje que permite una deteccidon isotdpica, colorimétrica, fluorimétrica o

electroquimica,

Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso del kit
descrito en el parrafo anterior para la deteccion y/o cuantificacion de SGM, o

para la monitorizacion de la respuesta a un tratamiento de SGM.
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A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Con la intencién de complementar la descripcidn que se ha llevado a cabo, asi
como de ayudar a un mejor entendimiento de las caracteristicas de la
invencion, de acuerdo con algunos ejemplos realizados, se muestran aqui, con

caracter ilustrativo y no limitante, las siguientes figuras:

FIG. 1. Muestra el procedimiento de modificaciéon de los electrodos y
medida basado en el empleo de MBs y amplificacion enzimatica de la

sefial amperométrica.

(1) lavado de las MBs modificadas con sonda de captura; (2) proceso de
hibridacion con sonda diana o amplicdbn de cadena sencilla biotinilados; (3)
separacion de las MBs modificadas con el hibrido y extraccion de
oligonucledétidos no complementarios; (4) marcaje enzimatico con un polimero
ultrasensible de estreptavidina-HRP; (5) captura de las MBs modificadas sobre
los electrodos impresos de oro modificados con tetratiafulvaleno (TTF-
Au/SPEs); (6) deteccion amperométrica del proceso de reduccion de H2O2

mediado por TTF.

FIG. 2. Muestra los amperogramas obtenidos sobre los electrodos
serigrafiados modificados con las MBs después de llevar a cabo el
proceso de hibridacion en ausencia (---) y presencia (—) de la sonda diana

biotinilada.
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Electrolito soporte utilizado, PBS (pH 7.4). Condiciones experimentales: [sonda
inmovilizada] = 1 uM; [oligonucle6tido complementario] = 150 nM; Potencial

aplicado (E4p) = -0.15 V. La flecha muestra el momento de la adicion de Hy0O,.
FIG. 3. Muestra la curva de calibrado obtenida para la determinacion
amperométrica de la sonda diana en las condiciones experimentales

optimizadas.

Electrolito soporte utilizado, PBS (pH 7.4). Condiciones experimentales: [sonda
inmovilizada] =1 uM; E5, = -0.15 V.

FIG. 4. Muestra la electroforesis en gel de agarosa (1.5%).

Carriles: 1) Marcadores, forma replicativa (RF) del DNA de $X174 digerido con
Haelll, 2) PCR convencional y 3) aPCR usando como molde DNA gendmico de
la cepa R6 de S. pneumoniae, 4) control sin DNA.

FIG. 5. Muestra los amperogramas obtenidos sobre los electrodos
serigrafiados modificados con las particulas superparamagnéticas (MBs)
para una concentracion de 2 nM del amplicon obtenido empleando, como
molde, DNA gendmico de la cepa R6 de S. pneumoniae (-)

Molde DNA gendémico de la cepa R6 de S. pneumoniae (-).

La muestra control (---) se amplificé en ausencia de DNA.

Condiciones experimentales como en la FIG. 3.

La flecha muestra el momento de la adicion de H>O».
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FIG. 6. Muestra una electroforesis en gel de agarosa (1.5%) en la que se
presentan los productos de la amplificacion por aDPCR a partir de

cultivos celulares de la cepa R6 de S. pneumoniae.

Carriles: 1) Marcadores, RF DNA de $X174 digerido con Haelll.

2-7) aDPCRs de cultivos celulares de la cepa R6 de S. pneumoniae con
diferente densidad celular (en ufc ml™"): 1.3 x 107 (2), 1.3 x 10° (3), 1.3 x 10°
(4), 1.3 x 10* (5), 1.3 x 10® (6), 1.3 x 107 (7); carril 8, control sin DNA.

FIG. 7. Muestra amperogramas obtenidos sobre los electrodos
serigrafiados modificados con las MBs para los amplicones aDPCR

obtenidos.

1) Muestra carente de DNA.
2) Cultivos de la cepa R6 de S. pneumoniae conteniendo 130 ufc ml ™",

3) Cultivos de la cepa R6 de S. pneumoniae conteniendo 1.3 x 10 ufc ml ™",
Otras condiciones experimentales como en la FIG. 3.
La flecha muestra el momento de la adicién de H,Os..

FIG. 8. Muestra una electroforesis en gel de agarosa (1.5%) en la que se
presentan los productos de la amplificacion por aDPCR de cultivos

celulares de la cepa R6 de S. pneumoniae y otras bacterias.
Carriles: 1) Marcadores, RF DNA de $X174 digerido con Haelll.

aDPCRs de cultivos celulares (en ufc ml™') de: 2) S. oralis (1.0 x 10%); 3) S.
sanguinis (1.3 x 10%); 4) S. pseudopneumoniae (2.3 x 10%); 5) S. mitis (1.0 x
10%); 6) S. constellatus (1.4 x 10%); 7) S. anginosus (1.2 x 10%); 8) S. mitis
SK137 (1.0 x 10%); 9) S. pneumoniae R6 (1.1 x 10%); 10) E. coli (7.5 x 107); 11)

control sin DNA.
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FIG. 9. Muestra amperogramas obtenidos sobre los electrodos
serigrafiados modificados con las MBs para los productos de

amplificacion.

1) Amperograma de los productos de amplificacidon obtenidos empleando como
molde de aDPCR cultivos celulares de S. mitis (1.0 x 10® ufc mI™")

2) Amperograma de los productos de amplificacion obtenidos empleando como
molde de aDPCR cultivos celulares de la cepa R6 de S. pneumoniae (130 ufc

ml").
Condiciones experimentales como en la FIG. 3.
La flecha muestra el momento de la adicion de H,O».

