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METODOS Y COMPOSICIONES PARA DETECTAR TUBERCULOSIS
ACTIVA

CAMPO TECNICO

[001] La presente invencion se encuentra dirigida al campo de las pruebas

moleculares para la deteccidn de tuberculosis activa, y, en particular, a métodos

para el diagnéstico de infecciones por Mycobacterium tuberculosis

la deteccidon de un ARN no codificante en una muestra bi

suero u orina. Ademas, la presente solicitud proporcignagcom
para llevar a cabo dichos métodos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

de
(o)

bacteria Mycobacterium
s de mayor patogenicidad a

[003]9No todo individuos infectados desarrollan sintomas, y muchos de
ellos lo inar la infeccion sin ayuda de agentes terapéuticos. De hecho,
la mayoria de la poblacion contagiada desarrolla una infeccién latente o inactiva
(ausente de sintomas de la enfermedad), que no puede ser transmitida a otros
individuos. Por otra parte, los pacientes con tuberculosis activa presentan
sintomas (tos persistente, dolor en el pecho, pérdida de peso, fatiga, fiebre, entre
otros), que pueden desarrollarse semanas o afos después de adquirir la

infeccion; estos pacientes pueden transmitir la infeccidn a otras personas.
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[004] Actualmente, el diagndstico de la tuberculosis se realiza por medio de un
grupo variado de técnicas. Entre otras, el diagnodstico de tuberculosis puede
llevarse a cabo por medio de pruebas cutaneas, analisis de sangre en donde se
mide la respuesta inmune contra Mtb, pruebas de microscopia empleando
meétodos de tincion especificos, o cultivos bacterianos a partir de pruebas de
esputo. Sin embargo, estas técnicas usualmente requieren equipos, reactivos y
personal especializado, pueden dar lugar a falsos positivos por reaccion cruzada

en pacientes inmunizados o resultados imprecisos en pacientes gon infecciones

acceso a un tratamiento oportus
las tasas de transmision po ] te'atectado al resto de la poblacion.
dia
con la aparicién y cénse ision de cepas resistentes a los agentes

enfermedad se relacionan también

Ademas, los retrasos €
antituberculoso mpleados, tales como rifampicina e isoniacida,

dificultandoau de la enfermedad.

a la busq de alternativas que permitan realizar el diagndstico de manera
inmediata en el punto en donde se atiende al paciente (POCT, Point-of-care-
test).

[007] Ejemplos de algunos métodos de deteccidn en el sitio de tratamiento se
han descrito en documentos como Detection and Quantification of HspX
Antigenin Sputum Samples Using Plasmonic Biosensing: Toward a Real Point-
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of-Care (POC) for Tuberculosis Diagnosis', que divulga un dispositivo que
permite la deteccién de la proteina HspX de Mtb en muestras de esputo. Para
ello, el documento proporciona biosensor portatil de resonancia plasmén de
superficie (SPR).

[008] Por otra parte, también se han proporcionado diversas metodologias para
lograr el diagnostico de la enfermedad activa basadas en la evaluacion del nivel
de biomarcadores en muestras diferentes a esputo, tales como orina, plasma,

suero, o liquido cefaloraquideo.

[009] Recientemente, gracias al desarrollo tecnologicode la s i N
azge,de As de Mtb.
ca@del 2% del

iento in vitro y

(RNAseq), se ha incrementado significativamente e
El analisis del transcriptoma de Mtb permitié enc

transcriptoma es no codificante en fase expone

expresado fue el MTS2823 que se e region intergénica entre los
genes Rv3161 y Rv3262c2. Hal
sRNAs juegan un papel i
patogénesis de Mtb3. E

pequenos o ARN codlific

investigacion h

infeccion.

de patente como US 10526665 B2 y EP 2351857. Ademas, el
documento Screening of 20 Mycobacterium tuberculosis SRNAs in plasma for
detection of active pulmonary tuberculosis® y la solicitud de patente
CN110093432 divulgan la medicion de biomarcadores de ARNs en plasma para
la deteccion de tuberculosis activa y la diferenciacion del bacilo de la tuberculosis
de la vacuna de BCG (bacilo de Calmette-Guérin), respectivamente.
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[011] No obstante, persiste la necesidad de desarrollar métodos y kits capaces
de llevar a cabo el diagndstico de la tuberculosis activa de manera rapida a partir
de muestras distintas al esputo, que cuenten con una alta especificidad y
sensibilidad para detectar las variantes resistentes y que sean de facil acceso y

aplicacion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

bioldgicos.

