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PODER

ET {los) suscrito (s) _DIir. Carlos Guiierrez Calzado,

CIONES CIENIIFICAS (CHIC).

POWER OF ATTORNEY

| (we) the undersigned

domiclilado (s) en _Ave. 25 No. 15819, Cubanacén,
Pluya, C. Habana 12100, Cuba.

nombra por @l presente a Ximana Casteliznos A. y/o
Margarita Castallanos A. abogadas con oficinas en la Carrera 9
No. 93-08, Bogotd - COLOMBIA para :

hereby grant(s) Power of Attomey to Ximean Castollancs A. y/0
Margarita Casisllanos A. attornays residing at Carrera 9°
No. 83-09 Bogotd - COLOMBIA 1o

.y para obtaner la proteccién da mi (nuestra) propledad Industrial y

con esle fin autorizamos a dichos apoderados para que nos
raprasentan ante cualesquiara autoridades o personas de los drde-
nes adminiatrativo, contencloso-asdminisirativo y judicial en todo lo
relacionado ton los sigulentas acios y pestionss:

a) Obtentldn de palentes de invenclén, modelos y dibujos industria-
ls; raglstro de marcas de fabrica, de servicio, colactivas o defansivas
y de denominacionas de arigen; depdsiio da nombres y ancefias
tomerciaies; su renovacion prdrroga, inscripcidn de fraspaso y
camblo de nombre o domiclio, cancelacién voluntarla y el regisiro
de licencla de vso do esas darachos; b) acciones de aposicidn,
cancalacidn, nulidad, medidas cautelares y en genaral los juiclos
civiles, penales, administraiives o contancloso-administratives que
promovamos o sa nos promuavan, pudlendo en todos los actos y
gestionss aniba delerminados sustiulr dste mandato, transigir,
desistir, raclbir, cancelar, renunclar, aceptar notificaclongs y nom-
brar apoderados judiclales y extrajudiciales.

and to obialn tha grotaction of my (aur) industrial proparty, for wich
purposs wa authorize the sald attorngys to represent us befora any
authorities or parsons, speclally those, administrative, sdministrattve
contentious and Judiclal, In all mattsrs conceming the following:
») Obtainmant of patents, modals and designs; the replstration of
trademarks, sarvice, collective and defensive marks, and of
designations of orlglin; the deposkt of commarclal namas and enslgns;
its ranewal, extansion, recordal of assignments, changa of nama or
domicile, voluntary cancellation; and the registration of licensas of
use of the abova rights; b Actions opposition, cancallation, nullity,
infringemant, granting of Rcenses; and In genaral tha civil, panal an
administrative sults relating to thosa rights; actions and sutts Institited
by us ar against us; and that in all the above matters they may
substitule this Power of Aflorey. compromise, desist, cancel,
receiva, renounce, accapt notitications and appoint attorneys infact
in or out of Gaurt.

Dadoyfimadohoy __ 03 de bMayo de 1998 Given and signed this
en _Cindad de 1a tHabana In
Por _Dr. Ca i By
Director
(Notary should execute on cther side) LEGALIZA--- (Notary should execule on other side)
{Consular legalization necessary) (Consular |agalization necessary)
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Consulado General de Golombin

LA HABANA, CUBA

No. 37/98

La Habana, Julio 10 de 1998
La suacrita Consul General de Colombia, vistos Jos documentos presentados por los inicrosados,
CERTIFICA:

Que la Scfiors Maria Silvia Fermandez Villar, quien como funcionario de la Direccion Juridica del
Ministerio de Relaciones Exieriores de la Repiblica de Cuba aulenticsd la [inma del signatario del
poder precedente, ejercia en la fecha las funciones indicadas y su firma corresponde a la registrada

@ en esic Consulado; que el CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS -

CNIC- es una empresa conslituida de acuerdo con las leyes de Cuba y cumple su objelo conforme

a las mismas; que el Seftor Carlos Gutiérrez Calzado, quien en su caricler de Director de la citada
empresa confiere el poder precedento, es su representante legal en csie pais.

La Consul General de Colombia no asume responsabilidad :iguna por ¢l contenido del documento.
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DESCRIPCION

TITULO DE LA INVENCION: PROCESO PARA LA TIPIFICACION RAPIDA DE
MICROORGANISMOS Y JUEGO DE REACTIVOS EMPLEADO.

INDICE DE LA CLASIFICACION INTERNACIONAL DE PATENTES: C12N 1/00

CAMPO O RAMA DE LA TECNICA CON LA QUE SE RELACIONA LA INVENCION: La
presenta invencién se relaciona con la Rama de la Blologla Molecular y en particular provee un

proceso, que incluye la utilizacién de métodos y procedimisntcs, y de un juego de reactivos para

la tipificacién réplda de microorganismos. Los microorganismos pueden ser levaduras, pardsitos
y bacterias gram positivas o negativas y para su tipificacion se utilizan miniequipos de
electroforesis de campos pulsantes de tipo CHEF y TAFE.

NIVEL CONOCIDO DE LA TECNICA. CARACTERISTICAS DE LAS SOLUCIONES
TECNICAS ANALOGAS.

Durante los Ultimos afios se han Incrementado las enfermedades infecclosas y han aparecido
numerosocs microorganismos multiresistentes a drogas (Acar J. y Courvalein P. pp 50-53;
Aubry-Damon H. y Andremot A., pp 54-55; Trieu-Cout P. y Poyart C., pp 62-68, en ‘La
Recherche’, vol 314, 1998).

La aparicién de brotes infecciosos ha generado la necesidad de tipificar los microorganismos
causantes de las infecciones. La tipificacién es el proceso mediante el cual las diferentes
especies de microorganismos de un género dado se clasifican en subgrupos o subtipos
diferentes (Busch U., Nitschko H., J. Chromatogr. B, 1999, 722: 263-278). La tipificacion es
apidemiolbgicamente importants para conocer el brote infeccioso, determinar el flujo o traspaso
de los patdgenca nosocomialee dentro de los ceniros de salud y la fuente de la infeccién.

También es (il para reconocer nusvas cepas virulentas y monitorear programas de vacunacién.
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Para que un proceso de tipificacidn sea considerado adecuado debe cumplir con loe sigulentes
criterios (Maslow J.N,, et al,, Clin. Infect. Dis., 1983, 17:163-164):

1~ Que brinde resultados no ambiguos para cada aislado que se analice.

2- Que brinde resultados reproducibles.

3- Que dentro de una misma especie diferencie las cepaa no relacionadas.
Existen varias formas de tipificar microorganismos. Algunas de ellas se basan en métodos que
anallzan caracteres fenotiplcos (métodos fanotipicos) y otras en el andlisis de caracteres
genotipicos (métodos genotipicos). Los métodos fenotipicos detectan las caracteristicas que
son expresadae por los microorganismos, mientras que los genotipicos se basan en evidenciar
las diferencias entre ias dotaciones genéticas de ios microorganismos. Por eso, los métodos
fenctipicos tienen la desventaja de que proveen una medida indirecta de los cambios en la

dotacién genética, io que no ocurre con los métodos genotipicos.

Uno de los métodos genotipicoa de tipificacién que més se ha empleado es la Electroforesis de
Campoe Pulsantes (ECP). Este método se considera el atandard de oro de los métodos de
tipificacién molecular del genoma de microorganismos. La tipificacion mediante ECP ee realiza
separandoc en geles las moléculas de ADN que son sometidas a la accién de pulsos eléctricos
en doe direcciones diferentes. Los patrones de bandas que se obtlenen después de la
elactroforesis de muestras de ADN procedentes de aislados de un microorganismo et;alqulera
caracterizan inequivocamente su dotacién genética y son altamente reproducibles y
discriminatorios (Oliver DM, Bean P., J. Clin. Microbiol., 1999, 37:8, 1661-1669). Ademds, en
un sblo gel pueden compararse los genomas completos de numerosos aislados. Se ha
reportado que la ECP es el método éptimo de tipificacién (Maslow J. N., Mulligan M.E., Arbelt
R.D., Clin. Infect. Dis., 1983, 17: 183-164; Busch U, Nitschko H., J. Chromatogr. B., 1999,
722: 2683-278). Los resultados que brinda la ECP dependen de las condiciones que se aplican
en el equipe y dsl género y especie del microorganiemo que se esth estudiando.

Asl,
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a) Cuando el microorganismo posee varos cromosomes lineales Inferiores a 10 Mb (1
megabase = 1000000 de peres de bases) se obtiene el patrén de bandas de sus
cromosomas, el que se denomina cariotipo electrofordtico. Por ejemplo, los
microorganismos pueden ser hongos levaduriformes, parésitos unicelulares, etc.

b) Cuando el microorganismo posee un cromosoma circular grande se obtienen los patrones
de bandas de los macrofragmentos de restriccién de dicho ADN circular. Estos patrones se
denominan pulsotipos ya que son obtenidos en condiciones experimentales determinadas.
Por elemplo, los microorganismos pueden ser bacterias tales como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, etc.

La comparacién de los cariotipos de las diferentes cepas permite su caracterizacién y
diferenciacion. De igual forma, ocurre con los fragmentos de restriccién de ADN bacteriano. Asl,
tanto los carlotipos moleculares como los pulsotipos son utliizados en el estudio comparativo de
hongos, bacterias y parasitos. £ incremento de las aplicaclones practicas de la electroforesis de
campos puisantes en la microbiologia médica, entre otrae, ha generado no solo la necesidad de
mejorar los métodos de preparacién de muestras, sino de diseflar a priori 1as condiciones de
corrida que separan adecuadamente las moléculas y de disponer de mejores métodos para
analizar los patrones electroforéticos resultantes.

En general, el proceso de tipificacién de microorganismos mediante ECP incluye los eiguientes

pasos y procedimientos:

1) Preparar las muestras: Crecer ios microorganismos en medio nutriente, inmovilizar las
células en algin gel y obtener ADN intactos, desproteintzados e inmovillzados.

2) Disefiar ias corridas electroforéticas: Seleccionar las condiciones experimantales que deben
aplicaree en los equipos de ECP para obtener una separaclén 6ptima entre las moléculas.

3) Depositar las muestras en los geles y efectuar |a electroforesie de campos pulsantes para
separar las moléculas de ADN.

4) Analizar los patrones de bandas que se obtienen y comparar los resultados que brindan

diferentes aislados de microorganismos.
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A continuacién se analizan los equipos y procedimientos empleados actualmente en la
tipificacién de microorganismos mediante ECP.,

La elactroforesis de campos puisantes.

La electroforesls de campos pulsantes (ECP) data de 1984, cuando Schwarkz y Cantor
{(Schwartz D.C. y Cantor C.R., Cell, 1984, 37, pp 87-75; U.S Patents, No. 4,473,452 de
Septiembre 26 de 1984) observaron que las grandes moléculas Intactas de ADN se resolvian
en los geles de agarosa en patrones de bandae mediante la aplicacién de pulsos eléctricos que
altemaban periédicamente su direcclén de aplicacién.

Los autores también determinaron que la separacién de las moléculas dependia esenclalmente
de la duracién de los pulsos eléctricos. Con posterioridad, se determiné que la geometria de las
lineas de fuerza de los campos eldctricos altamantes, la inteneidad de los mismos, la
temperatura experimental, la fuerza idnica del tampén, la concentracién del gel de agarosa y el
grosor de los biloques de agarosa donde se inmovillzan las muesiras eran factores importantes
que influlan en 1a resolucién que podia ser alcanzada entre dichas moleculas (Blrren B. y Lal
E., Pulsed Fleld Gel Electrophoresis: a practical gulde. P. 10. Academic Press, Inc., San
Diego, Callfornia, 1893, pp 107, 111, 129, 131, 135; Lépez-Cénovas et al,, J. Chromatogr.
A, 1998, 308, pp 123-139; Lépez-Cénovas et al., J. Chromatogr. A, 1998, 808, pp 187-197).
Se han desamollado varios sistemas para realizar ECP que poseen cémaras con diferentes
ordenamientos da electrodos. Entre ellas se ancuentran las cémaras con ordenamiento de
electrodos OFAGE (del! inglés, ‘Orthogonal Field Alternating Gel Electrophoresis’, Carie C.F. y
Olson M.V., Nucleic Aclds Res., 1984, vol. 12, pp 5647-8664), CHEF (‘Contour Clamped
Homogeneous Eleclric Field', Chu G. Sclencs, 1988, 234, p 1632), TAFE (Transversal
Alternating Field Electrophoresis’, U.S Patent. No 4, 740, 283 de abril 26 de 1988) y FIGE
('Field Inversion Gel Electrophoresis’, U.8 Patent No 4, 737,251, Abrii 12 de 1988) y las
minicdmaras MiniTAFE y MiniCHEF (Riverdn AM et al., Anal. Lett, 1985, vol. 28, pp1973-
1991; European Patent Aplicacién EP 0 745 844, Bula. 1998/49; US Patent Application
08/688,607, 1995; Patents cubana RPI Nro. 02/98, 1895).
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Los sistemas cominmente empleados para tipificar microorganismos mediante ECP.
Los sistemas mas utliizados para tipificar y estudiar el genoma de microorganismos son el
CHEF y el TAFE, ya que en ellos se obtiensn patrones rectos en cualquier carrilera del gel, lo
que permite comparar los resultados de una corrida y entre comidas electroforéticas diferentes.
En ol sistama CHEF los electrodos se disponen de forma hexagonal alrededor del gel y
en cada uno de ellos se imponen voltajes que garantizan que el campo eléctrico sea
homogéneo a todo lo largo y ancho del gel. Esto Gltimo es o que permite la obtencién de
migraciones rectas y reproducibles en cualquier carrllera del gel. Las cubstas CHEF emplean
geles submarinos de hasta 21 x 14 cm (ancho x largo) colocados horizontaimente y poseen una
distancla entre los pares de electrodos opuestos de 33.5 cm (CHEF Mapper XA Pulsed Fleld
Electrophoresis System. instruction Manual and Application Guide. Catalog Numbers
170-3670 to 170-3873, BloRad, pp 11, 1986). Como se menciond, el sistema CHEF ha sido
ampliaments empleado para tipificar microorganismos. Por ejemplo: bacterias (Beverly, 8.,
Anal, Blochem., 1889, 177, pp 110-114; Dingwall A. y Shapiro L., Proc. Natl. Acad. Scl.
USA., 1989, 86, pp 119-123; Ferdows M.S. y Barbour A.G., Proc. Natl. Acad. Scl. USA,,
1989, 86, pp 5960-8973; Kohara Y., Aklyma K., Isono K., Cell 50.1987, pp 495-508; Ohkl M.,
Smith C.I., Nucleic Acids Res., 1889, 17, pp 3479-3490; Schoenline P.V., Gallman LM., Ely
B., Gene, 1889, 70 pp 321-329; Ventra L., Welss A.S., Gene, 1889, 78 pp 29-38),
Pseudomonas (Bautsch W., Grothues D. y Tummler B., FEMS Microblol. Lett, 1988, 52,
255-258; Romling U. y Tummiler B., J. Clin. Microblol., 2000, 38,1, pp 464-4886), S. ceravisise
(Albig W. y Entian K-D. Gene, 1988, 73, pp 141-1562; Zerva L, st al,, J. Clin. Microblol., 1998,
34:12, 3031-3034), E. histaolytica (Petter R. et al., Infect. Immun., 1993, 61:8: 3574-3577), S.
pneumoniae (McEllistrem MC. et al., J. Clin. Microblol., 2000, 38:1, 381-353), S. aureus
(Wichelhaus T.A. et al., J. Clin. Microblol., 1999, 37:3, 690-693), M. fuberculosis (Singh S.P.
et al,, J. Clin. Microblol., 1999, 37:6, 1927-1931), P. haemolytica (Kodjo A. et al., J. Clin.
Microblol., 1888, 37:2, 380-385), elc.
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Debido a sus grandes dimensiones, las cubetas CHEF requlieren gran volumen de
solucién tampdn para cubrir su plataforma de elactrodos, por lo que Ia intensidad de la comients
eléctrica puede liegar a alcanzar valores elevados alin empleando campos eléctricos que sean
poco intensos, por lo que es necesario empiear fuentes de poder de elevada potencia de sallda.
Ademés, per las razones anteriores e genera gran cantidad de calor en esas cubetas, lo que
impide que se reduzca la duracién de la electroforesis a expensas de incrementar el campo
eléctrico. Se conoce que el CHEF necesita al menos 20 horas de electroforasis para separar los
cromosomas de Saccharomyces cerevisiae (moléculas menores de 1.6 Mb. 1 Mb = 10° pares
de bases) en un patrén de 11 bandas y para tipificar diferentes cepas de esta levadura (Zerva
L, et al., J. Clin. Microblol., 1996, 34:12, 3031-3034). También es lento para separar los
macrofragmentos de restriccién de las moléculas de ADN bacteriano, pues necesita mas de 20
horas de electroforesis (van Belkum A et al., J. Clin. Microblol. 1998, 38:6: 1653-16589;
Marchadin H. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2000, 44:1:213-216; Romling U y
Tummier B., J. Clin. Microblol., 2000, 38:1: 484-485). Lo mismo ocurre cuando se estudian
parasitos tales como Entamoeba histolytica, que se necesitan mae de 24 horas (Petter R. et al.,
Infect. Inmun., 1993, 61:8: 3574-3577).