FIG. 10. Muestra una electroforesis en gel de agarosa (1.5%) en la que se
presentan los productos de la amplificacion por aPCR de cultivos
celulares de la cepa R6 de S. pneumoniae y otras especies relacionadas

filogenéticamente.

Carriles: 1) Marcadores, RF DNA de $X174 digerido con Haelll.

2 a 7) aPCRs empleando como molde 100 ng de DNA gendmico de las cepas
R6 de S. pneumoniae, CCUG 44455" de S. pseudopneumoniae, 10546, 1338,
1078 y 1629 respectivamente (las 5 ultimas pertenecientes a SGM).

8) Control sin DNA.

EJEMPLOS

A continuacidén se ilustrara la invencion mediante unos ensayos ilustrativos y de
caracter no limitante, realizados por los inventores que describen el método de

deteccion y/o cuantificacion de Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae).
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EJEMPLO 1. Ensayos de deteccion de S. pneumoniae.

11. Desarrollo de Ilos sensores magneto-electroquimicos

desechables.

Dichos sensores magneto-amperométricos estan basados en una estrategia de
amplificacion enzimatica y el empleo de particulas superparamagnéticas (MBs)
MBs para la deteccion de una region caracteristica de DNA de 235 pares de
bases (pb) del gen IlytA, especifico de S. pneumoniae. Para la eleccion de este
amplicon se analizaron todas las secuencias de los diferentes alelos de /ytA de
todas las cepas de neumococo de las que se dispone su secuencia, incluidas
las de 150 aislados clinicos de neumococo S. pneumoniae secuenciados por

los inventores (ver tabla 2).

El amplicdn elegido se centré6 en la region 5 del gen IlyfA en una zona
absolutamente especifica de neumococo (SEQ ID NO: 5). Con el mismo criterio
de especificidad para los alelos de los SGM, se eligié otra zona de la region 5’
de IytA que estuviera totalmente conservada entre dichas bacterias y que
mostrara diferencias con los alelos de las cepas de neumococo, donde se
seleccion6 un amplicdn de 259 pb especifico de los SGM (SEQ ID NO: 10).

Las MBs comerciales marcadas con estreptavidina se modificaron con una
sonda de DNA biotinilada de captura y se expusieron al amplicon de DNA
biotinilado que resulté al hacer tanto una PCR o aPCR, utilizando para ello
DNA gendmico de S. pneumoniae como molde, como una PCR asimétrica
directa (aDPCR) a partir de cultivos bacterianos, usando en ambos casos
oligonucledtidos (cebadores) que permitieron amplificar de manera especifica

la region génica citada anteriormente.

El marcaje enzimatico del hibrido biotinilado resultante se realizé mediante la
incubaciobn con un polimero comercial de estreptavidina-peroxidasa

ultrasensible, preparado mediante la unién covalente de estreptavidina y HRP a



10

15

20

25

30

WO 2011/073488 PCT/ES2010/070836

22

un esqueleto de un polimero hidrofilico. La existencia de multiples biomoléculas
activas en cada cadena de polimero aumentd la capacidad de union a
moléculas biotiniladas, incrementandose de este modo la carga enzimatica y
con ello la sefial amperométrica debida a la peroxidasa permitiendo una
deteccion mas sensible que con los conjugados convencionales de

estreptavidina-HRP.

Tras llevar a cabo el marcaje enzimatico del DNA hibrido e inmovilizar las MBs
resultantes en electrodos impresos de oro (modificados con el mediador redox
tetratiafulvaleno (TTF), la deteccion del proceso de hibridacion del DNA se llevo
a cabo por amperometria utilizando el sustrato apropiado. El perdxido de
hidréogeno adicionado se reduce en presencia de HRP, y la regeneracion de la
forma reducida de la enzima estd mediada por TTF. El TTF" generado se
reduce electroquimicamente cuando el potencial aplicado es mas negativo que
el potencial formal del par redox TTF/TTF" (Campuzano et al., 2005. Talanta,
66: 1310-1319).

Con este procedimiento se pueden manipular hasta 30 sensores al dia (0 mas
si se automatiza el proceso) demostrando la utilidad de la metodologia para la
deteccion e identificacion rapida, sencilla, especifica, cuantitativa vy
ultrasensible (limite de deteccion [LOD] = 1.1 nM) de los amplicones de DNA
obtenidos por aPCR. Ademas, los amplicones de DNA obtenidos de cultivos
bacterianos se detectaron especificamente al hacer aDPCR, es decir, sin

necesidad de extraccion/purificacion previa del material genético.

El limite de deteccion obtenido, sin etapas previas de concentracion, fue de 100
ufc de S. pneumoniae por cada ml de muestra, lo que evidencia la gran
sensibilidad de los genosensores desarrollados como dispositivos de utilidad
relevante en el analisis de muestras clinicas. En las condiciones
experimentales seleccionadas, la presencia de otros SGM (S. oralis,
Streptococcus sanguinis, S. pseudopneumoniae, S. mitis, Streptococcus
constellatus y Streptococcus anginosus) no supuso ninguna interferencia en la

deteccion e identificacion de S. pneumoniae.
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1.2. Comprobacion de la fiabilidad del ensayo.

La fiabilidad del ensayo propuesto se comprobdé comparando la sefial de
reduccion obtenida para H>O, después de llevar a cabo el proceso de
hibridacion de la sonda biotinilada en presencia y ausencia de la secuencia
complementaria sintética marcada con biotina y usando TTF como mediador. El
TTF inmovilizado en la superficie del electrodo media la reduccion catalitica de
H.0, producida por la enzima HRP. Asi, la reduccidn electroquimica del TTF"
generado se puede medir a un potencial determinado. La sefal que se obtiene
es directamente proporcional a la cantidad de oligonucle6tido diana empleada.
Tal y como se muestra en la FIG. 2, cuando se realiza el proceso en ausencia
de sonda diana biotinilada se observa una respuesta amperométrica
insignificante al afiadir H,O2, a la superficie del electrodo modificado,
comprobandose que la sefal obtenida tras la hibridacion es significativamente
superior, lo que demuestra la mayor inmovilizacién del marcador enzimatico en
el DNA hibridado. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el ensayo
propuesto es adecuado para la deteccion electroquimica de los procesos de
hibridacion de la sonda diana caracteristica de los alelos /ytA de cepas de

neumococCo.