[013] En modalidades particu

efalorraquideo, heces, u orina. En aun
os y kits de acuerdo con la presente invencidn

uesta a tratamiento en pacientes previamente

cuantitativ n otras modalidades, la deteccion del ARN se hace mediante

técnicas de hibridacién en membranas de nitrocelulosa.

[015] En ciertas modalidades, la invencidén proporciona kits para detectar la
presencia de Mtb en una muestra clinica humana, que comprenden cebadores y
sondas dirigidos a la deteccion de ARN pequefios seleccionados,
preferiblemente MTS2823. En modalidades particulares, el kit comprende
cebadores y sondas dirigidas al SRNA MTS2823.
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[016] En ciertas modalidades la invencién proporciona composiciones que
comprenden oligonucledtidos utiles para detectar la presencia de tuberculosis
por medio de pruebas moleculares, tales como PCR, RT-gPCR e hibridacion.
Especificamente, la invencién proporciona composiciones que comprenden
cebadores y sondas dirigidas especificamente a genes de Mtb. Preferiblemente,
la invencidn proporciona composiciones que comprenden parejas de cebadores
directos y reversos, y sondas dirigidas al gene MTS2823. Egp, modalidades

preferidas, las sondas empleadas en el método de la invencidon pos€en, en uno

de sus extremos restos fluorescentes, preferiblemente FAM, otr
de apagado, preferiblemente BHQ1.

on, ‘@l métod la invencioén
ccion previo a la

odalidades preferidas,

acidos grasos de cadena larga,
preferiblemente sa palmitico, estearico y oleico, mas

preferiblemente io, estearato de sodio y oleato de sodio.

polimerasa, y Transcriptasa Reversa); y otros reactivos
llevar a cabo el analisis por transcripcion inversa seguida por
PCR cuantitativa, tales como dNTPs (deoxinucleosidos trifosfato) y cofactores
enzimaticos (magnesio). En modalidades preferidas, el kit incluye, ademas, un

control positivo.

[019] En otras modalidades, los kits de la invencién incluyen soportes o
membranas de nitrocelulosa aptas para la deteccién por hibridacién inversa de
uno o mas ARN no codificantes. En modalidades preferidas la invencidn
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proporciona una sonda de captura fijada sobre membranas de nitrocelulosa y
una sonda de deteccién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[020] La figura 1 muestra la expresidon del ARN pequeio durante el proceso de
infeccion de ratones BALB/c con las cepas de Mtb Beijing 323 y 391. El ARN se
extrajo 3, 14, 28 y 60 dias después de la infeccidn con las respe S cepas.

[022] La figura 3 muestra I0§yrestilia 2 amplificacion empleando conjuntos

de cebadores y sond y 3 eficion. A. Curvas de amplificacion; B.

Curva de calibracié

[023] La fig s Tesultados de los ensayos de sensibilidad de

la ausencia del ARN de interés (300pb) en diversos microorganismos
comunmente presentes en muestras respiratorias y de orina. De izquierda a
derecha: Marcador de peso, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Control negativo, y Control Positivo TBC H37Rv.
B. Pruebas de especificidad realizadas mediante qPCR con los cebadores
disefiados en la presente invencion (amplicon de 147 pb) y su correspondiente
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sonda fluorescente. Ademas de los microorganismos previamente mencionados,
se realizaron pruebas en muestras de tres Mycobacterias atipicas: M. avium, M.
szulgaiy M. kansasii. C. Analisis de los resultados de qRT-PCR de muestras de
ADN de microorganismos seleccionados. El panel de micobacterias atipicas
incluye M. abscessus, M. gordonae, M. avium 'y M. kansasii y las micobacterias
previamente analizadas por SYBR-green, M. kansassi, M.szulgaiy M. avium.