La ventaja de los equipos CHEF que se han empleado hasta el momento es que
permiten anallzar hasta 40 muestras a la vez, lo que facilita el andlisis comparativo de los
patrones electroforéticos que brindan las muestras de numerosos alslados. _

El sistema TAFE fue propuesto por Gardiner K.J., Laas W y Patterson D. en su publicacidn en
Somatic Cell Mol. Genet., 1986, 12, pp 185. Denominaron inicialmente ese sistema como
*Vartical Pulsed Fleld Electrophoresis™ (VPFE) y desarrollaron un aparato que fue protegido por
la patente U.S. Patent, No 4, 740, 283 de abril 26 de 1988.

En este sistema ese ubican dos pares de electrodos paralelos a ambas caras de un gel
submarino (10 cm de longitud x 7.6 cm de ancho x 0.64 cm de espesor) que es colocado
verticalmente. Esa disposicidn de electrodos genera lineas de fuerza del campo eléctrico que
atraviesan transversaimente el gel, y fuerzan a las moléculas a migrar durante cada pulso a

través del grosor del gel. En esta configuracién las moléculas de igual tamafio recorren
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distanclas similares durante la electroforesis y migran siguiendo trayectorias rectas hasta la
misma altura en el gel, con independencia del paocillo en el cual fueron depositadas las
muestras. Esta es una de las ventajas de este sistema para la tipificacién, ya que permite
comparar las migraciones de los ADN que estin contenidos en diferentes muestras.

Basado en esos princlpios, la Beckman Instrument, Inc. (Beckman, The Genellne
System Instruction Manual, ed. Spinco Division of Beckman Instruments, 1988) conetruyd
el equipo denominado “Geneline |, o Transverse Alternating Field Electrophoresis System”
conocldo como TAFE. Este sistema emplea un gel de 11 cm de longitud, 7.2 ecm de ancho y 0.6
cm de espesor, y el gei admite hasta 20 muestras. Sin embargo, el TAFE también requiere de
mucha solucién tampén (3.5 Litros), muestra bioldgica y més de 20 horas para resolver los
cromosomas y ADN amiblano (Basz-Camargo M., et al., Mol. Gen., 1998, Genet . 253: 289-
298). Por tanto, posee las mismas desventajas de los equipos CHEF actuales.

Asl, en los equipos comerciales de ECP que més se han empleado para caracterizar el genoma
de los microorganismos y parésitos se requiere mucho tiempo, reactivos y muestras bioldgicas
para resolver las grandes moléculas de ADN en un patrén de bandas.

También se ha empleado el FIGE para tipificar bacterias de manera rapida (Goering RV y
Winters MA., J. Clin. Microblol., 1992, 30:3,677-580; Grothues D. et al,, J. Clin. Microblo).,
1988, 26:10, 1973-197T). Sin embargo, en el FIGE se ha descrito el fendémeno de inversion de
la movilldad electroforética lo cual impide una estimacién cormecta de tallas y ia comparacion de
los patrones de numercsas mueetras. Una de las caracteristicas de dicha inversién es la
imposibiidad de predecir cuando ocurmird (Birren B. y Lal E. Pulsed Fleld Gel
Electrophoresis: a practical guide, P. 10, Academic Press, Inc. San Diego, Callfornia.
1993, pp10). Por eso, la principal desventaja de 1a inversién de la movilidad es la imposibllidad
de Identificar sin ambigliedades las moléculas de una banda dada. Siempre ee introducen
dudas en la identlﬁcaclt;hn de las moléculas, salvo que se hibridara el gel con sondas espacificas
de cada molécula, lo que encarecerla notablemente el proceso de tiplficacién y consumiria
mucho tiempo.
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Si en los equipos CHEF actuales GeneNavigator (Amersham-Pharmacia-LKB,
Pharmacia Molecular and Cell Blology Catalogue, Pulsed Fleld Gel Electrophoresls,
Nucleic Aclds Electrophoresis. 1998, pp 77-78), CHEF DRIl, CHEF Mapper, (CHEF Mapper
XA Pulsed Fleld Electrophoresis System. Instruction Manual and Appllcatlon' Gulde.
Catalog Numbers 170-3870 to 170-3673. Blo-Rad, pp. 11, 1996) se intentara reducir el tiempo
de electroforesis mediante el incremento de la diferencia de potencial aplicada entre los
electrodos de polaridad opuesta se puede aicanzar el limite de potencia méxima de salida de la
fuente de poder y del sistema de enfriamiento. Por eso, los fabricantes recomlendan que el
campo eléctrico méximo que puede aplicarse en dichos equipos es 9 V/cm (CHEF Mapper XA
Pulsed Fileld Electrophoresis System. Instruction Manual and Application Guide . Catalog
Numbers 170-3670 to 170-3673. Blo-Rad, pp. 2, 1895), lo que impide que se reduzca la
duracion de las electroforesis mediante incrementos de la intensidad del campo eléctrico. Un

hecho similar ocurre con los aquipos TAFE actuales.

Los miniequipos de ECP

En 1995 se reportaron los equipos de miniECP, de las versiones minlTAFE y miniCHEF
(Riverén AM et al., Anal. Lett, 1985, vol. 28, pp1973-1981; European Patent Application
EP 0 745 844, Bull. 1986/49; US Patent Application 08/688,607, 1995; Patente cubana RPI
Nro. 02/85, 1995) en los que se resolvieron la mayoria de las limitaciones de los equipos de
ECP enumeradas. En ellos se realiza electroforesis de campos pulsantes en 4 a 8 horas, con 7
muestras depositadas en un minigel de 4 x 4 x 0.5 cm-(largo x ancho x grosor). En los equipos
miniCHEF ee pueden aplicar campos eléctricoe de hasta 18 V/cm lo que brinda en los minigeles
una resolucién adecuada entre las bandas del patrén electroforético en 2.7 horas. La poca
separacién de sus electrodos de polaridad opuesta permite la construccién de cubetas
pequefias y el empleo de poco volumen de tampén para cubrir los electrodos. Cuando en los
miniCHEF se aplica un voltaje dado, es decir, un cierto valor de intensidad de campo eléctrico

‘E', se genera menos calor que el que se generaria si se aplicara el mismo valor de ‘E' en los
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equipos CHEF que actuaimente se comercializan (Riverén AM et al., Anal, Lett., 18965 vol. 28,
pp. 1973-1891).

En los equipos mIniTAFE se pueden aplicar campos eléctricos de hasta 22 V/cm sin
que se pierda la resolucion entre las bandas del patrdn (Riverén AM et al., Anal. Lett., 1995
vol. 28, pp. 1973-1991). Esto permite obtener el cariotipo electroforético de S. cerevisiae en 5
horas. En el miniTAFE, como la separacién entre los selectrodos opuestos es pequefia (7.8 cm)
la cdmara de electroforesis es también pequefia y usa poco volumen de solucién tampén.

Sin embargo, cuando en los minigeles se depositan muestras de més de 0.1 cm de
grosor se necesita mucho tlempo para lograr una adecuada resolucién del patrén
elactroforético. Ademdés, de acuerdo con reportes anteriores, donde se analizd fa influencia del
grosor de la muestra sobre el tiempo de electroforesis (Lépez-Cénovas et al., J. Chromatogr.
A, 1998, 808, pp. 187-197), debe necesitarse mas fongitud del gel para lograr obter{ar dicho
patrdn en un Gnico gel. Por otro lado, loe minigeles reportados solo admiten 7 muestras
(miniCHEF) y 13 muestras (miniTAFE), lo que es poca capacidad de anilisis para tipificar
aislados de microorganismos en laboratorios clinicos.

A pesar de las ventajas de los miniequipos de ECP sobre los sistemas actuaimente
existentes, no existe ningln procedimiento o método de tipificacibn de microorganismos
mediants minielectroforesis de campos pulsantes en miniCHEF o minlTAFE. Esto quizds
responda al intento de emplear muestras gruesas, como las que se aplican en los geles
convencionales, y a la ausencia de procedimientos, que de forma sencilla, brinden los

pardmetros de corrida que deben emplearse en dichos minlequipos.

La preparacién de ADN inmovilizado

Para la tipificacién de microorganismos mediante Electroforesis de Campos Pulsantes, en los
equipoa actuales o en los miniequipos, es imprescindible disponer de un método de preparacién
de moléculas intactas de ADN. Esto es necesarlo pusa los métodos conocidos de aislamiento y
purificacién de ADN en medio liquido provocan rupturas de dichas moléculas (Schwartz DC y
Cantor CR, Cell, 1984, 37, pp. 68-75). Schwartz y Cantor sdlo excluyeron a las moléculas de

kg
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tallas inferiores a 1 Mb (10° pares de bases) y propusieron una metodologla para preparar
muestras de ADN para ECP que consistia en colactar las células cultivadas, lavarias e
inmovilizarias en bloques de agaros'a. Después en los bloques se formaban los esferoplastos
(cuando existe pared celular), esice se lisaban y loe ADN inmovilizados eran posteriorments
desproteinizados en presencia de proteinasa K. El método ha sido efectivo para preparer
muestras de diferentes géneros, sspecies y varios origenes, pero proponia la formacién de
esferoplastos cuando las células poseian pared. Sin embargo, las enzimas formadoras de
protoplastos, al Igual que las proteasas, son caras. El procedimiento descrito originaimente
requeria que las muestras fusran Incubadas 2 veces toda la noche, lo que squivale a 32 horas
de preparacién (US Patente No. 4,473,452 de Septiembre 25 de 1984).

En trabajos mas recientes, Gardner (Gardner DCJ et al., Yeast, 1883, 9:1053-1055) demostird
que los patrones de bandas de S. cersvisise se obtiensn sin necesidad de formar
esferoplastos, mientras, Higginson y cols, (Higginson D, et al., Anal. Lett.,, 1994, 27:7, 1258-
1264) demoetraron que loé ADN de S. cerevisiae podian ser desproteinizados reemplazando en
ia soluclén de desprotelnizacién a la proteinasa K por urea 8 M. Sin embargo, el método
descrito por Gardner sigue siendo caro por la necesidad de emplear proteasas, mientras que el
descrito por Higginson es barato, pero consume 72 horas de incubacién, el cual es un tiempo
muy largo. Con posterioridad, se demostré que las muestras de S. cersvisise podian ser
preparadas sin emplear ninguna enzima, pero incubando los bloques 4 h en LETK (10 mM Tris,
500 mM EDTA, 800 mM KCI, pH 7.5), 2 horas en NDS (10 mM Trs, 500 mM EDTA, 1%
garcosyl, pH 8.5) y 4 horas en NDS que contenla urea 4 M (NDSU), lo que rendia un tiempo de
10 h de preparacidn de muestras (Lopez-Cénovas L, et al., Anal. Lett,, 1996, 29:12, 2079-
2084). Se han descrito otros métodos répidos de preparacién de muestras de ADN
inmovilizado, pero todos emplean enzimas (por ejemplo, en Guidet F y Langridge P, Blotech.,
1992, 12:2, 222-223).