El mismo protocolo se ha empleado para investigar la especificidad del proceso
de hibridacion realizando dicho proceso con secuencias no complementarias y
con secuencias con “mismatches” de una sola base (0.1 uM = 10 pmol).
Mientras que tras la hibridacién con el oligonucleétido no complementario se
observa una sefial amperométrica insignificante (similar a la obtenida en
ausencia de sonda diana biotinilada), tras realizar el proceso de hibridacién con
secuencias con “mismatches” de una sola base se obtenia una respuesta
amperométrica similar a la observada con las sondas diana (perfectamente
complementarias). Estos resultados demuestran que la metodologia
desarrollada puede emplearse para distinguir entre  secuencias

complementarias y no complementarias pero deben optimizarse condiciones de
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hibridacion mas restrictivas para poder discriminar “mismatches” de una sola

base.

1.3. Deteccidn del oligonucleétido sintético complementario.

Empleando las condiciones experimentales optimizadas y especificadas
anteriormente, se ha construido el correspondiente calibrado para la sonda
diana biotinilada caracteristica de los alelos /ytA de neumococo (FIG. 3). En la

Tabla 1 se recogen los resultados obtenidos.

Tabla 1. Caracteristicas del método de determinacion amperométrica con

amplificacion enzimatica para los alelos /ytA de S. pneumoniae.

Caracteristica Valor
Intervalo lineal (nM) 5-36 (3-23 ng)
Pendiente (AM™) 56 + 3

Coeficiente de correlaciéon 0.993
Limite de deteccidon (nM) 5.1
RSD* (n = 8) (%) 8.7

*RSD, desviacion estandar relativa.

Los limites de deteccion (dl) y determinacién (dtl) se calcularon de acuerdo con
los criterios dl = 3sg m ' (16) y dtl = 10sg m ' (Long y Winefordner, 1983. Anal.
Chem., 55: 712A-724A), respectivamente, donde m es la pendiente de la recta
de calibrado y sg corresponde a la desviacion estandar (n = 10) de las sefales
amperomeétricas obtenidas a una concentracion de sonda diana de 2.0 nM. El dI
obtenido supone una sensibilidad aceptable teniendo en cuenta que en este

punto todavia no se ha utilizado amplificacion por PCR.

El hecho de que los genosensores basados en electrodos serigrafiados
desechables requieran el uso de un nuevo electrodo para cada medida, hace

de la reproducibilidad de las sefiales analiticas obtenidas con diferentes
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genosensores fabricados de la misma manera, un aspecto esencial a evaluar
con objeto de asegurar la utilidad practica real de este disefio. Para evaluar
este aspecto, se han comparado los valores de intensidad de corriente
obtenidos con 8 genosensores (usando 13 nmoles = 8.5 ng de oligonucledtido
diana biotinilado), preparados a partir de diferentes lotes de particulas
modificadas. De los valores obtenidos resulta una RSD de 8.7%, lo que
asegura que el proceso de fabricacion de los genosensores es muy

reproducible y fiable.

1.4. Deteccion de amplicones de DNA obtenidos por aPCR.

Recientemente, se han propuesto distintos protocolos para optimizar la
deteccion de DNA mediante la amplificacion por PCR, incluyendo la aPCR vy la
PCR directa (DPCR), que permite la amplificacion y deteccién de secuencias
especificas de acidos nucleicos sin necesidad de extraer previamente el
material genético de las células. El empleo de la aPCR conlleva una mayor
sensibilidad que la PCR simétrica debido a la presencia de fragmentos de
hebra sencilla en una gran proporcién, los cuales pueden hibridar no
competitivamente con la sonda (Poddar, 2000. Mol. Cell. Probes, 14: 25-32).
Esto implica también una hibridacion mas rapida de los amplicones en el

genosensor desarrollado.

Con el fin de aumentar la sensibilidad del método desarrollado, se decidid
aplicar el formato propuesto a la deteccion del amplicon resultante de la aPCR,
un fragmento de DNA de 235 bases que contiene la secuencia complementaria
de la sonda de captura inmovilizada en las MBs. Los productos obtenidos se
confirmaron mediante electroforesis en geles de agarosa empleando bromuro
de etidio como revelador. Como puede observarse (FIG. 4), a diferencia de lo
que ocurre cuando se hace una PCR normal (en la que todo el amplicon
generado es de doble cadena), al hacer la aPCR aparecen 2 bandas en el gel
de electroforesis. Puesto que el de DNA de cadena doble migra mas rapido que
el de cadena sencilla (Gunnarsson et al., 2006. Nat. Protoc., 1: 3011-3018), la
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de banda de menor movilidad electroforética observada corresponde al
fragmento de cadena sencilla y la de mayor movilidad al de cadena doble (Kai
et al, 1998. Biotechnol. Techniques, 12: 935-939). Los resultados
electroforéticos confirman la amplificacion de los productos de la PCR con el
tamano correcto (235 pb o nucleétidos), a pesar de la baja eficiencia que tiene

la tincion con bromuro de etidio para el DNA de hebra sencilla.