[025] La figura 6 muestra los resultados de la deteccion en una muestra de orina
del biomarcador MTS2823 por medio del método de la invencién.

[026] La figura 7 ilustra la metodologia empleada par. es ion del

protocolo de manejo de muestras de orina.

[027] La figura 8 muestra los resultado iondde MTS2823 en
muestras de orina procesadas media ias distintas. Curva de
amplificacion (numero de ciclos fren ncia - ARN) del RNA total
e la qPCR; (2) Control de
or medio del kit Quick-cfRNA™

dologia alternativa propia; (5) control

extraido por cada método. (
Transcriptasa Reversa; (3)
Serum & Plasma Kit

de M. tuberculosis.

positivo correspondi€nte pa

[028] La fig s resultados de la evaluacidon de los limites de

iciones de laboratorio y B. En muestras de orina

DESCRIP DETALLADA DE LA INVENCION

[029] La presente invencion hace referencia a métodos para diagnosticar la
infeccion por Mtb en una muestra biolégica por medio de la deteccion de un ARN
pequefio (también llamado ARN no codificante) mediante transcripcion reversa
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) o

por deteccion por hibridacién inversa en membranas de nitrocelulosa. En
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particular, los métodos de la invencion se basan en la deteccion del ARN
pequefio denominado MTS2823 por medio de conjuntos de cebadores y sondas

que permiten la amplificacién del mismo en diversos tipos de muestras.

[030] Los métodos de la invencidn permiten realizar un diagndstico in vitro de
tuberculosis activa a partir de muestras biolégicas en las que el bacilo de
Mycobacterium tuberculosis esta presente, tales como muestras de esputo,
liquido pleural o jugo gastrico, y en muestras biologicas en las que el
biomarcador de ARN pequeio esta circulante, tales como mues de orina,

suero y plasma.

[031] En modalidad preferida, el método de acuer

[032] De acu

comprende

era modalidad de la invencion, el método

una composicion de induccion. El proceso de

induccion siguientes etapas:

Tratar la estras con una solucién que comprende NaOH, N-acetil-L-

inaly citrato de sodio, por toda la noche a 37°C;

b) Centrifugar las muestras tratadas a 3500 rpm;

c) Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en la composicion
de induccion;

d) Incubar la suspensidn a temperatura ambiente por 4 horas;

e) Centrifugar a 13.000 rpm por 10 minutos;

f) Recuperar el sobrenadante para los posteriores pasos de deteccion.
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[033] En donde la composicion de induccion comprende sales de acidos grasos
de cadena larga en un buffer adecuado. En una modalidad preferida, la
composicién de induccién comprende una mezcla de sales de acido palmitico,
acido estearico y acido oleico, preferiblemente en donde las sales son sales de
sodio. En modalidades aun mas preferidas, las sales estan disueltas de manera
independiente en etanol y buffer citrato, preferiblemente, etanol al 50% (v/v) y
buffer citrato pH 4.5. En modalidades aun mas preferidas, cada u
se encuentran en una concentracion 0,001% (p/v) en omp

induccion.

Preparacién de las muestras que no requierén induccion ( ma, suero, u

orina)
[034] De acuerdo con la segunda dalida la invencion, el método
comprende un tratamiento parada ciondel N presente.

[035] Preferiblemente ratamientiond S muestras se realiza por medio de

un kit disponible en e ue e como fundamento el paso de la muestra

por dos column ueve los RNAs largos mientras que la segunda

s. Mas preferiblemente, las muestras se tratan

e comprende las alternativas conocidas en el estado de la
en a dicho resultado.

[036] Mas preferiblemente, cuando se trata de una muestra de orina, el
tratamiento comprende la centrifugaciéon de la muestra de orina y posterior
adicidon de un buffer de lisis (de fabricacidn propia), a continuacion, la mezcla se
incuba a 95°C por 10 min, y se centrifuga a 12.000 rpm por alrededor de 3 min,

reservandose el sobrenadante para ensayos posteriores.
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Deteccion del biomarcador mediante RT-PCR

[037] Una vez obtenido el ARN (encontrado en el sobrenadante de la induccion
o en el producto de la purificacién) se procede a realizar la transcripcion reversa
(RT)yla gPCR.