En general, se ha considerado que la preparacién de ADN inmovillzado para ECP, ya sea
proveniente de bacterias, levaduras, etc. requiere la obtencién de esferoplastos y la posterior
digestién con proteasas (Maule J, Mol. Biotech. 1998, 9: 107-126; llve DM y Bean P, JCM,

B
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1968, 37:6, 18661-1669). Por ejemplo, se propuso que la preparacién de mueetras de ADN
Inmovilizado de Staphylococcus aureus podia ser reallzada en aproximadamente 2 horas,
inmovilizando las células con lisostafina e Incubando los bloques en soluciones que contenian
detergentss, mlentras que las muestras de Streplococcus fecelis se incubaron con lisozima y
mutanolisina previamente a su Inmovliizacién (Goering RV. y Winter MA., J. Clin. Microblol.,
1882, 30:3, 677-580). En ests Ultimo trabajo, los autores no incubaron las muestras con
proteinasa K. Por otro lado, Matushek y cols. (Matushek MG et al., J. Clin. Microblol., 1998,
34:10, 2598-2600) reportaron que no fueron capaces de obtener patrones de bandas cuando no
Incubaban sus muestras con proteinasa K. De manera altemativa, propusieron un método
rdpido de preparacién de muestras que empleaba proteinasa K. Recientemente McEllistrem et
al. (McElllstrem MC et al., J. Clin. Microbiol., 2000, 38:1, 351-363) reportaron un método
totaimente no enzimético para preparar ADN inmovilizado de Streptococcus pneumoniae. Sin
embargo, el mismo consume 8 horas y los autores atribuysron el éxito del protocolo a que la
solucién empleada pudo activar una autollsina del Strepfococcus. En la actualidad, solo en la
preparacion de ADN Intactos de S. cerevisiae y del Streptococcus pneumoniae se ha logrado
eliminar el uso de las enzimas formadoras de esferoplastos y las proteasas, pero esos
procedimientos consumen 10 y 6 horas, respeciivaments, los cuales son _tiempos
considerablemente largos. No existe consensc de la factibilidad de eliminar las enzimas
formadoras de esferoplastos y de desproteinizacién del ADN en la preparacién de musstras de
otros microorganismos. Por tanto, loa métodos actuales son caros y consumen largos tismpos.
La mayoria de los métodos anteriores parten de la base que lae células que posaen pared
tlenen que ser inmovilizadas previamente a su tratamiento enzimatico. La excepcién son los
trabajos de Goering y Winter (Goering RV y Winter MA, J. Clin. Microblol., 1992, 30:3, 577-
880). Esos autores trataron en medio liquido las células con lisozima y mutanolisina (dos
enzimas para formar esferoplastos) antes de su Inmovilizacién. Sin embargo, no existe un
método no enzimético para tratar las células que poseen pared con anterioridad a su
Inmovilizacién en agarosa. Si este método se lograra desarrollar se dlspondria de un
procedimiento sencillo y barato.
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Existen métodos para extraer Acidos nucleicos en solucién partiendo de células calentadas en
presencia de agentes permeabilizantes de la pared celular de los microorganismos (European
Patent 0,657,530, 1994, bulletin 86/24; US Patent 168840, 1893). El método libera grandes
fragmentos de dcidos nucleicos no degradadoe sin romper fisicamente la pared celular de
microorganismos gram-positivos y negativos, asl como de levaduras. Este método no }aquiem
de enzimas liticas. Sin embargo, al extraerse el ADN en solucién no se obtienen moléculas
Intactas de ADN, por lo que, los autores no consideraron que el método fuera aplicable a la
obtencidn de loa cariotipos moleculares de los microorganismos menclonados, ni a la obtencién
de pulsotipos. Por otro lado, los autores reportan que el ADN obtenido es apropiado para
hibridar, pero no mencionan si puede ser empleado para digeririo con enzimas de restriccion.
En fin, este método no garantiza la obtencién de ADN intacto que sea digerible con enzimas de
restriccion.
Puede afimarse que no existe un procedimiento general que permita preparar ADN intacto e
inmovlliizado de levaduras, bacterias gram positivas, bacterias gram negativas y parasitos
unicelulares mediante el emplec de soluciones que no contengan enzimas y liberen
répidamente del interior de las células a las moléculas intactas de ADN.
Por ofro lado, cuando se desean preparar muestras de ADN inmovilizado es necesario disponer
de moldes para la formacién de [as mismas. Esce moides pueden ser reusabies o desechables.
Los moldes reusables deben permitir su esterliizacién por cuakjler medio. Esto es importante
cuando se trabaja con muestras de microorganiemos patégencs.
El molde desechable es mas simple, pero genera por parte del usuario una dependencia del
fabricante y pudiera ser un paso limitante en los laboratorios de pocos recureos.
Los moldes existentes son los siguientes:
a) los que forman bloques similares e independientes ( U. S Patent, No 4,473,452, Sep. 26 de
1984);
b) los que forman tiras planas y largas que se cortan para formar bloques independientes;
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¢) los que forman barras o varillas largas de agarosa que se cortan para formar bloques
independientss (Birren B y Lal E. Pulsed Fleld Gel Electrophoresis: a practical guide,
Academic Preas, Inc. San Diego, Callfornla, 1883, pp 28-30).
En ellos se generan muestras que, en general, son de dimensiones mayores que los pocilios del
gel. Por eso, para que los bloques posean las dimensiones de los pocilios del gel ss necesario
cortarios con un bisturl 0 cualquier otro implemento (CHEF Mapper XA Pulsed Fleld
Electrophoresis System. Instruction Manual and Application Guide pp 40, Section 7.
Catalog Numbers 170-3670 to 170-3673. Blo-Rad. 1895). Sin embargo, no todoe los bloques
cortados manualmente quedan con dimensiones similares. Esta desigualdad influye en Ia
calidad del patrén electroforético, pues la resolucién de las moléculas en los geles depende del
grosor de la muestra que se deposita en el gel. De esa forma, se dificulta la comparacion de los
patrones en las diferentes carrileras del gel, lo cual es una desventaja cuando se desea tipificar
microorganismos.
En la patente US Patent, No 5,457,060, Oct. 10 de 19986, se reportd un moide para Inmoviiizar
las células y tratarlas en el interlor del miemo. Se propuso que ese moide pudiera ser
desachable o reusable segin el material empleado en su construccién. No obstants, se
reivindica como una facilidad del molde que las muesiras son formadas y tratadas dentro de él,
lo que en realldad es una desventaja. Cuando los bloques se mantienen dentro del molde
durante las Incubaciones, el tiempo necesario para que dichas muestras estén disponibles para
la ECP se prolonga notablements. Las moléculas efectoras de las soluciones de lisis y
desproteintzacién tienen menos acceso a las moléculas diana dentro de lae células, pues el
drea de contacto entre los bloques y las soluciones de Incubacién se reduce por lo menos a la

mitad.

La seleccién de las condiciones expsrimentales de la ECP
La seleccién de las condiciones experimentales es compleja. Existen métodos que permiten

selecclonar las condiciones de corrida en equipos de ECP.
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Por ejemplo, el CHEF Mapper de la Bio-Rad poses una opclén de autoalgoritmo y otra de
algoritmo Interactivo (CHEF Mapper XA Pulsed Fleld Electrophoresis System. Instruction
Manual and Application Guide. pp 31-40 Catalog Numbers 170-3870 to 170-3673. Blo-Rad.
1995). Las dos opciones permiten calcular los tiempos de pulso, la duracién de las rampas de
pulso, el 4ngulo de reorientacién, el campo sléctrico y el tiempo Aptimo de comida para separar
las moléculas de ADN de una muestra dada. A diferencia del autoalgoritmo en el que se
asumen condiciones fijas para las variables, el algoritmo interactivo permite variar el tipo,
temperatura y concentracién del tampén y el tipo y concentracién de agarcsa. Ambos algoritmos
funcionan sobre la base de datos empiricos y teéricos colectados durante 5 afios de
experiencias (Blo-Rad Catalogue. Life Sclence Reasarch Products . Bio-Rad Lab mtorles,
pp185. 1998/88), pero los proplos fabricantes recomiendan que al autoalgoritmo se le
introduzcan tallas superiores e inferiores a las que se desean separar. También, que se
considere que el el rango de tallas que se Introduce, como datos en el autoalgoritmo y en el
programa interactivo, es grande, los algoritmos pueden brindar resultados eméneos, tales como
la Inversién de la movilidad de las moléculas en el centro del gel.

Existen otras expresiones empiricas que brindan ia duracién de los puisos eléciricos que
separarian un grupo de moléculas cuyas tallas estdn comprendidas entre un valor dado y otro
mayor llamado RSL (Resolution Size Limif) (Smith DR. Methods |, 1990, 185-203). Sin
embargo, esa relacidn sélo es vdlida en algunas condiclones experimentales y no predice la
resolucién entre doa moléculas cualesquiera. También existe una funcidn que brinda ias
condiciones aproximadas de campo eléctrico y tiempo de pulso que separarian un grupo dado
de moléculas (Gunderson K y Chu G, Mol. Cell. Blol., 1991, 11: 3348-3354). Debe notarse
que sélo permite estimar aproximadamente esos dos valores, pero no brinda la migracién de las
moilécuias en cualquler condicién exparimertal.

A peear de que existen miiltiples estudios teéricos acarca de Ia reorientacién de las
moléculas de ADN durante la ECP (Noolandl J, Adv. Electrophoresis, 1892, &6: 1-87; Maule J,
Mol. Blotach. 1998, 9:107-126), ellos atn no han brindado un resultado préictico de utilldad en
los laboratorios. Es daecir, no han generado métodos que permitan que e! usuario de la ECP
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seleccione facilmente las condiciones que debe emplear en la separacién de las moléculas que
desea estudiar.

Las ecuacionea propuesias por Lépez Canovas y cols (LOpez-Cénovas L et al., J.
Chromatogr. A, 1998, 806:123-139) para describir la migracién de las moléculas de ADN en
ECP tampoco han sido extendidas para predecir loe patrones de bandas que se obtendrian en
los gelee cuando se aplican rampas de puleo y se varian el campo eléctrico, la temperatura y el
tiempo de alectroforesis, lo cual conetituye las condicionea experimentales mas frecuentemente
empleadas en la tipificacién de microorganismos.

E! anélisis de los patrones de bandas de ECP.

Existen sistemae computarizados para adquirir las Imégenes de los geles de ECP ¥y
analizar los patrones de bandas {(Germner-Smidt P et al., J. Clin. chl:oblol.. 1898, 37:3, 876-
877; Tenover F et al., J. Clin. Microblol., 1998, 33:9,2233-2239; van Belkum A et al., J. Clin.
Microblol., 1998, 38:6.1653-1668). Sin embargo, se considera que ia comparacién de los
patrones de bandaa de loe fragmentos de restriccién contindGa siendo un proceso subjetivo que
no puede ser totalmente reducido a rigidos algoritmoa (Tenover F et al., J. Clin. Microblol.,
1988, 33:8,2233-2239), porque aungue se realice un andlisls automatico, este tiene que
subordinarse a la Inspeccion visual previa de los patrones.

El andlisia de los patrones de bandas da forma manual o automética se limita a aportar
como resultado el nimero de bandas y la determinacién de la talla de las moléculas por
comparacién de su migracién con la de marcadores de peso molecular. Sin embargo, la ECP es
relativamente reciente y atn no ss dispone de marcadores de talla para Ms los tamafice de
moléculas de ADN. Asl, hasta el momento, los criterios de Interpretacién de los patrones de
ECP utiizados para tipificar especles bacterianas se basan en determinar el nimero de
fragmentos de restriccién de tallas diferentes encontrados en los microorganismos que se

comparan.
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Se han propuesto ecuaclones que describen la migracién de moléculas de ADN cuando 8o
aplica una sola rampa de pulsos eléciricos y cualquier valor de campo eléctrico y temperatura
(la electroforesis se realiza en agarosa Lachema al 1.5% y en tampén TBE 0.5X (TBE 1X: Tris
89 mM, Acido Bérico 89 mM, EDTA 2 mM) (Lépez-Cénovas L et al., J. Chromatogr. A, 1988,
808:123-139). Sin embargo, no existe un método para extender y aplicar dichas ecuaciones al
anélisls de los patrones de bandas cuando se aplican rampas de pulso, Io que es comin en los

estudios comparativos de cualquler tipo de microorganismo.

El proceso actual de tipificacién de jos microorganismos mediante ECP.

El proceso total de tipificacién de microorganismos consume mucho tlempo y recursos.
La electroforesie requiere alrededor de 20 horas, los métodos de preparacién de muestras
racomendados por los fabricantes y reportados en la literatura requieren el uso de grandes
cantidades de enzimas (Por ejempio, 80 mg/ml de proteinasa K) (CHEF Mapper XA Pulsed
Fleld Electrophoresls System. Instruction Manual and Application Guide. pp 40-43
Catalog Numbers 170-3870 to 170-3673. Blo-Rad. 1995) y/o largos tiempos de incubacion. Es
aceptado que uno de los factores que ha limitado el uso de la ECP para la tipificicién de
microorganismos es que se necesitan entre 2 y 3 dias para completar el andlisis de los aislados.
Esto ha reducido la capacidad de los laboratorica para analizar un gran ndmero de muestrae
(Oltve DM y Bean P, J. Clin. Microblol., 1999, 37:6, 1681-1668).
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Esencla de la Invenclén

La presente invenclén pravee un proceso y un juego de reactivos Que permiten tipificar aislados
de microorganismos en un dia de trabajo (entre 7 y 13 horas) rpadianta la obtencién de los
patrones de bandas tipicos de la separacién de las moléculas de ADN al ser sometidas a
electroforesis de campos pulsantes en miniequipos. En especifico;

i) Se provee un método que en 80 minutos, a lo sumo, brinda las muestras de ADN Intacto
o inmovilizado en minibloques de aigiin gel partiendo de células que son tratadas con
soluciones que no contienen enzimas hidroliticas, pudiendo ser el tratamiento previo o
posterior a la inmovilizacién de dichas células. Las células pueden ser levaduras,
pardsitoa y bacterlas gram positivas y negativas y se inmovilizan en algin gel, mediante
el empieo de un molde esteriiizable de un material fiexible que brinda minibloques cuyos
grosores son homogéneos y pueden estar entre 0.03 y 0.1 cm segln las dimensiones
del molde que se emplee. '

) Se praveen métodos predictivos de las migraciones de los ADN lineales. Los métodos
fueron concebidos sobre la base de ecuaciones tedricas que pemmiten calcular las
migraciones de todas las moléculas de ADN en cualquler condiclén de campo eléctrico,
temperatura, duraciones de los pulscs, de las rampas de pulsos y de la elactroforesis en
el sistema CHEF. Esoa métodos permiten selaccionar las condiciones ¢éptimas de
electroforesls que deben aplicarse en los geles y analizar los resultados de los patrones
de bandae que se obtienen después de realizar el proceso de electroforesis,

il) Se proveen procesos de separacion y andllels de las moléculas de ADN de
microorganismos mediante su separacién en miniequipos de electroforesis de campos
pulsantes, los que brindan los patrones de bandas en tiempos de entre 2.5 a 5 horas en
¢l miniCHEF y entre 5 - 7 horas en el miniTAFE. E! proceso permite estudiar hasta 27
muestras de ADN inmovilizado de microorganismos que son a) preparadas por el
procedimiento no enzimético, b) separadas en los minigeles de los miniequipos después
de seleccionar, mediante los métodos predictivos mencionados, las condiciones dptimas
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que &e aplicardn durante la electroforesis c) analizadas sus tallas mediante 1os métodos
de andlisis de las migraciones de las moléculas lineales de ADN que fueron depositadas
en los pocillos del minigel, sometidas a la accién de dos campos eléctricos en dichos
miniequipos y reveladas en el gel por cualquier procadimiento de tincién.