Las muestras obtenidas por aPCR fueron purificadas y diluidas adecuadamente
(100-1000 veces en tampodn Tris-HCI pH 7.2) y se usaron directamente para la
deteccion electroquimica. Como puede observarse en la FIG. 5, el control
empleado como blanco en la aPCR (sin DNA gendmico), no produce una sefial
amperométrica significativa. Esto confirma nuevamente la ausencia de
adsorciones inespecificas del polimero enzimatico en ausencia de hibridacion.
En la misma FIG. 5 se puede observar que la presencia del amplicon a una

concentracion de 2 nM da lugar a una sefial amperométrica notable.

Al estudiar la dependencia de la sefial amperométrica con la concentracion del
amplicon obtenido de S. pneumoniae R6, se obtuvo un intervalo lineal para la
cuantificacion del amplicon obtenido mediante aPCR entre 1.0 y 6.0 nM, dando
lugar a una sensibilidad de 134 + 6 A M™" (= 2.4 veces superior a la sensibilidad
obtenida para la deteccion de la sonda diana) (Tabla 1) y un coeficiente de
correlacion de 0.997. Se observé una disminucién en la sensibilidad para altas
concentraciones de amplicon, lo cual puede deberse al plegamiento de las
cadenas largas de DNA que dificulta la eficiencia del proceso de hibridacion.
Los limites de deteccidn y determinacién se calcularon de acuerdo al mismo
criterio mencionado anteriormente y tomando como SD la desviacion estandar
(n = 10) para las sefiales amperométricas obtenidas a un nivel de
concentracion de 1.0 nM de amplicon aPCR, obteniéndose valores de 1.1y 3.7
nM, respectivamente. Por otro lado, se obtuvo un valor de la RSD del 6.9%
para 7 medidas de una disoluciéon con una concentracion de amplicén de 1.1

nM obtenido mediante aPCR. Este resultado puede considerarse excelente si
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se tienen en cuenta la baja concentracion de amplicén y la clase de dispositivo

(genosensor de un solo uso) empleado.
1.5. Deteccion de neumococo mediante aDPCR.

Como se ha comentado anteriormente, la DPCR permite amplificar y detectar
secuencias especificas de acidos nucleicos sin necesidad de extraer
previamente el material genético de las células. Debido a su rapidez, sencillez y
escasa manipulacion de la muestra, la DPCR ha demostrado ser de utilidad en
la deteccidon y cuantificacion de bacterias en muestras medioambientales
(Fode-Vaughan et al., 2001. Biotechniques, 31: 598-607). En esta técnica, el
factor que determina la cantidad de DNA disponible es la eficiencia de la
permeabilizacion celular, que se puede incrementar empleando métodos de
permeabilizacion de la membrana celular con el fin de permitir la entrada de los
reactivos para la amplificacion y de retardar la difusion de los productos fuera
de las células, evitando también la destruccibn de su morfologia o la
microestructura de la comunidad microbiana (Hodson et al., 1995. Appl.
Environ. Microbiol., 61: 4074-4082).

Con objeto de mejorar la sensibilidad y reducir el tiempo del ensayo, se ha
aplicado la metodologia desarrollada a la deteccion de los amplicones
obtenidos por aDPCR realizadas directamente sobre cultivos celulares de
neumococo. Siguiendo el procedimiento descrito se han obtenido amplicones
biotinilados de 235 pb (o nucledtidos) directamente a partir de cultivos de S.
pneumoniae R6 de diferente densidad celular. En la FIG. 6 se muestran los
productos de la aDPCR usando cultivos de la cepa R6 de S. pneumoniae de
diferentes densidades celulares. Como puede verse, se obtiene amplicon con

tan solo 100 ufc ml™" de cultivo.

Las muestras obtenidas de la aDPCR a partir de cultivos celulares de
concentraciones comprendidas entre 130 y 1.3 x 10’ ufc ml" se diluyeron

1:200 empleando tampon Tris-HCI pH 7.2 y se emplearon alicuotas de 100 pl
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de las diluciones asi preparadas como analito para la preparacion de los
genosensores. Como puede observarse en la FIG. 7 (amperograma 1),
practicamente no se obtiene sefial amperométrica para el control negativo,
confirmandose nuevamente la ausencia de adsorcion inespecifica del marcador
enzimatico en ausencia de formacion de hibridos de DNA. Los amperogramas
2 y 3 de la misma Figura muestran la obtencion de sefales para los amplicones
obtenidos mediante aDPCR a partir de cultivos de la cepa R6 de S.
pneumoniae de diferente densidad celular. Como puede verse, la seial
amperométrica obtenida aumenta con la concentracidn del cultivo. Este
resultado es ldgico teniendo en cuenta que, en las condiciones de amplificacion
seleccionadas, la concentracion final del amplicon obtenido es dependiente de
la del cultivo empleado como molde en la aDPCR, tal y como puede observarse
en la FIG. 6 y como puede deducirse de los resultados que proporcionan las
medidas espectrofotométricas de la concentracion de los amplicones
purificados (30.3-12.3 ng/ul). Estos resultados se han confirmado tras realizar

cinco series de medidas.

Los resultados descritos demuestran que el método desarrollado, ademas de
permitir una facil discriminacion entre 100 ufc mI™" de cultivo de neumococo vy el
control, posibilita una cuantificacidbn aproximada de los niveles de esta bacteria
empleando aDPCR, demostrandose claramente ademas la aplicabilidad de los
genosensores magnéticos desechables en combinacion con la aDPCR para

evaluar la presencia o ausencia de neumococo en muestras clinicas.