[038] En una modalidad preferida, la sintesis de cADN comprende los
siguientes pasos:

a. Mezclar el extracto de ARN con una solucion de dNTPs, hexa s al azar,
C

y agua DEPC, e incubar la mezcla a una temperatura de
por aproximadamente 5 minutos,

b. Preparar una mezcla de buffer DTT, agua

Transcriptasa Reversa,

c. mezclar las soluciones preparadas res e incubar a

aproximadamente 25°C por alred@dor de en seguida, incubar a
aproximadamente 50°C por alrede 50 mi
d. finalmente, terminar |Ia roximadamente 85°C por

aproximadamente 5

PC, i
S

[039] En otra moda acciones de retrotrotranscripcion (RT) y reaccion

en cadena de | ) se llevan a cabo en un unico paso.

Cebadore

[040]%\]al como puede observarse en la Tabla 1, La invencion comprende
conjunt adores y sondas dirigidos al ARN denominado MTS2823.

Tabla 1 Caracteristicas de los cebadores y sondas empleados en los métodos
de la invencion

Cebador o Secuencia SEQID NO: Tamafo TM (°C)
Sonda’ del
Fragmento
(pb)
Directo 1 TGAGGCCAAGGCTCGAT SEQ ID NO: 1 63
147
Reverso 1 GTCGATGCCATCTGCTGTTC SEQID NO: 2 63
Directo 2 CACCCACGCGGAGTCATAG SEQID NO: 3 131 64
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Reverso 2 GTGGCCTCGGCGATCTT SEQID NO: 4 64
Directo 3 TTGCGGGTCTGCGTAAT SEQID NO: 5 61
Reverso 3 CCCACCAACACGGTTCT SEQID NO: 6 143 61
Directo 4 TAGTACAAAGGAACCAC SEQID NO: 7 52
Reverso 4 GAAGAACTCGAATCGC SEQID NO: 8 300 54
Sonda 1 ramAGAAGTGTTGCGGGTCTGCGTAATsHa1 SEQID NO: 9 -— 68
Sonda 3 ramACAGCTAGAAGCGTCGCAAGATCGsHa1 SEQ ID NO: 10 -— 68

bp: pares de bases

[041] El método de la invencidn se basa en un conjunto de ceba

especificamente disefiados por los inventores y dirigid
especifico del MTS2823, los cuales permiten detectar,_con
especificidad, la tuberculosis en muestras de divers
el método de la invencion emplea los cebadores
Reverso 1 (SEQ ID NO: 2), en combinacién con

el diagnostico de la tuberculosis activa.

[042] En general, las solucione enderntgada uno de los cebadores
y la sonda, se mezclan con erasa termorresistente, un
buffer adecuado y una ‘ btenido previamente a partir de las

muestras a analizar,

[043] En

invencion

de denaturacién a 95°C por 5 minutos,
compuestos por:

- denaturacién a 95°C por 15 segundos,

- anillaje a 64°C por 15 segundos y

extension final a 72°C por 2 minutos.

Kits
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[044] Ademas, la presente invencion hace referencia a kits para detectar la
presencia de Mtb en una muestra bioldgica, por medio de cebadores y sondas
que permiten la amplificacién de un fragmento especifico del ARN pequefio
MTS2823. De esta forma, la invencidn proporciona kits que permiten realizar un
diagnastico in vitro de Mtb a partir de muestras biolégicas, tales como muestras
de suero, plasma, orina, o también de muestras de esputo, liquido gastrico o
liquido pleural, después de que estas han sido sometidas a un proceso de

induccion.