El método de preparacién de muestras provisto en esta invencién consume 80 minutos a lo

sumo, es sencillo y barato, pues no requiere de enzimas liticas ni proteasas on ias soluciones

de incubacién de los microorganismos y brinda ADN intacto @ inmovilizado. Las moléculas

intactas son digeribles con enzimas de restriccion y cuando dichas muestras son sometidas a

eleciroforesis de campos pulsantss, los ADN intactos o sus fragmentos de restriccion migran en

los minigeles brindando los patrones de bandas corespondientes a sus cariotipos molecuiares

o pulsotipos.

El método se fundamenta en |la modificacién quimica de |la pared bacteriana que permite la lisis

de los microorganismos, o el paso de moléculas efectoras pequefias hasta las moléculas dianas

dentro de la célula, asl como la eliminacién de componentes intracelulares indeseables
mediante dialisia. En los minibloques donde e inmovilizaron las células se obtiene ADN Intacto
inmovilizado.

El método contempla los sigulentes pasos generales:

1) Las células de microorganismos son inicialmente aisladas de fluldos de persocnas
hospitalizadas, de un ceparlo bictecnolégico o de experimentos en un laboratorio comun de
biologia molecular, genética u otro.

2) Las células se cultivan en medios liquidos o sélidos slempre que sean de la composicién
apropiada para cada microorganismo. .

3) Las células son posteriormente colectadas mediante centrifugacién y lavadas.

4) Les céiulas son a) inmovilizadas e Incubadas en las soluciones no enziméticas, o b)
incubadas en la(s) solucién{es) y posteriormente inmovilizadas. En el caso ‘a’, los
minibloques que contienen las células se incuban durante 30-60 minutos a 45 - 50°C en Ia
solucién no enzimética. En el caso ‘D', las células se incuban primero en la solucidén no

enzimética entre 5 - 30 minutos a 50°C y después se inmovilizan en minlbloques de agarosa.
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S) Las células se dializan contra el tampdn de electroforesis si se va a realizar ésta, o contra el
tampdn de conservacién sl se desean guardar, o contra el tampén de restriccién sl se van a
digerir.

Los organismos que pueden ser incubados en la solucién no enzimética previo a su

inmovilizacién son Saccharomyces cerevisias, Hansenula polimorfa, Pichia pastoris y

Staphylococcus aureus. La Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Entamoeba histolytica

deben ser inmovilizados primero y después incubados en Ias soluclones no enziméticas. En la

Tabla | se presentan las aoluciones més efectivas para el lavado de las células colectadas:

Tabla 1. Soluciones de lavado de céiuias que resuitaron méds efectivas en ia preparacién de ADN

inmovilizado:
Microorganismos colectados Composicién de la solucion de Lavado
Levaduras EDTA0.05MpH 7.5
Entamoeba histolytica PBSpH 7.4
Pseudomonas asruginosa NaCi0.75M
— Staphylococcus aureus, NaCl0.15 M, EDTAG.0TM |
Escherichia coli pH 8.0

Las soluclonss no enziméticas para la incubacién de !as células o los minibloques se
caracterizan por contener detergentes aniénicos, un agente quelante, un agente capaz de
competir en la formacién de puentes de hidrégeno y tampdn Tris. La més eficlente contiene:
sarcosyl 1%, EDTA 0.1 M, Tris-base 0.01 M, urea 4 M y su pH es 9.5 (NDSU). Para incubar
células provenientes de bacterias gram-positivas y gram-negativas se le afiade nonidet P-40 a
la solucién anterior (NDSUPIlus).

Algunos microorganismos, como la Escherichia coli, deben ser incubados durante 10 minutos a
37°C en una aolucidn de lisis no enzimética, que contiene sarcosyl 1%, nonkiet P-40 1%, EDTA

G
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0.1 M, Tris-base 0.01 M, y su pH es 8.0, antes del tratamiento de madia hora con la solucién
NDSUPlus.

El tampén de conservacién de los minibloques que contienen ADN inmovilizado es TE-100
(Tris-base 0.01 M, EDTA 0.1 M, pH 8.0).

El procedimiento para inmovilizar las células en minibloques de agarosa consiste en emplear un
molde esterillzable de material flexible. Este es una ldmina de silicona, goma u otro ‘material
flexible de hasta 0.5 cm de grosor (ver en elemplos de realizacién el ejemplo 1). La ldmina
posee cualquier forma y tamafio en las otras dimensiones. En la lémina hay estampadas
miultiples depresiones cuadradas que pueden tener hasta 0.3 cm de ancho y de 0.03 a 0.1 cm
de profundidad. Para verter la suspension de células-agarcea el molde se pre-amblenta a 42°C
colocéndolo sobre una superficie a dicha temperatura, después se vierte la suspensién en el
molde y con una espétula se distribuye en las depresicnes. El molde se cubre entonces con una
tapa que puede ser de vidrio, plastico, acrilico o cualquier otro material y se coloca entre 4 -
15°C para que gelifiquen los minibloques. Los minlbloques de tamafios homogéneos que se
generan son extraldos del molde flexible sosteniéndolo por los bordes y torcléndolo en el interior
de un recipiente que contiene la solucién no enzimética para el fratamiento de dichos
minibloques. La suspensién se prepara de tal forma que se inmovilizan entre 0.12 y.s x 10°
bacterias, 8 x 107 levaduras 6 8 x 10* trofozoitos de Entamoeba histolytica por cada minibloque
de gel de 0.3 x 0.07 cm. Todos los microorganismos mencionados pueden ser preparadcs
mediante el empleo de este tipo de mokie. También con este tipo de molde pusden prepararse
minibloques que contengan cualquier otro tipo de células,

En la presente Invencién, el método para seleccloner las condiciones dptimas de electroforesls
que se aplicarén en los miniequipos se basa en calcular las migraciones de las moléculas
lineales de ADN mediante el empleo de un grupo de ecuacionee tedricas que describen la
migracién, los iempos de reorientacién y las velocidades de migracién de dichas moléculas de
ADN en el miniges! del miniICHEF. Las ecuaciones se alimentan con valores de campo eléctrico y
temperatura comprendidos entre 1 - 20 Viem y 4 - 30°C y se asume que en el proceso de
electroforesis se emplea agarosa al 1,5% y como tamp6n de electroforesle Tris 44.5 mM, Acido
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migracién del ADN son las sigulantes:

D= Z’: { VF 19, T(tpeAr) Np, + vm (tpetr)1-TetpAn)] Npr} Ee. 1
vr = 0.0207[QE “*/(BrmL **] Ec2
vm = 0,885[QE ™/(BxmL )] Ec3
tr=0.134 (L "/ vr) 0" Ec 4
Tltprtr) =18l (tpr) <0 y T'(tpAr) = 0siftpr}>0 Ec5
donde:
tr. tiempo de reorientacién (seg.),

El método para ssleccionar las condiclones éptimas del proceso de electroforesis incluye los

vr: velocidad de migracién durante la reorientacién (cm/seg.),

vm: velocidad de migracién después de la reoriantacién (cm/seg.),

Q: 1e" x bp (carga neta del ADN, o carga del electron en statcoulomb),

L: 0.34 nm x bp (largo del contomo del ADN en cm),

E: intensidad del campo eléctrico en statvolia/cm,

n: viscosidad del tampdn en Poises y n sa caiculd interpolando en un polinomio que
relaciona la viscosidad del agua con la temperatura (°C) experimental,

D: migracién total de una molécula de ADN en el minigel del CHEF {cm),

d: migracién por pulso (cm),

N: nimero de rampas de pulsos.

Np:: niimero de pulsos en la rampa 'r’,

tp-: duracién del pulso en la rampa 'r' (seg.),

sigulentes pasocs:

Calcular la duracién de los pulsos (ip,) que ee emplearan en las rampas. Para realizario:

Z
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5)

22

Se suministran a las ecuaciones los valores escogidos de campo eléctrico y
temperatura. También los de tallas de las moléculas de ADN lineal de menor y de
mayor tamafio que serén separadas.

Mediante el empleo de la ecuaci6n 4, se estiman los tiempos de reorientacion de las
moléculas lineales de ADN de mayor y manor tallas.

Se calcula el promedio de ambos flsmpoa de reorientacién (Gnico tp; o tp,) cuando
se desea que las moléculas de ADN de tamafios comprendidos entre la mayor y la
menor estén incluidas en un solo patrén.

Se calcula una serie de tiempos de puiscs (ip,), que comienzan por 1.5 veces
menos tlempo que el tiempo de reorientacién de la molécula mas pequefia y
terminan con 1.5 veces médes que el tiempo de reorientacién de la malécula mayor.
Se emplean incrementos de tiempos lineales en 1a serie de tp; calculada.

Para llevar a cabo la electroforesis se toma el tp calculado en acépite 3), o Ia serie

de tpr calculados en el acépite 4).

Calcular la duracién méxima de la electroforesis. El iempo maximo de eleciroforesis se

estima a partir del célculo de la migracién de la molécula de ADN lineal de menor talla.

Este se realiza de la siguiente forma:

1)

2

3)

4)

Se suministran a las ecuaciones 2 y 3 los valores de campo eléctrico y temperatura
del tampdn de electroforesis.

Se estiman el iempo de reorientacién y velocidades de migracién de la molécula de
menor talla.

Se suministran a la ecuacién 1 la duraclén de los pulsos eléctricos (tpr), e;ﬁmadou
en el paso 1 y se fijan cantidades iniciaies de nimero de pulsos eléctricos.

Se incrementan de uno en uno, el nimero de pulsos de cada rampa 'r' y cada vez
se estima la migraclén de la molécula de menor talla medients el uso de las
ecuaciones 1 y 5, hasta que dicha molécula se encuentra entre 0.1 — 1 cm del borde
inferior del minigel.



10

15

20

25

2\
23

Il. Mediante las ecuaciones 1 ~ 5, calcular, para todas las rempas ‘n’, las migraciones que
tendrian las moléculas que se desean separar y predecir sus patrones de bandas en los
minigeles de los miniequipos miniCHEF en las condiciones de campo eléctrico,
temperatura, cantidad de rampas ‘r', duracién de los pulscs eléctricos (ip;) y nimero de
pulsos (Np,). Este Incluye los sigulentes pasoces:

1) Se asuma que la electroforesis e realiza en agarosa 1.5% y en TBE 0.5X.

2) Se le definen a las ecuaclones 2 y 3, los valores de campo eléctrico y temperatura
del tampén que se emplearén.

3) De acuerdo con los valores estimados en los pasos anteriores, se definen a la
acuacion 1, el nGmero total de rampas (n) 0 veces que se cambiaré la dura.dOn del
tiempo del pulso, la cantidad de pulsos que se aplicard en cada rampa (Np,) y la
duraclén de los pulsos en cada una de dichas rampas (tp;).

4) Se especifican las tallas de las moléculas que se desean analizar.

5) Se calculan mediante el empleo de las ecuaciones 1 - 5 y para las condiclones
especificadas de electroforesis, las distancias que migrarian todas las moléculas
que &8 desean analizar.

8) Se presentan las migraciones de las moléculas lineales de ADN de forma numérica
o grafica.

7) Se replten los pasos 2 — 6 hasta que se obtenga un patrén predicho que musstre
una separacién 6ptima entre las moléculas lineales de ADN.

IV. Seleccionar a partir de los resultados anteriores las condiciones experimentales que
brinden en los patronea simulados una éptima separaclén entre las molécules de ADN
lineal. Alimentar con esos datos la fuente de poder, la unidad de control de la
alectroforesis y el control del sistema de enfriamiento.

El medio preferido para poner en prictica este método de la presente invencion podria ser un

programa de computacién que facilitara el proceso de simulacién de la separacién de las
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moléculas de ADN de difsrentes tallas en el mIni_CHEF. Este programa permitiria el cdlculo de
las condiciones experimentales éptimas de separacién.
El programa tamblén proveeria un medio répido de realizar los céiculos requeridos para poner
en préctica esta parte de la Invencién.
Con esa finalidad, se cred un programa que simula los patrones de bandae y permite al usuario
cambiar |as siguientes variables:
1- La talla de los fragmentos o moléculas intactas de ADN que se desean ssparar en el gel,
2- La temperatura del tampén.
3- El voltaje aplicado.
4- Los tlempos de pulso y la cantidad de pulsos eléctricos aplicados en cada una de las
rampas.
5- La cantidad de rampas ds pulso, comprendidas entre 1 y 1000 rampas.
Con los valores anteriores el programa provea los siguientes resultados:
1- La velocidad de cada molécula durante y después de la recrientacion en cm/seg.
2- Los tiempos de reorientacién de cada molécula en seg.
3- La migracién de cada molécula en el gel (cm) después de un experimento de una
determinada duraclén.

4- La migracidn de cada una de las moléculas y un esquema del patrdn electroforético.

La representacién gréfica de las distanclas que migrarian las moléculas lineales de ADN, en las
condiciones especificadas del proceso de alectroforesis, se realiza:
i) dibujando un minige! de las dimensiones del minigel real y dibujando en dicho minigel
los pocilios donde supuestamente se depositarian [as mueatras,
i) ublcando lineas debajo de cada pocilio que representan las bandas de las moléculas
de cada tamafio que se separarian. Cada linea es del ancho del pocillo y ellas estén
separadas del pocllio las distanclas que las moléculas de cada talla migrarian en el
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iif) asignando a cada Iinea o banda hipotética un color que depende de la talla de las
moléculas que contiena. Es decir empleando un cédigo de colores que se caracteriza

porque cada color identifica moléculas de una talla dada.

Este programa constifuye un método para elegir lag condiciones experimentales apr.'opladas
para separar moléculas intactas de ADN cromosomal o grandes fragmentoa de ADN mediante
Electroforesls de Campos Puisantes en el miniCHEF. Cuando se usa el programa para
diferentes valores de las variables experimentales, se obtienen diferentes patrones
electroforéticos que permiten ldentificar las condiciones que separarian las moléculas de interés
en el CHEF y miniCHEF. Este procedimiento no gasta reactivos ni muestras bioldgicas. Se basa
en las ecuaciones tedricas que deacriben la migracién de log ADN lineales en miniCHEF, Esas
ecuaciones fueron obtenidas a partir de datos reales de migracién de ADN lineal en el
miniCHEF. Por tanto, describen correctamente la migracién de dichas moléculas al ser
sometidas a este tipo de electroforesls y no brindan resultados andémalos de inversién de la
movilidad en el centro del gel.