1.6. Selectividad de la metodologia desarrollada.

Se ensayo la selectividad de la metodologia desarrollada utilizando diversos
SGM asi como otras bacterias filogenéticamente tan alejadas de neumococo
como E. coli. Como puede verse en la FIG. 8, cuando se emplea aDPCR, de
todas las cepas ensayadas solo se obtiene el amplicon correspondiente con S.
pneumoniae, lo que demuestra la elevada especificidad de la metodologia

desarrollada en las condiciones experimentales de amplificacion seleccionadas.
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En este punto cabe destacar que al hacer aDPCR sobre stocks de tres cepas
capsuladas de S. pneumoniae (TIGR4, D39 y Dawn), conservadas en glicerol a
—-80°C, se obtiene igualmente el amplicon esperado, lo que demuestra la
utilidad de la metodologia para la deteccidon tanto de neumococos capsulados

como no capsulados.

En la FIG. 9 se recogen los amperogramas que resultan para los amplicones
obtenidos usando como molde de la aDPCR un cultivo de S. pneumoniae de
130 ufc ml™" y un cultivo de S. mitis de 1.0 x 10® ufc ml™" lo que demuestra la
deteccion selectiva de concentraciones de S. pneumoniae, aproximadamente

10° veces inferiores a las de S. mitis.
1.7. Aplicaciéon a muestras de fluidos biolégicos inoculados.

Aunque en el futuro se pretende evaluar exhaustivamente la aplicabilidad de la
metodologia desarrollada a la deteccién de neumococo en muestras clinicas de
diferente naturaleza (sangre, liquido cefalorraquideo, etc.), se han realizado
ensayos preliminares realizando aDPCR sobre muestras de sangre
desfibrinada de carnero, saliva y orina humanas inoculadas con neumococo
que han resultado prometedores, obteniéndose amplicon usando como molde 2
ul de muestra (inoculada con 1.0 x 10* ufc mI”" de neumococo) sin necesidad

de aplicar ningun tratamiento previo a la misma.

1.8. Desarrollo de una metodologia similar para la deteccion

selectiva y cuantificacion de otros Estreptococos del Grupo mitis (SGM).

Dado el interés que suscita la identificacidon inequivoca del estreptococo
responsable de un proceso infeccioso, se ha desarrollado una metodologia
complementaria que, empleando otra sonda de captura adecuada y realizando
la amplificacion con otra pareja de oligonucledtidos, permite la deteccidon

selectiva de alelos lytA caracteristicos de SGM.
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Se ha evaluado la selectividad de esta metodologia alternativa haciendo
aPCRs con DNA gendmico y aDPCR de cultivos de SGM empleando como
controles negativos tanto DNA como células de S. pneumoniae R6. Como
puede verse en la FIG. 10 la nueva pareja de cebadores seleccionada permite
la obtencion del amplicon correspondiente (en este caso de 259 pb o
nucledtidos) y, por tanto, la deteccion especifica de cepas portadoras de los

alelos caracteristicos de SGM.

En este punto cabe destacar que, hasta el momento, no existe ninguna
metodologia disponible comercialmente que permita la discriminacion de alelos
IytA de cepas de neumococo y SGM vy, por tanto, la diferenciacion entre
neumococo Yy otros estreptococos estrechamente relacionados desde el punto
de vista filogenético los cuales pueden también ser importantes patdgenos,

sobre todo en pacientes inmunodeprimidos.

MATERIALES Y METODOS

1. Aparatos y electrodos utilizados.

Las medidas amperométricas se han realizado utilizando un potenciostato Eco
Chemie Autolab PSTAT 10 equipado con el médulo EDC y controlado mediante
el software GPES 4.9 (General Purpose Electrochemical System).

Las medidas electroquimicas se han llevado a cabo utilizando electrodos
serigrafiados con pasta de oro de curado a alta temperatura 220AT (Dropsens)
(3.4 X 1.0 X 0.05 cm), SPGEs AT.

Para la modificacidon de las MBs se ha empleado un concentrador de MBs
(Dynal MPC-S, Dynal Biotech ASA).

Todos los experimentos de PCR se han llevado a cabo en un termociclador

Applied Biosystems 27 20.

2. Cepas, reactivos y disoluciones utilizados.
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Para preparar todas las disoluciones que se han empleado, se ha utilizado
agua desionizada obtenida mediante un sistema Millipore Milli-Q.
Todos los reactivos y disolventes empleados fueron de calidad para analisis.
e Tampdn B&W: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA, 2.0 M NaCl.
e Tetratiafulvaleno, TTF (Aldrich).
e Polimero ultrasensible de estreptavidina-peroxidasa de rabano (HRP)
(Sigma).
¢ MBs modificadas con estreptavidina (Dynabeads M-280 streptavidine, 10
mg ml™") (Invitrogen Dynal AS).
e Medio Luria Bertani (LB) (Scharlau).
e Medio C+Y: medio C (Lacks y Hotchkiss, 1960. Biochim. Biophys. Acta,
39: 508-597) suplementado con extracto de levadura al 0.08%.
e Tampdn TE (pH 8.0): 10 mM Tris-HCI conteniendo 1 mM de EDTA.
e Tampodn Tris-HCI (pH 7.2): 50 mM de Tris-HCI conteniendo 20 mM de
NaCl.
e Tampdn PBS: 10 mM tampoén fosfato sddico (pH 7.4) conteniendo 138
mM de NaCl y 2.7 mM de KCI.
e Tampdén PBST: Disolucion PBS (pH 7.4) conteniendo 0.05% (v/v) de
Tween 20.
e Disolucion de TTF 0.5 M: Se prepara disolviendo 5.1 mg del compuesto
en 50 ul de acetona.
e Disolucion patron de H2O, 0.1 M: Se diluyen 10 ul de la solucion
comercial al 30% (v/v) en 1 ml de la solucion reguladora de PBS (pH 7.4).
Las soluciones de menor concentracion se preparan por dilucion del
volumen adecuado de la disolucidn anterior con la misma solucion
amortiguadora.
e Disolucion de polimero de estreptavidina-HPR 10 ug ml": Se diluyen 10
ul de la disolucién original (1.0 mg mlI™') en 1 ml de PBST (pH 7.4).

e Oligonucledtidos (Sigma)

Para la deteccion especifica de alelos /ytA de S. pneumoniae se usaron los

siguientes oligonucledtidos sintéticos:
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- Sonda de captura biotinilada (CSP_/ytA) en el extremo 5" (SEQ ID NO: 1).
- Sonda diana biotinilada (TSP_/ytA) en el extremo 5°(SEQ ID NO: 2).