[045] Particularmente, el kit de acuerdo con la inve co e
bla 1,

iciones que

composiciones que incluyen los cebadores y sondas_ide
ya sea solos o en combinacién, y, opcionalment p
comprendan los reactivos necesarios para llev cabo la de

de RT-qPCR.

on por medio

EJEMPLOS

[046] Los ejemplos de 0s n cumplen con la funcién de ilustrar

la mejor manera congci ordes INyentores para poner en practica la invencion,

y no deben ser enten como limitaciones de la invencion. De hecho, tal como

podria ente técnica, el estado de la materia proporciona

publicaciones, patentes y solicitudes de patente citadas aqui, se incorporan
como referencia en su totalidad para todos los propésitos. Ademas, salvo que se
indique lo contrario, debe entenderse que las técnicas de biologia molecular

empleadas en los ejemplos se llevan a cabo segun los protocolos estandar.

A. Seleccion de biomarcador de interés
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[047] Con el fin de desarrollar un método que permita el diagnostico de la
tuberculosis activa, los inventores comenzaron la busqueda de un biomarcador
adecuado. Para ello, los inventores llevaron a cabo estudios previos de expresion
de MTS2823 en un modelo in vitro de crecimiento de Mtb en acidos grasos,
encontrando que dicho biomarcador se expresa desde el comienzo del
crecimiento bacteriano y se incrementa a medida que progresa la misma.
Ademas, como se observa en la Figura 1, los inventores encontraron que

MTS2823 es el ARN pequefio de mayor expresion in vivo.

[048] Asimismo, los inventores demostraron la presencia
esputos de pacientes sospechosos de presentar infe

demuestra la

de la infeccion.

0 en cuenta parametros como: longitud

peratura de anillaje y condiciones especificas

corresponden a las secuencias SEQ ID NO: 7 y 8, respectivamente.

[050] Como puede observarse en la Figura 2, se logré amplificar el fragmento
de interés (correspondiente a las 300pb del ARN MTS2823) en muestras de MTB
H37Rv (Carril 1 Figura 2 A). Una vez se corroboré la integridad del producto
amplificado y se confirm¢é el tamano esperado, el producto purificado y analizado
(Carril 1, Figura 2B), y posteriormente clonado en células TOP 10 E. coli. El
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analisis por PCR de colonias permitio verificar la presencia del fragmento de
interés (Figura 2C).

[051] A continuacidn, se disefaron y sintetizaron dos sondas marcadas en su
extremo 5'con FAM y en su extremo 3°con BHQ1, y tres pares de cebadores
directos y reversos. Estos cebadores se muestran en la Tabla 1, y corresponden
a las secuencias SEQ ID NO: 1 a 6, mientras que las sondas corresponden a las
SEQ ID NO: 9y 10.

[052] Se verificd entonces la amplificacion de los

empleando las sondas y los cebadores disefiados,

[054] Con el fin de determinar la especificidad de los cebadores y sondas

disefiados para el método de la invencion, se realizaron dos pruebas:
a. Se evalu6 la amplificacion de MTS2823 haciendo uso de los cebadores
de SEQ ID NO: 7 y 8, verificando la presencia del fragmento de 300 pb
mediante geles de agarosa. En este ensayo se incluyeron

microorganismos que estan presentes comunmente en muestras
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respiratorias y de orina. El control positivo para esta reaccion es DNA de
Mtb. Como puede observarse en la Figura 5A, este ensayo demostro que
el biomarcador no esta presente en los microorganismos estudiados.

b. Se evalué la amplificacion del fragmento de 147pb haciendo uso de los
cebadores de SEQ ID NO: 1y 2 y su correspondiente sonda fluorescente
(SEQ ID NO: 9). se emplearon los mismos microorganismos y se
incluyeron tres ADNs correspondientes a Mycobacterias atipicas: M.
avium, M. szulgaiy M. kansasii. Como se observa en las Figuras 5B y 5C,
la amplificacion realizada por el método de la invencién es es
Mtb.

no corresponde al fragmento amplifi

con un ciclo de anillaje de 64°C.

[056] Tal como se obs

la soRda solo detecta M. tuberculosis mostrando una alta especificidad.