En la presente invencién se propone la tipificacién répida de microorganismos mediante la
electroforesis en los minlequipos miniCHEF y miniTAFE. En los geles se depositan muestras
provenientes de células de Saccharomyces ceravisias, Hansenula polimorfa, Pichia pastoris,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coll, Staphylococcus aureus y Entamoeba histolytica
que son preparadas empleando el procedlmien!o no enzimatico. También pueden depositarse
mueetras de estas o cualquier otro microorganismo preparado por los procedimientos
enzimiticos convenclonales.

Para la obtencién de los carlotipocs, 0 de los pulsotipos, se emplean minicubetas del tipo
miniCHEF y mIniTAFE en las cuales la distancia entre los pares de electrodos opuestos no
sobrepasa los 11.8 cm y 7.8 cm respectivamente y en las que es posible aplicar hasta 20 Viem
en el minICHEF y 22 V/icm en el miniTAFE.

Loe equipos de elactroforesis que se seleccionaron para poner en préctica esta parte de Ia
invenclén Incluyen las minicubetas miniCHEF y minlTAFE descritas previamente por Riverdn et

_ ,,, ey — SRR = e ]
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al. 1885 (Riverén AM et al., Anal. Lett, 1885, vol. 28, pp1973-1881; European Patent
Application EP 0 745 844, Bull. 1996/49; US Patent Application 08/688,607, 1995; Patents
cubana RPI Nro. 02/85, 1995) y cuyo contenido es incorporado totalmente aqui como
referancia. El piso de la cubeta del miniCHEF se modificé ligeramente. Se usé un minigel de
agarosa que puede poseer desde 4 hasta 7 cm de ancho y en el que se pueden colocar desde
12 hasta 27 muestras. La cubeta del miniTAFE se ensanché ligeramente para que pueda usar
un minigel que posee 7 cm de ancho y en el que se pueden colocar hasta 27 muestras.

La concentracién de agarosa en el minigel puede variar desde 0.8 a 1.5%, con una
concentracién preferida de 1.5%. El tampén TBE 1X comprende una solucién de 0.089 M Tris
bage, 0.089 M Acido Bérico y 0.002 M EDTA (sal sédica del acido etilén-diamino-tetra-acético) y
puede emplearse a concentraciones entre 0.25 y 1X, pero preferentemente a 0.5X. La
temperatura del tampdn puede oscllar entre 4 y 30°C. También se puede emplear tampén TAE
1X (Tris-Acetato 0.04 M y EDTA 0.001 M). Para imponer los voltajes en los electrodos del
miniCHEF y alternar los campos eléctricos en las cubetas minICHEF y miniTAFE se puede
emplear cualquier equipo construido para ese propdsito que incluye también loe equipos
descritos por Riverén AM et al., Anal. Lett.,, 19985, 268: 5; 845-880; y Riveron AM et al., Anal.
Lett., 1685, 28:11, 1973-1881.

Para energizer los electrodos se puede emplear cualquler fuente de poder que posea como
salida méxima 300 watts de potencia.

Los minibloques de agarosa son colocados en los pozos que forman los dientes del psine que
se utiliza para formar el minigel. Pueden emplearse peines diferentes y colocar muestras mas
anchas o menos anchas, segin el tamafio de los bloques que se hayan preparado.

Se utiliza bromuro de etidio para tefiir las moléculas presentes en cada banda del ml_nigal. El
minige! e llumina con luz ultravioleta (transiluminador de UV) y las imigenes son recogidas por
una cAmara sensible a luz ultravioleta usando un filiro de 550 nm. También puede emplearae
cualquier otro procadimiento de tincidn.

La fuerza del campo eléctrico, la temperatura del tampdn, las rampas de pulso, los tiempos de
electroforesis y el nimero de pulsos eléctricos aplicados en cada rampa provienen de los

2
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resultados del simulador (o método de seleccién de las condiciones optimas de separacién de
moléculas), o de los resultados de cualquier otro método que emplee el experimentador,
incluyendo su experlencla emplirica. Cuando se emplea el simulador la concentracién del
tampdn debe ser 0.5X TBE, el gel de agarosa (Lachema) debe ser al 1.5%, &l campo eléctrico
debe ser hasta 20 V/icm, la temperatura debe ser entre 4 y 30°C y la cdmara debe ser el
miniCHEF. Cuendo se emplea al simulador, pero se desea usar el miniTAFE pueden aplicarse
lae mismas condiciones de campo eléctrico y temperatura que brinde el simulador, pero deben
aumentarse la cantidad de pulsos de cada rampa en 1.5 veces y la duracién de los pulsos en
1.2 veces.
Bajo otras condiciones de fuerzas del campo eléctrico y temperatura también se pueden
obtener en los miniequipos los patrones de bandas tipicos de las moléculas oo.ntenidas enla
mezcia que se separa.
En la presente invencién el método preferido para analizar los patrones de bandas que se
obtienen después del proceso de electroforesis se basa en medir las migraciones de las
moléculas lineales de ADN en el minigsl, y emplear las acuaciones 1 - 5 para calcular e! tamafio
de las moléculas. El método parte de la base que los patrones de bandas hayan sido obtenidos
on los minigeles despuéds del proceso de eleciroforesis en el equipo miniCHEF a campo
eléctrico comprendido entre 1 y 20 V/em, temperatura entre 4 y 30°C, agarosa (Lachems) al
1.5%, tampén TBE 0.5X y cualquier cantidad 'n' de rampas (comprendidas entre 1-1000) de
duracion del tiempo de pulso y de Ia slectroforesis. E| método consiste en:
)  Medir las distancias migradas por las moléculas lineales de ADN en los minigeles
después del proceso de electroforesis y de tincidn de las bandas en dichos minigeles.
i) Alimentar las ecuaciones 1 - 5 con los valores de campo eléctrico, temperatura del
tampén, nimero de rampas (n) de pulso empleados, nimero de pulsos aplicadoa en
cada rampa (Np,) y duracién del pulso en cada rampa (tpy)
i) Alimentar al programa con la distancia real (D en cm) a que se encuentra una banda

cuaiquiera después de |a electroforesis,
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iv) A parlir de esas distancias migradas, calcular la talla de las moléculas de cada banda

presente en el minigel para lo cual:

1) Se define una molécula hipotética de ADN que posee Iniciaimente una talla de
1000 pares de bases.

2) Seemplean las ecuaciones 2, 3 y 4 para estimar vr, vm y tr respectivaments, de la
molécula hipotética de ADN,

3) Mediante el empleo de las scuaciones 1y § y en las condiclones en que se realizé
el proceso de elactroforesls, se estima la migraclén teérica (Dt en cm) que tendria
la molécula hipotética de ADN.

4) Se comparan D yDt. Si Dt es maﬁor que D sa incrementa en 1000 bp la talla de la
molécula hipotética de ADN.

5) Se replen los acépites de 2) a 4) hasta que la migraclén estimada para la
molécula hipotética de ADN sea menor ¢ igual que la distancia (D) migrada por la
molécula real en el minigel.

68) Se asume que las moléculas de ADN contenidas en dicha banda poseen un
tamafio equivalente a la talla de la molécula hipotética de ADN que cumple la
condicién propuesta en 4). Tamblén se asume que los valores estimados de tr, vr y
vm de la molécula hipotética son los de la molécula real. .

7) El proceso 1) - 8) se repite para las digtancias medidas en todas las bandas, o sea
para todas las moléculas separadas en el minigel.

La descripcién final del procesc de electroforesis puede estar dada no sdlo por el patrén
electroforético, sino por una matriz que contiene en las filas el nimero de orden de cada
fragmento o molécula separada, desde 1a parte inferior hasta ia superior, y en las columnas las
tallas, tiempas de reorientaclién y velocidades de migracién de todas las moléculas separadas
en las bandas del patrén electroforético revelado.

E! método preferido para poner en prictica esta parts de la presente Invencién podria ser un
programa de computacién que proveeria de un medio répido de reallzar los célculos requeridos.
Es decir, de un madio de calcular |a talla y los pardmetros cinéticos de los grupos de fragmentos
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o moleculas intactas de ADN separados al final de la electroforesis. Se cres un programa gue

permite al usuario cambiar las siguientes variables:
1- Las distancias migradas en el minigel por cada grupo de moléculas, o posicién en el gel
de cada una de las bandas del patrén.
2- La temperatura del tampén.
3- Ei voltaje aplicado en la cdmara de electroforesis.
4- E| tiempo de pulso y el nimero de pulsos eléctricos aplicados en cada una de las
rampas,

5- La cantidad de rampas de pulso (limitadas entre 1-1000).

Con los valores anteriores el programa provee los sigulentes resultados:
1- La velocidad (cm/eeg.) de cada molécula durante y deaspués de la reorientaclén.
2- Los tiempos de reorientacién (seg.) de cada molécula.
3- La talla de las moléculas en kb (kilobases).

Dada las condiciones experimentales y los resultados de una electroforasis en el miniCHEF se
puede usar el programa para calcular |a talla y los pardmetros cinéticos de las moléculas
presentes en cada banda del minigel. En la mayoria de los casos no es necesario el uso de
marcadores de peso molecular para identificar las moléculas de |las bandas. Este andlisis
permitiia clasificar los fragmentos o moléculas de ADN de acuerdo con sus propiedades
cinéticas. También pueden describirse los resultados finales de electroforesis mediante
cualquler ofro método empleado usuaimente.

EJEMPLOS DE REALIZACION:

Elemplo 1. Molde esterilizable para preparar las muestras. .
Un ejemplo de realizacién de molde esterilizable de material flexible (sllicona, goma u otro

material) para preparer ias muestras da ADN inmovilizado se muestra en el eaquema de la
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figura 1. Le lémina {1) posee 49 depresiones (2). En e! molde o ldmina se vierte la suspensién
de células en agerosa y esta se distribuye en todo el molde con la espétula especial (4).
Después la lamina (1) se cubre con la tapa (3) y se obtienen los miniblogues (5) coni.seniendo
células inmovilizadas. En el ejemplo resl, la ldmina fue confecclonada con silicona fundida, la
que se verlib en un molde hasta que se formé la lémina {1). Las dimensiones de cada
minibloque son de 3 x 3 x 0.7 mm (largo x ancho x grosor). Para extraer los minibloques (5) de
la ldmina (1), ésta se coloca en un reciplente que contiene una solucién y es torcida
sosteniéndola por los extremos, con lo que todos los minibloques (6) se desprenden de ella y
casn en la solucién.

En ofras variantes de moldes, el ancho de los mismos puede variar desde 1.5 mm hasta el
ancho del minigel, mientras que su grosor puede variar deade 0.5 hasta 1.5 mm. También

puede variar la cantidad de depresiones que se estampan en el fondo de ia lamina,

Elemplo 2. Preparacién no enzimética de moléculas Intactas e inmovllizadas de ADN ds
levaduras procedentes de cultivos en medio liquido.

Diferentes levaduras (S. cerevisias, H. polimorfa y P. pastoris) se crecieron en medio
liquido YPG (YPG: 10 g de exiracto de levadura, 20 g de glucosa y 10 g de peptona en un litro
de agua destilada) a 30°C y con agitacién hasta la fase exponencial tardia. Las células se
colectaron por centrifugacion y se lavaron con EDTA 0.05 M, pH 7.5 (Solucién de lavado de la
Tabla [). Se obtiane ADN Intacto e inmovilizado efectuando cualquiera de las dos variantes
slguientes:

Variante 1: Se incuban las células en suspension y después se inmovilizan en minibloques.

Variante 2: Se inmovilizan las células y se Incuban los minibloques que contienen las
céiulas.

En ambas variantes |a inmovilizacién se realiza preparando una suspension de células en

agarosa a razdn de 1.3 x 10'° células por mililitro de agarosa de bajo punto de fusién preparada

al 1.5% en solucién de EDTA 0.125 M. La suspensién celular se vierte en la 1amina (1) del




10

15

20

25

31

molde mostrado en la figura 1, se cubre con la tapa (3) y se espera hasta que sollidifique la
agarosa y se forman los minibloques (5).

En la variante 1, se resuspende ei botén celular (proveniente de 100 m! de cultivo) en 5 ml de
NDSU y se Incuba durante 5 minutos a 50°C. La suspension se diluye cinco veces con TE-100 y
las células se colectan por centrifugacién y se inmovilizan en minibloques de agarosa como se
describié anteriormente.

En la variante 2, después que las células se cosechan y lavan (ver Tabla |) se Inmovilizan en
minibloques de agarosa. Los minibloquee que contienen las células se incuban durante media
hora en NDSU a 45°C.

Después de los tratamientos por cualquiera de las dos variantes, los minibloques se lavan dos
veces 5 minutos con TE-100 (Tris-base 0.01 M, EDTA 0.1 M, pH 8.0) a 50°C y se conservan en
tampdn TE-100 fresco a 4°C. Antes de realizar la electrophoresis los miniblogues se incuban 10
minutos en 0.5X TBE a temperatura ambiente.

La figura 2 muestra la fotografia del minigel (10) donde se efectud la separacién en patrones de
bandas de los cromosomas (12) y del ADN mitocondrial (13) de S. csrevisiae. Las muestras
fueron preparadas inmovlizando las células y posterlorments incub&ndolas en NDSU (variante
2). Se empled el minigel de 7 cm de ancho del miniCHEF, el que admite hasta 27 muestras en
gus pocllios (11). Las condiciones de electroforesis fueron 10 V/em, 20°C, agarosa 1.5%, TBE
0.5X, tiempo de pulso de 50 segundos y 4 horas de electroforesis.