- Cebador directo (FSP_/ytA) (SEQ ID NO: 3).

- Cebador reverso (RSP_/ytA) biotinilado en el extremo 5" (SEQ ID NO: 4).

lytArs (amplicdn de S. pneumoniae, 235 pb, direccion 5—3’): SEQ ID NO: 5

La sonda biotinilada hibrida con la secuencia del nucledtido 187 al 206,
asignando la posicién 1 al primer nucleétido del codon de iniciacion del gen
IytA.

Para el disefio de dichas sondas y cebadores ha sido necesario disponer de la

secuencia del gen IytA de 115 aislados tal como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Nuevas secuencias (no publicadas ni incluidas en bases de datos
publicas) del gen /ytA obtenidas a partir de 115 aislados clinicos de S.

pneumoniae.

CEPA ANO SEROTIPO ORIGEN® ALELO SECUENCIAS
AISLAMIENTO
1001 1989 3 LCR A SEQ ID NO: 11
1990 1991 3 SANGRE A SEQ ID NO: 11
1998 1991 3 LCR E SEQ ID NO: 15
2629 1993 3 LCR A SEQ ID NO: 11
2778 1993 3 SANGRE A SEQ ID NO: 11
2812 1993 3 SANGRE A SEQ ID NO: 11
3003 1994 3 SANGRE B SEQ ID NO: 12
3086 1994 3 SANGRE B SEQ ID NO: 12
3227 1994 3 L.PLEURAL A SEQ ID NO: 11
3404 1995 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
3474 1995 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
3533 1995 1 L.PLEURAL F SEQ ID NO: 16
4033 1996 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
4066 1996 3 LCR B SEQ ID NO: 12
4107 1997 3 SANGRE A SEQ ID NO: 11
4520 1998 3 SANGRE A SEQ ID NO: 11
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8368 2007 3 ESPUTO B SEQ ID NO: 12
8417 2007 1 L.PLEURAL F SEQ ID NO: 16
8431 2007 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
8446 2007 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
8516 2007 1 L.PLEURAL F SEQ ID NO: 16
8564 2007 3 SANGRE B SEQ ID NO: 12
8573 2007 3 ESPUTO B SEQ ID NO: 12
8653 2007 3 SANGRE A SEQ ID NO: 11
8715 2007 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
8797 2007 3 L.PLEURAL B SEQ ID NO: 12
8874 2007 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
8955 2008 3 SANGRE A SEQ ID NO: 11
9042 2008 1 LCR F SEQ ID NO: 16
9270 2008 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
9322 2008 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
9458 2008 1 L.PLEURAL F SEQ ID NO: 16
9494 2009 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
9509 2009 1 L.PLEURAL F SEQ ID NO: 16
9521 2009 1 LCR F SEQ ID NO: 16
9522 2009 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
9560 2009 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16
9572 2009 1 L.PLEURAL F SEQ ID NO: 16
9638 2009 1 SANGRE F SEQ ID NO: 16

? LCR, liquido cefalorraquideo.

Para la deteccidn especifica de alelos /ytA de SGM se usaron los siguientes
oligonucledtidos sintéticos:

- Sonda de captura biotinilada (CSMG _IytA) en el extremo 5” (SEQ ID NO: 6).

- Sonda diana biotinilada (TSMG_/ytA) en el extremo 5 (SEQ ID NO: 7).

- Cebador directo (FSMG_IytA) (SEQ ID NO: 8).

- Cebador reverso (RSMG_/ytA) biotinilado en el extremo 5" (SEQ ID NO: 9).

/ytAAJ252194 (amplic()n de SGM, 259 pb, direccion 5,—>3,)Z SEQ ID NO: 10.

La sonda biotinilada hibrida con la secuencia del nucleétido 207 al 230.
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Para los experimentos realizados se utilizaron las siguientes especies y cepas
bacterianas: cepas R6 (Hoskins et al., 2001. J. Bacteriol., 183: 5709-5717),
TIGR4 (Tettelin et al., 2001. Science, 293: 498-506), D39 (Lanie et al., 2007. J.
Bacteriol., 189:38-51) y Dawn (Llull et al., 2000. Microb. Drug. Resist., 6: 269-
275) de S. pneumoniae, la cepa tipo de S. pseudopneumoniae CCUG 44455,
S. oralis NCTC 114277, S. sanguinis CECT 480", S. constellatus NCTC 10708,
S. anginosus K51-Y, S. agalactiae CECT 183", S. gordonii CECT 804", S. iniae
CECT 7363, S. salivarius CECT 805", las cepas NCTC 12261", SK137 (3),
SK598 (4), B6 y HER 1055 (Romero et al., 2004. J. Bacteriol., 186: 8229-8239)
de S. mitis y las cepas 1078/1997, 1338/1996, 1629/1997, 101/1987,
1230/1996, 782/1996, 11923/1992 y 10546/1994 que pertenecen a los SGM
(Llull et al., 2006. J. Clin. Microbiol., 44: 1250-1256). Asimismo, como control
negativo, se emple6 E. coli DH5a (Sambrook y Russell, 2001. Molecular
Cloning. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York).