D. Procesamiento de muestra de orina para la deteccion de MTS2823

[057] De manera preliminar, se realizé la evaluacion de una muestra de orina
de un paciente diagnosticado con Mtb. La muestra fue centrifugada a 14.000 rpm
y luego 300 ul del sobrenadante fueron empleados para la extraccion de RNA
total. EI RNA precipitado fue resuspendido en agua DEPC y empleado para la
gRT-PCR, se emple6é un control negativo, un primer control positivo a una
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concentracion de 3 ng/ul y un segundo control positivo a una concentracién de
0.3 ng/ul. Como se observa en la figura 6, el biomarcador fue efectivamente

identificado en la muestra.

[058] Con este resultado en mente, los inventores continuaron con el
establecimiento de un protocolo de trabajo con muestras de orina. Como se
ilustra en la Figura 7, para el establecimiento de un protocolo de trabajo, la orina
recolectada fue inoculada con una concentracién final de 1,6 n
del ARN total expresado por el plasmido pBADIII-sRNA. Se centrifugé a 14.000
rpm por 10 minutos, y el sobrenadante se empled para la extr. de

con dos metodologias:

1. Se empleo el kit Quick-cfRNA™ Serum & Pl
en: Digestion de proteinas, precipitacion d

- Adicionar de 50 pyl de b
sobrenadante de ori
- incubar a 95°C Om

- centrifugar a

e preparacion propia) a 450 pl de

po roximadamente 3 min, y
- reservar
- extrg
- elu O DEPC.

[059%\ Una vez®
de extragegion prosiguio con la deteccion del biomarcador mediante la técnica

do el ARN de cada una de las muestras por ambos métodos

RT- qPCR de acuerdo con las condiciones previamente mencionadas (Ver
Figura 8). Aun cuando no se obtienen resultados comparables a las muestras
tratadas con el kit comercial, se observa amplificacion del fragmento,
demostrando la efectividad del método de amplificacion divulgado por la

presente invencion.
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E. Limite de deteccion (LOD) del fragmento de MTS2823 de

Mycobacterium tuberculosis en condiciones de laboratorio

[060] Con el fin de determinar el limite de deteccion del fragmento de MTS2823
de Mycobacterium tuberculosis, se llevaron a cabo experimentos de
transcripcion “in vitro” que aseguran la expresion y purificacion exclusivamente
de dicho fragmento. Para ello se empled el kit megascript t7 transcription kit

(Thermo Fisher Scientific).

[061] Inicialmente, el fragmento de 300 pb correspondient ota el
MTS2823 fue subclonado en el vector pGEMT E

Scientific). Este vector se caracteriza porque el fra

Fisher
queda bajo
el control del promotor T7 de la RNA polimeras caracteristica

del vector es que tiene un sitio multiple de j ita’su linearizacion lo

realizando diluciones seriad

realizaron 11 dilucione bas

urva de calibracion del transcrito sRNA-TBC

NA-TBC. Los datos de la curva corresponden

Log [ARN] Promedio CT
8,76333333
10,2233333
14,6466667
0,001 -3 18,9566667
0,0001 -4 22,3733333
0,00001 -5 25,8333333
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0,000001 -6 27,9266667
0,0000001 -7 31,1633333
0,00000001 -8 35,03
0,000000001 -9 37,6233333

[064] Como se puede observar, la prueba de gPCR bajo condiciones de
laboratorio es altamente sensible, con un limite de deteccién de 0.001 fg/ul.

F. Limite de deteccion (LOD) del fragmento

ng del ARN pequefio de Mtb purificado. Po izaron diluciones
riz bioldgica. EI ARN
m & Plasma Kit (ZYMO).

seriadas con base de 10, emplean
pequeno fue extraido con el kit Qui
Como resultado, se obtuvo la

[066] Al comparar las‘dos curv el de laboratorio y b) en la muestra

biolégica intervenid s verd¥como el procesamiento de la muestra

disminuye en 1 eteccion. El LOD de la prueba de gPCR bajo
e sensible, con un limite de deteccion de 0.01 fg
ensibilidad es muy alta para el desarrollo de un kit

diagnostico.
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