La figura 2 también muestra la folografia de una carrilera (16) del minigel del miniCHEF donde
8o efectud la separacion de los cromosomas de H. polimorfa. En él se separaron en un patrén
de bandas los cromosomas (17) y el ADN mitocondrial (18). Los cromosomas de H. ;;ollmorfa
fueron preparados segin la variante 2. Ellos fueron eeparados en el miniCHEF a 10 V/em,
20°C, agarosa 1.5%, TBE 0.5X, tiempo de pulsc de 120 segundos y 4 horas de electroforesis.
Los cromosomas de S. cerevisiae tamblén fueron saparados en el minigel {20) del minlTAFE
que muestra la figura 2. Se muestran los patrones de bandas de loe cromosomas (21) y del
ADN mitocondrial {(22). Las muestras se prepararon por la variante 1, es decir, incubéndolas en

NSDU y después inmovilizdndolas. Elias se depositaron en los 13 pocillos {23) que forma el
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peine que se empled. El minigel es de 7 cm de ancho y en el miniTAFE se aplicd 10 V/em,
20°C, agarosa 1.5%, TBE 0.5X, tiempo de pulso de 80 segundos y 8 horas de electroforass.

empio 3. Preparacién no enzimética de ADN intacto ¢ inmoviiizado de Pseudomonas
aeruginosa procedente de cultivos en medio sélido y en medio liguido.
Para obtener los cultivos de P. aeruginosa en medio liquido y séiida se aislaron de medio agar-
sangre dos colonias de este microorganismo. Uina de ellas se inoculé en 5 mililitros de medio LB
(10 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro de sodio, 10 g de friptona bacteriolégica por litro de
agua destilada) y la otra se estrié en una placa de este mismo medio al que se le aftadié agar
bacteriolégico al 1.2%.
Ambos cultivos se Incubaron durante toda la noche a 37°C. El cultivo liquido ee Incubd con
agitacidn y el sdlido sa mantuvo estdtico. Las células se cosecharon centrifugando el madio
liquido y lavando la superficie de la placa con la correspondlente solucién de lavado mostrada
en la Tabla I.
Después de lavar las células provenientes de ambos cultivos con la solucién de lavado
mostrada en la Tabla | y colectarias por centrifugacién, en amhos casos se prepard una
suspension celular a razén de 2 x 10° céluias por mi de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5%
en NaCl 0.15 M. La mezcia células-agarosa se veriié en la lamina (1) del moide de la figura 1,
se cubrid con la tapa (3) vy se dejd solidificar hasta que ee formaron los minibloques ‘(8). Los
minibloques se Incubaron en NDSUPlus durante media hora a 50°C. Posteriormente, los
minibloques se lavaron dos veces durante 10 minutos con TE-100 a 50°C y se consarvaron en
tamp6n TE-100 fresco a 4°C hasta que se digirieron con enzimas de restriccién. Los
minibloques se iavaron e incubaron por 10 minutos en tampdn de digestién de la enzima de
restriccion Xba | y cada uno de ellos se digiri6 con 20 U de dicha enzima a 37°C durante 2
horas. Loe fragmentos de restriccidn obtenidos a partir de muestras que contienen células
cultivadas en medio liquido o sdlido se separaron en el miniCHEF a 10 V/em, 20°C, agarosa
1.5% y TBE 0.5X aplicando rampas de pulsos de 20, 15, 10, 5 y 3 segundos y 5, 15, 320, 1020
y 100 puisos, respectivamente.

40
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En la Figura 3 se muestran los patrones de bandas {26) separados en el minigel (25) del
miniCHEF. Los minibloques de P. aeruginosa (27) provienen de cultivo en medio LB liquido,
mientrae que los minibloques (28) provienen de cultivos en medio LB sélido. En la figura
también se muestran ias tailas de los fragmentos de ADN separados.

Elemplo 4. Preparacién no enzimética de ADN Intacto e Inmovilizado de Staphylococcus
aureus procedente de cultivos en medio sélido.

Se tomd una colonia de S. aureus crecida en agar-sangre y se estrié en una placa de medio
adlido Mueller-Hinton (Oxoid), incubdndose a 37°C durante toda la noche. La placa se lavé con
la solucién de lavado (NaCl 0.15 M, EDTA 0.01 M, pH 8.0) de la Tabla | y las células se
colectaron por centrifugacién.
Se puede obtenar ADN Intacto @ inmovilizado efectuando cualquiera de las dos variantes
siguientes:

Variante 1-Se tratan las células en suspensién y después se inmovillizan.

Varjante 2-Se inmovilizan las células y se tratan loe minibloques que contienen las

células.
En ambes variantes |a inmovilizacién se realiza preparando una suspensién de células en
agarosa & razén de 4 x 10" células por mililitro de agaroea de bajo punto de fusién al 1.5% en
solucién de lavado (Tabla 1). La suspensién celular se vierte en la ldmina {1) del moide de ia
figura 1, se cubre con la tepa (3) y se deja solldificar hasta que sa formen los minibloques (5).
Para tratar las células en suspensién (variante 1) ee resuspende el botén celular en 3 mi de
NDSUPIlus y se Incuban a 50°C durante 30 minutos. La suspensidn se dlluye cinco vaces con
TE-100 y Ias células se colectan por centrifugacion y se inmovilizan en minibloques de agarcsa.
En la variante 2 después que las células se cosechan y lavan se inmovllizan an minibloques de
agarosa. Los minibloques que contienen [as céiulas se incuban durante una hora con
NDSUPIlus a 50°C.
Después de los tratamientos por cualquiera de las dos variantes anteriores los minibloques se
lavan dos veces durante 10 minutos con TE-100 a 50°C y después durante 10 minutos en
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enzima a 37°C durante 2 horas.

La figura 4 muestra el minigel (30) donde se separaron en un patrén de bandas (31) los
macrofragmentos de restriccién del ADN de S. aureus. Las muestras (32) fueron preparadas por
la variante 2, mientras que las (33) fueron preparadas por la variante 1. Las condiciones de
electroforesis fueron 10 V/em, 20°C, agarosa 1.5%, TBE 0.5X, tiempos de pulso 1, 5, 9, 13, 17 y
21. Todae las rampas recibieron 130 pulsos. En la figura s® muestran ios valores de las tallas

de los fragmentos separados.

Elempio &. Preparacién no enziméitica de ADN Intacto e inmovilizado de Enfamoeba
histolytica.

Se cultivaron trofozoitos de E. histolytica clona A en medio TY1-S-33 hasta |a fase exponenclal
de crecimiento. Los trofozoitos se cosecharon enfriando los frascos de cultivo y se colectaron
por centrifugacién. Posteriormente, e lavaron con PBS frio y después de colectadas las células
se incubaron durante 15 minutoe en una solucién hiperténica (NaCl 0.5 M, EDTA 0.05 M, Tris
0.01 M, pH 7.0) fria a razén de 2.5 x 10" trofozoitos por mililitro de solucién. Finalments, se
resuspendieron 10® trofazoitos en un mililitro de agarosa de bajo punto de fusién al 2% disuelta
en solucion hiperténica. La suspensién se vertid en el molde flaxible de silicona de la figura 1 y
los minibloques se dejaron solidificar a 4°C. Los minibloques se Incubaron con NDSU (Tris-base
0.01 M, EDTA 0.1 M, sarcosyl 1 % (p/v), urea 4 M, pH 9.5} a 45°C durante una hora.
Posteriorments, se Incubaron 10 minutos en TBE 0.5X a temperatura ambiente y se realizé la
elactroforesis. Si las muestras se van a conservar e lavan dos veces durante 5 minutos con
TE-100 (Tris-base 0.01 M, EDTA 0.1 M, pH B.0) a 45°C y se guardan a 4°C en TE-100 fresco.
En la figura 5 se muestra la foto de un minigel (36) del minilTAFE donde se separaron en
patrones de bandas (38) los ADN de E. hisfolytica {38) y de S. cerevisiae (37) y conca.timaros
de ADN de fago A (39). La electrcforesis se realizé a campo eléctrico 9.03 Vicm, 120 segundos
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de iempo de pulso, 20°C, agarosa 1% Seakem, tampén TBE 0.5X y 8 horae de electroforesis.
Se depositaron muestras de 0.1 cm de grosor.

Ejemplo 6. Disefio de corridas electroforéticas en el miniCHEF. La selecclén de las
condiclones experimentales mediante el uso del simulador (método de selecclén de las
condiclonas éptimas de separacion).

Se simularon las rampas de tismpo de pulso necesarias para separar los cromosomas de S.
cerevisiae en una cubeta miniCHEF que posee 11.8 ¢cm de distancia entre los electrodos
opuestos. Se deseaba obtener un patrén de 11 bandas en el que estén presentes todos los
cromosomas de S. cersvigiae. Se asumld que la separacion se realizaria en un minigel de
agarosa al 1.5% y que el tampédn de corrida a utilizar serla TBE 0.5X. Se tomaron como tailas
de los cromosomas de S. cerevisiae los valores reportados por Goffeau (Goffeau A et al.,
Sclence, 1998, 274; 548): 230 kb (crom. 1), 270 kb (crom. V1), 315 kb (crom. 11i), 440 kb (crom.
IX), 589 kb (crom. VIll), 577 kb (crom. V), 687 kb (crom. XI), 745 kb (crom. X), 784 kb (crom.
XIV), 813 kb (crom. 1), 924 kb (crom. XliI), 848 kb (crom. XV1), 1091 kb (crom. Vil y crom. XV),
1554 kb (crom. IV) y 2352 kb (crom. XII).

El simulador determiné que para una intensidad de campo eléctrico de 10 V/icm y una
temperatura del tampén de 20°C fas condiciones dptimas de separacién de todos los
cromosomas de S. cerevisiae en un Unico patrén de bandas, se lograban, aplicando cuatro
rampas de 5, 40, 75 y 110 s de tiempo de pulso y 42 pulsos en cada una de ellas. Los
resultados de migracién, tiempos de reorientacién, velocidades de migracidn y el cédigo de

colores empleado para kdentificar las tallas de los cromosomas se muestran en la Tabla lI.
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Tabla 1. Resultados cuantitativos del simulador. Tallas (kb) y colores asignados a los

cromosomas de S. cersvisiae en el cddigo de colorea del simulador.

Talla de los

Codigode | tr(s) | vrx10° | vmx 10" | D predicha por | D experimentsl
cromosomas de S. | coloresa {cm/s) (cm/e) el simulador (cm)
ceravisiae (kb) {cm)
250 azul 40 | 88843 | 27482 245 267
— 270 verde | 5.5 | 8.6482 | 2.7203 2.40 267
315 rojo 68 | 61840 | 2.6856 2.28 248
440 cyan 10.8 | 7.2894 | 2.6247 1.85 222
~ 577 morado | 15.6 | 6.6207 | 2.5664 1.59 1.85
580 gris 16.1 | 65821 | 2.5642 1.57 1.85
oscuro .
— 667 carmelita | 19.1 | 6.3017 | 2.5388 142 166
745 azulclaro | 22.2 | 6.0625 | 2.5185 1.27 1.48
764 verde | 23.9 | 5.9551 | 2.5062 1.19 1.35
claro
813 rojo claro | 25.1 | 5.8798 | 2.4988 113 1.18
024 cyanclaro| 20.9 | 5.6223 | 2.4735 0.82 T 0.82
~ 948 morado | 31.0 | 55721 | 2.4684 0.80 ~0.92
claro
1091 blanco | 37.8 | 5.3047 | 2.4408 0.73 ~ 06
1554 negro | 61.3 | 4.6870 | 2.3727 0.52 0.4
2352 azul | 100.6 | 4.0542 | 2.2853 0.48 017

D experimental; Distancia migrada por la molécula en el minigel (40) de la figura 6.
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D predicha: Distancia que deblé migrar la molécula segun el simulador en las
condiclones del experimento de la figura 6.

vr: velocidad de migracién de la molécula durante la recrientacion.

vm: velocidad de migracién de la molécula después de la recrientacién.

{r: tlempo de reorientacién de la molécula.
En la figura 8 ee muestra la fotografia del minigel real (40) donde aparecs el patrén de bandas
de los cromosomas (41) de S. cerevisiae 188-2 separados en el miniCHEF en las condiciones
que predice el simulador. También se muestra el patrén de bandas (43) simulado en el minigel
hipotético (42) que dibuja el simulador. Ambos patrones son similares. Las moléculas Intactas
de ADN inmovilzado de S. Cerevis/ae 186-2 empleadas en esta electroforesis se prepararon
segun el procedimiento no enzimético descrito en esta invencion.
En la figura 7 se muestra el diagrama de fiujo del simulador provisto en esta invencién. En é! se
muestra iniclaimente el céiculo de la rampa de pulsos a partir de datos de migracién o datos de
talla.
Cuando el usuario brinda los datos de migracién, el simulador Inicialments estima las tallas, a
partir de dichos datos y con posteriorided estima un conjunto de rampas lineales de pulsos.
Cuando el usuario brinda datos de talla, el simulador estima las rampas directamente. El criterio
de detener el incremento del nimero de puisos en este- ejempio es que la molécula més
pequefia migre 2.5 cm.
Con posterioridad, el simulador brinda el resultado final que se veria en el minigel (ver patrén de
bandas en minigel 43 simulado en el minigel hipotético 42 de la figura 6) sl ee aplicaran esas
rampas de pulsos y nimeros de pulsos al conjunto de moléculas especificadas por el usuario.
También brinda los datos cuantitativos. Esta parte del diagrama no se muestra porque la
solucién es trivial.
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emplo 7: Anélisls de los nes de bandas de los cariotipos o puls .
En la figura 8 se muestra el carictipo electroforético (61) de S. cersvisiae obtenido en el
miniCHEF al separar dichos cromosomas en agarosa al 1.5%, TBE 0.5X, a 10 Vicm, 20°C,
2.858 y 453 pulsos y 21.568 y 453 pulsos.
En este carlotipo, se midié la migracién de cada una de las bandas (62-868) que aparecieron en
el cariotipo electroforético de S. cerevisiae mostrado en la figura 8.
El método de anélisia de las migraciones ss alimentd con esoe datos de migracién, el campo
eléctrico, la duracién y cantidad de pulsos empisados, asi como la temperatura del tampdn de
electroforesis.
El método descrito en esta invencion permitié el céiculo de Ia talla, tiempos de reorientaclén y
velocidades de migracién de las moléculas contenidas en cada una de las bandas. Estos
resultados se muestran en la Tabla Ill. Este es el tipo de resultados que brinda el método de
andlisls de migraciones que fue implementado en esta parte de la invencion.

Tabla 1. Tallas, tiempos de reorientacién y velocidades de migracién de las moléculas
contenidas en cada banda.
Las estimaclones se realizan a partir de la posicién de cada una de las bandas en el

minigel, después de la aplicaciéon de rampas de pulso.