3. Métodos de cultivo de las bacterias.

Los cultivos de E. coli se llevan a cabo en medio LB durante toda la noche a
37°C con agitacion constante. Posteriormente, se preparan stocks en glicerol
(10%, v/v), se hacen diluciones en serie, se siembran 100 pl de las diluciones
correspondientes en placas de Petri conteniendo medio LB y se incuban 24 h a
37°C para contar las colonias.

Los estreptococos se cultivan en medio C+Y a 37°C sin agitacion. Cuando el
cultivo llega a una DOssy aproximada de 0.4 se preparan stocks en glicerol
(10%) a la vez que se hacen diluciones seriadas que se siembran (100 ul) en

placas de agar-sangre y se incuban 24 h a 37°C para contar las colonias.

4. Pretratamiento y modificacion de los electrodos indicadores.
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Los electrodos serigrafiados de oro curados a alta temperatura (Dropsens), se
pretratan realizando diez barridos ciclicos consecutivos de potencial entre 0.00
y +1.25 V, a una velocidad de 100 mV s, en una solucién 0.5 M de H.SO,
conteniendo KCI 10 mM. Sobre la superficie seca de los electrodos pretratados,
se depositan 5 pl de una disolucion 0.5 M de TTF y se dejan secar a

temperatura ambiente.
5. Modificacion de las MBs y transduccion amperomeétrica.

Para llevar a cabo este procedimiento, se toman 10 ul de la suspension
comercial de MBs modificadas con estreptavidina, se colocan en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se lavan con 90 pl de tampdn B&W. Las particulas
se colocan en el concentrador de MBs vy, transcurridos 2 min, se retira el
sobrenadante. Este procedimiento se realiza dos veces. A continuacion, se
afaden 100 pul de una disolucion 1 uM (= 100 pmoles) de la sonda de captura
de DNA (biotinilada en el extremo 5" y preparada en tampon B&W) y se incuba
a 37°C durante 60 min en un agitador a 600 rpm. A continuacion, las particulas
se lavan dos veces, utilizando cada vez 100 pl de tampoén Tris-HCI (pH 7.2).
Posteriormente, se afiade la cantidad deseada de DNA complementario
(marcado con biotina en el extremo 5° y preparado en el tampdn Tris-HCI, pH
7.2) y se incuba nuevamente a 37°C durante 60 min en el agitador a 600 rpm.
Se coloca la mezcla en el concentrador de MBs vy, transcurridos 2 min, se
separa el sobrenadante. Seguidamente, las particulas modificadas con el
hibrido se lavan dos veces siguiendo el procedimiento anterior (tampdn Tris-
HCl pH 7.2). A continuacion, se afaden 100 pl de una disolucion de
estreptavidina-HRP (10 pyg ml™") preparada en PBST (pH 7.4) y se deja
reaccionar durante 60 min a 37°C agitando a 600 rpm. Transcurrido el tiempo
de reaccion, las particulas se lavan cinco veces durante 5 min cada vez con
500 ul de PBST y una ultima vez con PBS (pH 7.4).

Las MBs, una vez modificadas, se resuspenden en 45 ul de PBS (pH 7.4) y se

inmovilizan sobre la superficie de los electrodos serigrafiados de oro
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pretratados y modificados con TTF. La fijacidon de las particulas a la superficie
del electrodo se realiza situando un iman de neodimio debajo del electrodo de

trabajo.

Las respuestas amperométricas se obtienen aplicando un potencial de —0.15 V
a los electrodos serigrafiados con las particulas modificadas depositadas en su
superficie. Cuando se alcanza el estado estacionario al potencial de medida se

agregan 5 pl de una soluciéon 3.5 mM de H,0..

En la FIG. 1 se muestra esquematicamente el procedimiento aqui expuesto.
Brevemente, el método consiste en la captura de la sonda biotinilada de 20
bases en la superficie de MBs modificadas con estreptavidina y su posterior
hibridaciéon con una sonda diana o con el amplicén obtenido mediante aPCR (o
aDPCR). El hibrido formado se marca con un polimero ultrasensible de
estreptavidina-peroxidasa y las MBs modificadas se depositan sobre la
superficie de un electrodo modificado con TTF. El empleo de las MBs permite
la inmovilizacion de los hibridos de DNA directamente en la superficie de los
electrodos serigrafiados evitando adsorciones inespecificas asociadas a los
procesos de inmovilizacion sobre la superficie de electrodos metalicos.
Finalmente, el proceso de hibridacion se monitoriza amperométricamente a un
potencial de —0.15 V (frente a Ag/AgCl) después de adicionar una solucion de
H205.

6. Obtencion del amplicon de DNA de 235 bases del gen IytA mediante
aPCR.

Para llevar a cabo la amplificacion del fragmento de 235 bases del gen /ytA de
S. pneumoniae, se ha empleado aPCR, un procedimiento que permite
amplificar preferentemente una cadena sencilla del DNA original que contiene
la secuencia complementaria (20-mer), a la sonda sintética inmovilizada sobre
las MBs modificadas con estreptavidina, pudiéndose de este modo llevar a

cabo la deteccion directa del proceso de hibridacion.
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La aPCR se llevé a cabo en un volumen final de 100 pyl de una mezcla que
contenia, al menos, 2 ul del extracto de DNA gendmico de la cepa R6 de S.
pneumoniae (50 ng/ul), 1.6 ul de la disolucion del cebador directo (5 uM), 16 pl
de la disolucion del cebador biotinilado inverso (5 uM) y otros componentes
siguiendo el protocolo habitual para la amplificacion mediante PCR con la Taq
DNA polimerasa. Las condiciones de la aPCR fueron: desnaturalizacion (94°C,
4 min), seguida por 35 ciclos a 94°C durante 1 min (desnaturalizacion), 60°C
durante 1 min (anillamiento), 72°C durante 1 min (extension), y 3 min de

extension final.

Cuando el cebador limitante se consume, el cebador remanente, que es el
biotinilado inverso, continia amplificando el fragmento de DNA, con lo cual el
producto resultante en la PCR es predominantemente una hebra de cadena

sencilla de 235 bases biotinilada en el extremo 5°.

7. Obtencion del amplicon de 235 bases del gen lytA mediante aDPCR.

En este caso se trabajdé con la cepa R6 de S. pneumoniae, que se cultivd a
37°C en medio C+Y hasta una DOss de = 0.4. El nimero de ufc ml™" de cultivo
se obtuvo realizando diluciones seriadas del cultivo anterior en placas de agar-
sangre. La obtencion de distintas concentraciones de células de S. pneumoniae
se llevo a cabo mediante diluciones en serie en agua desionizada estéril. Una
alicuota de 2 pl de cada una de las diluciones se utiliz6 como molde para llevar
a cabo el procedimiento de aDPCR, afiadiendo 1.6 ul de la disolucion (5 uM) de
cebador directo, 16 ul de la solucion (5 uM) de cebador inverso biotinilado y
otros componentes en un volumen final de 100 pl siguiendo el procedimiento
habitual de la PCR con Tag DNA polimerasa. A continuacion, se sigui6 el

procedimiento descrito en el apartado anterior para la aPCR.

Los amplicones obtenidos (por aPCR o aDPCR) se visualizan mediante

electroforesis en gel de agarosa (1.5%) por tincién con bromuro de etidio y se
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purifican empleando un kit comercial para la purificacion de productos de PCR
(Roche).
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REIVINDICACIONES

1. Método para la deteccion y/o cuantificacion de Streptococcus.

pneumoniae en al menos una muestra biolégica aislada, mediante

biosensores magneto-amperométricos, que comprende:

inmovilizar en un soporte soélido una suspension de particulas
superparamagnéticas (MBs) marcadas con un compuesto A, vy la
sonda de DNA SEQ ID NO: 1, marcada en su extremo 5" con un
compuesto B afin al compuesto A, donde dichas particulas vy
sonda estan unidas mediante union de los compuestos A-B,
afiadir a la mezcla del paso (a) el producto de la amplificacion por
PCR obtenido mediante el uso del cebador directo SEQ ID NO: 3
y el cebador reverso SEQ ID NO: 4 del gen /ytA de S.
pneumoniae, procedente de una muestra bioldgica aislada, donde
cebador SEQ ID NO: 4 esta unido por su extremo 5" al compuesto
B,y

detectar la hibridacion de la sonda SEQ ID NO: 1 del paso (a) al
fragmento de DNA amplificado en el paso (b) mediante la adicion
del compuesto A conjugado a un elemento susceptible de ser

detectado y/o cuantificado.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde la muestra biolégica es un

fluido biologico.

3. Método segun la reivindicacion 2, donde el fluido biolégico aislado es

sangre, liquido cefalorraquideo, saliva u orina.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la PCR

es asimétrica.
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5. Método segun la reivindicacion 4, donde en dicha PCR asimétrica se
utiliza una cantidad de entre 8 y 12 veces menor del cebador SEQ ID
NO: 3 que del cebador SEQ ID NO: 4 unido por su extremo 5" al

compuesto B.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 ¢ 5, donde la PCR

asimétrica es directa.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el
compuesto A conjugado a un elemento susceptible de ser detectado y/o
cuantificado segun el paso (c), a su vez, esta conjugado

covalentemente a un esqueleto de un polimero hidrofilico.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el

compuesto A es estreptavidina y el compuesto B es biotina.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el
elemento susceptible de ser detectado y/o cuantificado segun el paso

(c) es una enzima oxidasa.

10.Método segun la reivindicacion 9, donde la enzima oxidasa es una
peroxidasa y dicha deteccion y/o cuantificacion se lleva a cabo

mediante la adicion de H>O».

11.Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para la

monitorizacion de la respuesta a un tratamiento de S. pneumoniae.

12.Uso del cebador directo SEQ ID NO: 3 y del cebador reverso SEQ ID
NO: 4 para la amplificacion mediante PCR de un fragmento de DNA del
gen lytA de S. pneumoniae y su deteccion y/o cuantificacidon con la
sonda SEQ ID NO: 1 y/o con la sonda SEQ ID NO: 2, donde dichas

sondas tienen un marcaje que permite una deteccidn isotopica,
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colorimétrica, fluorimétrica o electroquimica, utilizando como molde el

DNA presente en una muestra bioldgica aislada.

13.Uso segun la reivindicacion 12, donde dichas sondas tienen un marcaje

que permite una deteccion electroquimica.

14.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 6 13, donde la muestra

biolégica aislada es un fluido biologico aislado.

15.Uso segun la reivindicacion 14, donde el fluido bioldgico aislado es

sangre, liquido cefalorraquideo, saliva u orina.

16.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, donde la PCR es

asimeétrica.

17.Uso segun la reivindicacion 16, donde la PCR asimétrica es directa.

18.Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17 para la

monitorizacidon de la respuesta a un tratamiento de S. pneumoniae.

19.Kit que comprende el cebador directo SEQ ID NO: 3, el cebador reverso
SEQ ID NO: 4 vy, la sonda SEQ ID NO: 1 y/o la sonda SEQ ID NO: 2,
donde dichas sondas tienen un marcaje que permite una deteccidon

isotopica, colorimétrica, fluorimétrica o electroquimica.

20.Uso del kit segun la reivindicacion 19 para la deteccion y/o

cuantificacion de S. pneumoniae.

21.Uso del kit segun la reivindicacion 19 para la monitorizacion de la

respuesta a un tratamiento de S. pneumoniae.
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