10 Viem, 20°C Estimaciones
2.958/453 pulsos;  Talla real
Bandaa 21.568/453 puisos {kb)

~ Dexp  Dteor Talla (kb) vrx10° vmx10°  tr(s)

cm cm
82 2.38 2.23 230 210  0.00443 02785 39
63 2.29 2.14 270 226 0.08204 0.2768 43

64 1.97 1.98 3156 302 0.08310 0.2705 6.4




39
85  1.55 142 440 401  0.07530 0.2644 8.5
66 0.84 0.82 577 564  0.08883 0.2573 15.2

= D exp: Distancia migrada por la molécula en ] minigel de fa figura 8.
D teor: Distancia que debié migrar la molécula de talla real en las condiciones del
experimento de |a figura 8.
vr. velocidad de migracién de la molécula durante la reorientacion.
5 vm: velocidad de migracién de la molécula después de la reorientacién.
tr: iempo de reorientacién.
La figura 9 muestra sl diagrama de flujo del método de andlisis de las migraciones de las
moléculas de ADN. El diagrama fue dibujado para al procesamiento de una scla molécula, pero
6808 pasos sé repiten para todas las moléculas que se analizaron.
10 Cuando el método descrito en el ejemplo 7 se alimenta con datos de migracién, el mismo

estima las tallas de manera similar a como lo hace el método descrito en eate ejemplo.
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EJemplo 8. Tipificacién de alslados de Escherichia coll mediante el empleo del miniICHEF.
A partir de cultivos en medio agar-sangre de dos aislados (INN3 y INN7) caracterizados
fenctipicamente como Escherichia coli se tomd una colonia de cada uno y se subcultivaron en 5
ml de medio LB (10 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro de sodio, 10 g de triptona
bacterioldgica por litro de agua destilada).Cada cultivo se incubd durante toda la noche a 37°C
con agitaclén.
Después de lavar las células provenientes de ambos cultivos con la solucion de lavado
mostrada en la Tabla | y colectarias por centrifugacién, en ambos casos fueron prqparadaa
sendas suspensiones celulares a razén de 2 x 10° células por ml de agarosa de bajo punto de
fusién al 1.5% en NaCl 0.15 M. Cada mezcla de células-agarosa se vertié en la lamina (1) del
mokis de la figura 1, se cubrié con la tapa (3) y ee dejé solidificar hasta que se formaron los
minibloques {5). Los minibloques se incubaron con NDSUPIus durante media hora a 50°C. Con
posterioridad, los minibloques se lavaron dos veces durante 10 minutos con TE-100 a 50°C.
Después, los minibloques se lavaron e incubaron por 10 minutos en tampén de digestién de la
enzima de restriccion Xba | y cada uno de ellos se digiri6 con 20 U de dicha enzima a 37°C
durante 2 horas.
En la figura 10 se muestran los patrones de bandas (87) separados en el minigel (88) del
miniCHEF. La separacién lograda en el miniCHEF de los fragmentos de restriccléon con Xba |
del ADN total de log alslados de E. coli INN3 (88) y INN7 (89) permlti6 identificar sels
fragmentos comunes entre elios (90) y por tanto, de acuerdo a Tenover (Tenover F et al., J.
Clin. Microblol., 1995, 33:9, 2233-2239) clasificarias como dos subtipos diferentes de E. coli.
Los fragmentos de restricclén se separaron en el miniCHEF a 10 V/em, 20°C, agarosa 1.5% y
TBE 0.5X. aplicando rampas de pulsos de 25, 20, 15, y 5 segundos y 35, 40, 50, 140 y 800
pulsos, respectivamente.
Breve descripcién de las figuras:

Figura 1. Esquema de un molde para fundir las muestras. En la parte inferior se muestra

la lamina donde se encuentran estampadas lae depresiones donde ee vierte la suspension de

4%
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pélulas en agarosa, en la parte superior se muestra la tapa del molde y un minibloque. A la
derecha se muestra |a espétula que permite dietribulr la suspension células-agarosa.

Flgura 2. Fotografla de los patrones de bandas de los cromosomas de S. cerevisiae y H.
polimorfa al ser separados en minigeles del miniCHEF y del miniTAFE. La parte superior
muestra el minigel del miniCHEF de 7 cm de ancho, sus 27 pocllios y los patrones de bandas de

" los cromosomas de S. ceravisiae. En el centro de la figura se muestra el minigel de 4 cm de

ancho y el patrdn de bandas de los cromosomas de H. polimorfa. Las muestras fueron
preparadas por sl método no enzimético inmovilizando las células y después incubéndolas en
NDSU. Las condiclones de slectroforesis fusron 10 Viem, 20°C, agarosa 1.5%, TBE 0.5X,
tiempo de pulso de 50 segundos y 4 horas de electroforesie. En la parte inferior se muestra un
minigel del miniTAFE con los patrongs de bandas de S. ceravisiae. En el min[TAFE se empled
10 V/cm, 20°C, agarosa 1.5%, TBE 0.5X tiempo de puiso de 60 segundos y 6 horas de
electroforesis. Las muestras fueron preparadas incubando las células en NDSU con anterioridad
a su inmovilizacién.

Figura 3. Patrones de bandas en el miniCHEF de los macrofragmentos de restriccln
del ADN de P. aeruginosa digerido con Xba I. A la izqulerda, los minibloques de P. aeruginosa
que provienen de cultivo en medio LB liquido, mlentras que los de la derecha prwfonan de
cultivos en medio LB sdlido. Se empleé el miniCHEF a 10 V/em, 20°C, agarosa 1.5% y TBE
0.5X, y se aplicaron rampas de pulsos de 20, 15, 10, 5y 3 segundos y 5, 15, 320, 1020 y 100
pulsos, respactivamente.

Figura 4. Patrones de bandas en el miniCHEF de los macrofragmentos de restriccién
del ADN de S. aureus digerido con Sma |. A la izquierda se muestran los patrones de bandas de
las muestras inmovlilizadas primero, e incubadag en NDSUPlus posteriormente. A la derecha
estdn las muestras que se incuban primero en NDSUPlus y después se inmovilizan. En ambos
casos las células fueron cultivadas en medio sélido. Las condiciones de electroforesis fueron 10
Vicm, 20°C, agarosa 1.5%, TBE 0.5X, tiempos de pulso 1, 5, 8, 13, 17 y 21. Todas ias rampas
recibieron 130 pulsos.
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Figura 6. Fotografia de los patrones de bandas de ADN de E. histolytica, S. cerevisiae y
concatameros de ADN de fago A. La electroforesls se realizd en el minigel del miniTAFE a
campo eléctrico 8.03 V/iem, 120 segundos de tiempo de pulso, 20°C, agarosa 1% Seakem,
tampén TBE 0.5X y 6 horas de electroforesis. Se depositaron muestras de 0.1 cm de grosor. De
izquierda a derecha en las cearmiloras son, Camilera 1: Miniplugs con S. cerevisiae 196-2;
Carrileras 2, 3, 4 y 5: Minipluge con E. histolytica incubadas 0.5, 1, 2 y 18 horas,
respectivaments en NDSUPIus a 45 °C, Carrilera 6: concatdmeros de ADN de fago A.

Figura 8. Fotografia del minigel (40) del miniCHEF donde se obtuvo el patrén de bandas
de los cromosomas de S. cersvisiae 198-2 (lzquierda) y gréfico del minige! hipotético (42) que
predice el simulador (derecha). La electroforssis real se realizé en las condiciones que predice
el simulador. Las moléculas intactas de ADN inmovilizado de S. cerevisiae 186-2 empleadas en
esta electroforesis 8 prepararon seglin el procedimiento no enzimético descrito en esta
invencldn. Para un campo eléctrico de 10 Vicm y una temperstura del tampén de 20°C las
condiciones de separacién predichas por el simulador fueron cuatro rampas de puilso da 5, 40,
75 y 110 segundos y 42 puleos en cada una de ellas. Los resultados de migracién y el codigo
de colores empleado para Identificar las tallas se muestran en la Tabla Il.

Figura 7. Diagrama de flujo del método que simula los patrones de bandas de los ADN
que migran en loe minigeles del MiniCHEF. En el diagrama estén los sigulente pardmetros y
variables: la talla (kb), tiempos de reorlentacién (tr), velocidad de migraciéon durante la
reorientacién (vr) y velocidad de migracién después de la reorientacién (vm) de las moléculas
en el miniCHEF.

Tpr: tiempo de pulso en cada rampa, Np: nimero de pulaos en cada rampa, g0, g1, g2,
g3, g4 coeficientes obtenidos para describir la viscosidad (n) en funclén de la temperatura (T)
experimental, Dt: distancia tedrica calculada por el programa, nr. nimero de rampas, E: campo
eléctrico, L. largo del contorno de la molécula de ADN, bp: pares de bases, Q. carga neta del
ADN.
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Figura 8. Cariotipo electroforético {(81) de S. cerevisiae obtenido en el mlnl(":HEF al
separar dichos cromosomas en agarcsa al 1.5%, TBE 0.5X, a 10 V/iem, 20°C, 2.95: y 453
pulsos y 21.56s8 y 453 pulsos.

Figura 8. Diagrama de flujo del método que emplea las distancias migradas para
estimar la tafla (kb), tiempos de reorientacién (ir), velocidad de migracion durante la
rearientacién (vr) y velocidad de migracién después de la reorientacién (vin) de las moléculas
separada en el miniCHEF.

tpr: tlempo de pulso en cada rampa, Np;: nimero de puleos en cada rampa, g0, g1, g2,
g3, g4 coeficientes obtenidos para describir la viscosidad (n) en funcién de la temperatura (T)
experimental, D: distancia migrada en el gel, Dt. distancia tedrica calculada por el simulador, n:
nimero de rampas, E: campo eléctrico, L: largo del contorno de la molécula de ADN, bp: pares
de bases, Q; carga heta del ADN.

Figura 10. Tipificacién en el miniCHEF de los aislados INN3 y INN7 de Escherichia coli
mediante la obtencién de los patrones de bandas de los fragmentos de restriccldn con Xba | de
sus ADN. Se empled el método no enzimético de preparacién de muestras. Las condiciones de
electroforeals fueron: 10 V/cm, 20°C, agarosa 1.5% y TBE 0.5X aplicando rampas de pulsos de
25, 20, 15, 10 y 5 segundos y 35, 40, 50, 140 y 800 pulsos, respactivamente. Los puntce {90)
representan los fragmentoa de restriccién comunes en ambos alslados.

VENTAJAS DE LA SOLUCION PROPUESTA.

1- La preparacién de moléculas Intactas de ADN de microorganismes, inmovilizadas en
minibloques delgados de algin gel, se realiza entre 5 minutos y una hora y no requiere del
uso de anzimas por lo que se hace rapidaments y a bajo costo.

2- La preparaclén no snzimética de muestres de ADN para ECP funciona Iguaimente eficients

para células provenientes de cultivos en medio sdlido o liquido. Algunaa células pueden ser
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incubadas en las soluciones no enzimaticas previamente a su inmovliizacién, lo que reduce
el tiempo necesario para preparar muestras.

Los ADN inmovilizados por los procadimlantoa descritos estdn libres de inhibidores de
enzimas de restriccién y son digeribles en 2 horas por endonucleasas de restricclon,
brindando loa patrones de bandas tipicos en electroforesis de campos pulsantes en
miniequipos.

Los minibloques de gel que contienen los ADN inmovllizados de ios microorganismos tienen
todos dimensiones homogéneas y no tienen que ser cortados antes desl proceso de
elactroforesis, lo que garantiza reproducibilidad en los resultados.

Los cariotipos moleculares o pulsotipos de hasta 27 muestras se obtienen antre 25y 7
horas con poco gasto de solucién tampdn y de matriz de separacion. El iempo depende del
microorganismo que ee estudie y del miniequipo que se emplee, asi como el campo
eléctrico, temperatura y rampas de pulsos seleccionados.

Loe equipos requeridos para analizar los genomas de los microorganismos mediante el
procedimiento de electroforesis de campos pulsantes en los minigeles de los minlequipos
requieren de poco espacio Utll del laboratorio.

Los patrones electroforéticos pueden ser simulados en una computadora antes del
experimento tantas veces como se desee, lo que permite selecclonar las condiciones de
campo eléctrico, temperatura y rampas de pulso que brinden la mejor separaclén entre las
moléculas sin gastar reactivos ni muestra bioldgica.

Las rampas de pulso que deben ser aplicadas se seleccionan mediante un método basado
en ecuaciones que describen la migracién de ias moléculas de ADN en los minigeles del
miniCHEF, por lo que brinda cual serfa el patrén electroforético 6ptimo de separacién entre
las moléculas.

Para estimar los tamafios de las moléculas de ADN y los tiempos de reorientacion y
velocidades de migracién no se necesitan marcadores de talla, pues se provee un método

que estima esos parédmetros a partir de las distancias migradas en el gel, bajo cualquier
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condicién de campo eléctrico entre 1 - 20 V/cm, temperatura 4 — 30°C y rampas de pulso.
Su limitante es que requiere agarosa al 1.5% y tampén TBE 0.5X.

10-Las bandas separadas en el pairon slectroforético pueden ser caracterizadas ademas de
por la talla de sus moléculas, por los tiempos de reorientacion y velocidades de migracién
de las moléculas.

11-El proceso deacrito ahorra conslderablemente reactivos quimicos, muestras biolégicas y

tiempo.

12-Todo el proceso de preparacién de muestra y andlisis del genoma de 27 microorganismos

no excaede de un dia usual de trabajo.
13-Se provee un juego de reactivos que simplifica la preparacién de los ADN Intactos de los

microorganismos.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para la tipificacion rdpida de microorganismos mediante electroforesis de
campos pulsantes caracterizado por los sigulentes pasos: .

)] la preparacién de moléculas intactas de ADN de microorganismos inmovilizados en
minibloques de algin gel, preparacién que se realiza mediante un método no

enziméatico con un juego de reactivos asociado,

ii) el ueo de una minicdmara de electroforesis de campos pulsantes para la separacién
de las moléculas de ADN contenidas en los minibloques, siendo la minicdmara

mencionada CHEF o TAFE,

iil) el uso de un método para seleccionar los valcres apropiados de rampas de pulso y
de duracién de la electroforesis segin sean el campo eléctrico y la temperatura
aplicados en la minicdmara, valores apropiados de rampas dae pulso y duracién de la
electroforesis que deben rendir la mejor resolucién de los fragmentos de AbN ode
las moléculas intactas de ADN,

lv) la aplicacion en la minicdémara de la temperatura, la inteneidad del campo eléctrico y
la duraclén de la rampa de puleo que fueron calculadas en el paso (iii) para resolver
la mazcla de moléculas de ADN,

v) el uso de un método para analizar las distancias que migraron las moléculas lineales

de ADN en el minigel, una vez que la electroforesis en dicho minigel fue realizada.

2. Proceso para la tipificacién rdpida de microorganiemos mediante electroforesis de
campos pulsantes de acuerdo con la relvindicacion No. 1 caracterizado porque la preparacién
de las moléculas intactas de ADN inclukdas en minibloques de algin gel se realiza segin el

slguiente esquema légico:

i)  se colectan células de microorganismos crecidos en medio liquido o sélido,
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ii)  dichas células se incuban en soluciones que contienen tampén, detergents, un
agente quelante y un agente que rompe los puentes de hidrégeno,

i) las incubaciones se reslizan antes o después de la inmovilizacién de las células

sagun sea el microorganismo de que se trate.

3. Proceso para la tipificacién répida de microorganismos mediante electroforesis de campos
pulsantes de acuerdo con las relvindicaciones No. 1 y No. 2 caracterizado porque las células
son inmovilizadas en minibloques de gel mediante el emplec de un molde que es una lémina
flexible con miultiples depresiones esiampadas en su superficle, ilas cuales determinan las
dimensiones de los minibloques que serdn preparados, slendo la mencionada lamina de

sllicona, goma o cuaiquier otro material flexible y pudiando o no ser esterilizada.

4. Proceso para Ia tipificacién répida de microorganismos mediante electroforesis de campos
pulsantes de acuerdo con la raivindicacién No. 3 caracterizado porque lae depresiones de los
mencionados moldes poseen cualquier ancho, 0.3 cm de longitud y deede 0.03 hasta 0.1 cm de

profundidad, por lo que entre 108 y 108 células pueden quedar inmovilizadas en los

minibloques, segun sea el microorganismo.

5. Proceso para la tipificacién rapida de microorganismos mediante electroforesls de campos
pulsantes de acuerdo con las reivindicaciones No. 1 y 2 caracterizado porque el tiempo
requerido para incubar las células en la solucién tampdn que contiene detergente, un agente
quelante y un agente que rompe los enlaces de hidrdgeno, estd comprendido entre 5 y 60
minutos, mientras que el volumen de incubacién, en milllitros, es 'c o v « 20°; slendo v’ el

volumen de un minibloque, en mililitros, y ‘¢’ la cantidad de minibloques que se Incubaréan.

6. Proceso de acuerdo con la relvindicacion No. 1 caracterizado porque cuando el

microorganismo a tipificar es. una levadura, ol método no enzimético de preparacién de las
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muestras consiste en emplear una solucién compuesta por sarcosyl al 1%, EDTA 100 mM, urea
4 M, Tris 10 mM, pH 8.5 para incubar los minibloques conteniendo dichas células a 45°C, entre
30 minutos y una hora, dando como resultado el ADN intacto @ inmovilizado de dicha levadura,
el cual puade opcionalmente ser tratado con endonucleasas de restricclén después de incubar

los minibloques por 10 minutos en el tampdn requerido para dicha endonucieasa.

7. Proceso de acuerdo con la reivindicacin No. 1 caracterizado porque cuando el
microorganismo a tipificar es una bacteria, el método no enzimético de preparaeléﬁ de las
muestras congiste en emplear una solucion compuesta por sarcosyl 1%, nonidet P40 1%,
EDTA 100 mM, urea 4 M, Tris 10 mM, pH 9.5, para incubar os minibloques conteniendo dichas
cdlulas a 50°C durante 30 minutos a una hora, dando como resultado el ADN intacto e
inmovilizado de dicha bacteria, el cual puede opcionaimente ser tratado con endonucleasas de
restriccién después de incubar los minibloques por 10 minutos en el tamp6n requerido para

dicha endonucleasa.

8. Proceso de acuerdo con la reivindicacion No. 1 caracterizado porque cuando el
microorganismo a tipificar es Escherichia coli, el método no enzimético de preparacién de las
muestras de ADN inmovilizado consiste an emplear dos soluclones an las cuales ee incuben
secuenclalments las células inmovilizadas; primero los minibloques ge incuban en una solucién
que contiene sarcosyl al 1%, nonidet P-40 1%, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 8.0 durante 10
minutos a 37°C y después dichas células se incuban en sarcoeyl 1%, nonidet P-40 1%, EDTA
100 mM, urea 4 M, Tris 10 mM, pH 9.5 durante 30 minutos a 50°C, dando como resultado el
ADN intacto ® inmoviiizado de dicha bacteria, el cual puede opcionaimente ser tratado con
endonucleasas de restriccién después de Incubar los minlbloques por 10 minutos en el tampén
requerido para dicha endonuclaasa.

8. Proceso de acuerdo con la reivindicacibn No. 1 camcterizado porque cuando el

microorganismo a tipificar es Entamoeba histolytica sl método no enzimético de preparacién de
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las muestras consiste en tratar los trofozoitos no Inmovliizados con una solucién hiperténica que
contiens NaCl 0.5 M, EDTA 0.05 M, Tris 0.01 M, pH 7.0 durante 15 minutos y después de
inmovilizarios en los minibloques de agarosa, entoncas incubarios en una solucidn que contiene
sarcosyl al 1%, EDTA 100 mM, urea 4 M, Tris 10 mM, pH 8.5 durante una hora a 45°C, dando
como resultado el ADN intacto e inmovilizado de dicho pardsito, sl cual puede opcioriaimente
ser fratado con endonucleasas de restricclon deepués de incubar los miniblogques por 10

minutos en el tampén requerido para dicha endonucieasa.

10. Proceso de acuerdo con la relvindicacién No. 1 caracterizado porque 8i el microorganismo a
tipificar son las levaduras Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, o Hansenula polimorfa, un
método no enzimético de preparacién de ADN inmovillzado consiste en que células no
Inmovilizadas se incuban en una solucién que contiene sarcoeyl al 1%, EDTA 100 mM, urea 4
M, Tris 10 mM, pH 9.5 a 50°C entre 5 y 30 minutos, y con posterioridad dichas células son
inmovilizadas en minibloques de gel, lo qus da por resutado ADN intacto e inmovilizado de
dichas levaduras, el que puade ser opcionalmente tratado con endonucleasas de restriccion
después de incubar los minibloques por 10 minutos en el tampén requerido pa;u dicha

endonucleasa.

11. Proceso para la tipificacién répida de microorganismos mediante electroforesis de campos
pulsantes de acuerdo con la relvindicacién No. 1 caracterizado porque las diferenciaciones
entre las cepas, o la tipificacién de los microorganismos, son realizadas a partir de la
informacién contenida en los patrones de bandas que brindan sus ADN intactos o sus
fragmentos de restriccion cuando se separan mediante eleciroforesis de campos pulsantes en
los minigeles de los miniequipos, donde dichcs minlequipos pueden ser:
) el miniCHEF, el cual posee 11.8 cm como la méxima distancla entre ios pares de
electrodos de polaridad opuesta y admiten minigeles que pueden lleger a ser de
hasta 7 cm de ancho,
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i) e mIniTAFE (Transversal Altemnating Fleld Electrophoresis), el cual posee 7.8 cm
como distancla méxima entre los pares de electrodos de polaridad opuesta y
admiten minigeles que pueden llegar a ser de hasta 7 cm de ancho.

12. Proceso para la tipificacién rdpida de microorganismos de acuerdo con Ia relvindicacién No.
11 caracterizado porque las separaciones de las moléculas de ADN para diferenclar o tipificar
los alslados o cepas de microorganismos se efectian an los miniequipoe de electroforesis de
campos pulsantes del sistema CHEF o TAFE, en loa que se emplean minigeles de agarosa
entre 0.5 - 1.5 % y tampén de electroforesis Tris 89 mM, Acldo Bérico 88 mM, EDTA 2 mM, pH
8.4 (TBE 1X), o ese mismo con la mitad, o |la cuarta parte de las concentraciones referidas y en
dichos equipos se aplican una temperatura del tampén, intensidad del campo elécirico y valores
de las rampas de pulsos que son apropiadamente seleccionados por el experimentador
mediante un método de céiculo, o métodos empiricos o cualquier otro, eatando dichos valores
experimentales comprendidos entre 4 - 30°C, 1-20 V/cm en el miniCHEF y 1-25 Viem en el

miniTAFE, asl como cualquier duracién de loe pulsos eléctricos.

13. Proceso para la tipificacién rpida de microorganismos de acuerdo con Ia reivindicaclén No.
1 y dado que existen las siguientes ecuaciones que deacriben la migracién por pulso ‘d' (cm) de

las moléculas lineales de ADN en los minigeles de los miniequipos miniCHEF,

d =vrip I (tp-r) + vm (tp-tr)[1-I'(tp-tn)]

vr = 0.0207[QE /(8L %]

vm = 0.865[QE ‘-"l(am"L )|

tr=0.134 (L "1 /vr) 4=

T(tptr) =18l (tp-tr) <0 y I(tp-r)=0si(tptr)>0

donde ‘4’ es el tiempo de reorientacién (seg) de la molécula de ADN lineal, ‘v’ y ‘vm'
son las velocidades de migracidn (cm/seg) durante y después de la reorientacion de la molécula

X
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de ADN, respectivamente, ‘Q’ la carga neta de dicha molécula (statcoulomb) ia cual ests dada
por 1¢" x bp, donde ‘e™ es la carga del elactrdn y ‘bp’ los pares de bases, 'L’ es el largo del
contorno (cm) de la molécula lineal de ADN, dado por 0.34 nm x bp, ‘E' la intensidad del campo
eléctrico (statvolta/cm), ‘'n‘ la viscosidad del tampdn (Poises), la que se calcula interpolando el
valor de la temperatura experimental en un polinomio que relaclona la viscosidad del agua con
la temperatura experimental (°C),

estd caracterizado por aportar y emplear métodos de céiculo que se basan en dichas
ecuaciones para predecir los patrones de bandas que brindarian las moléculas lineales de ADN
al ser separadas en un minigel del minICHEF cuando se aplican ‘n' rampas de pulso, asl como
aportar métodos para analizar los patrones de bandas resultantes al finalizar una corrida de
electroforesis en la que se aplicaron 'n’ rampas de pulso, métodos que eon aplicables siempre y
cuando el valor 'n’ de la cantidad de rampas de pulso esté comprendido entre 1 y 1000 y lae
ecuaciones se alimenten con valores de campo eléctrico y tempesratura comprendidoe entre 1 -
20 V/em y 4 - 30°C, respectivaments, asumiendo que en la cormrida de electroforesls se emplea
agarosa al 1.5% y tampdn de electroforesis Tris 44.5 mM, Acido Bérico 44.5 mM, EDTA 1 mM,
pH 8.4.

14. Proceso para la tipificaclon répida de microorganismos que de acuerdo con las
reivindicaciones No. 1 y 13 aporta métodos de céiculo que permiten determinar la mejor rampa
de pulso, asl como analizar los patrones de bandas que se obtienen después de 'n’ rampas de
pulso, métodos que estén caracterizados por realizer sus céliculos a pariir de las predicciones
de las migraciones ‘D' de las moléculas de ADN fineal en los minigeles después de 'n' rampas
de puisos, cdlculo de la migracidn 'D’ de cada molécula que es sometida a una rampa de ‘n’

pulsos que se obtiens a partir de:

D=3d, +Np,
r=1
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donde, Np; es el nimero de pulsos aplicados en Ia rampa 'r, tp, es la duraclén del pulso

(segundos) en la rampa ‘r' y ‘d;’ es la migracién por pulso de cada molécula en cada rampa ' y

estd dada por:

dr = vrip: I, (tprtr) + vim (tpAn)[1-C{tpr-tr)]
T{tptr) =18 {tpt) SO0 y Litptr)=0si(tp-tr) >0

15. Proceso para la tipificacién répida de microorganismos de acuerdo con la reivindicacién No.

14 caracterizado porque el método para determinar la mejor rampa de pulso Incluye los

siguientes pasos:

0

)

iii)

iv)

glimentar a las ecuaciones con los datos de campo eléctrico y temperatura que se
desean aplicar, as!{ como con las tallas de las moléculas de ADN lineal que se
estudiarén,

calcular la duracién de los pulsos que se emplearén en las rampas,

calcular el tiempo méximo de electroforesis sobre la base del célculo de la migracién
que tendria la molécula de menor talla en el minigel,

calcular las migraciones de todas las moléculas y predecir los patrones de bandas
que brindarfan dichas moléculas en los minigeles de los miniequipos miniCHEF,
empleando en dicho céliculo las condiclones de campo elécirico y temperatura
suministrados al método, el tiempo de electroforesis calculado en el paso (ii) y los
valores ya calculados de duracién de los pulscs eléciricos y cantidades de pulsos en
las rampas,

seleccionar como las condiciones experimentales que se aplicarén en el miniCHEF,
aquellas que brindan una 6ptima separacién entre las moléculas de ADN lineal en

los patrones simulados.
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16. Proceso para la tipificacién rdpida de microorganismos de acuerdo con la relvindicacién No.
15 caracterizado porque el célculo del tiempo méximo de electroforesis se realiza a partir de
calcular la migracién que experimentaria en el minigel del miniCHEF la molécula de ADN lineal
de menor talla;_ calculo de dicha migracién que se lleva & cabo de la sigulente manera: las
ecuaciones que describen Ia migracién 'D’ de las moléculas lineales de ADN en el miniCHEF se
alimentan con los valores de campo eléctrico, temperatura y duracién de los pulsos eléctricos
(tp) que se aplicarén en las ‘n' rampas; se fija una cantidad Iniclal de pulsos eléctricos en cada
rampa Npy, siendo 1 el valor inicial recomendado para todos los Np; y para todo 'r' todos los Np;
88 van incrementando de unidad en unidad y cada vez que se reallzan esos Incrementos, la
migracion 'D' de la molécula més pequefia se estima medlants D = g dr « Np;; se detlenen
dichos incrementos de Np,; cuando la D calculada es tal que dicha molécula deberla haber
alcanzado una posicién que dista entre 0.1 y 1 cm dal borde inferior del minigel; aceptando
entoncea como duraclén méxima de ia elactroforasis al tiempo que se calcula segin 2 ¢ zr:: tpr

o Np..

17. Proceso para a tipificacién répida de microorganismos de acuerdo con la relvindicacién No.
15 caracterizado porque el céiculo de las duraciones de los pulsos eléctricos que se emplearan
en las rampas de pulsos para separar a las moléculas lineales de ADN en los minigeles del
miniCHEF se realiza:
) suministrdndole a las ecuaclones que describen la migracién por pulso ‘d’ de las
moléculas lineales de ADN en el minigel del mInICHEF los valores escogidos de
campo eléctrico, temperatura y talla de las moléculas de menor (A) y de mayer (B)
tamafio que serdn analizadas,
i) calculando, mediante el empleo de dichas ecuaciones, los tlempoe de recrientacion

(tra y trp, respactivamente) de ambas moléculas lineates de ADN,




10

15

20

25

L

) calculando la rampa del tnico iempo de pulso que se empleard como el promedio
entre los tiempos de reorientacién de la molécula menor y mayor (0.5 e [tra + tra]),
cuando se desea que ias moléculas de ADN de tamafios comprendidos entre la
mayor y la menor estén Incluldas en un solo pairén,

Iv) calculando la rampa de pulsos que ee empleard como una serie de duraciones de
los pulsos eléctricos, que comienzan 1.5 veces por debasjo del tiempo de
reorientacién de [a molécula mds pequefia y terminan 1.5 veces por encima dal
tlempo de recrientacién de la mayor, con incrementos lineales entre ellos, o sea: tp,
=tA /1.5, tp2 =P + A, tpy =Py + 20 A, .. , tpy = 1.5 o trs, donde A = [(ip; - tp,)}(n-1)
y n = te/(tp, + tpy,); siendo ‘te’ el tiempo de elactroforesis,

v} selecclonando como duraciones de los pulsos eléctricos a emplear en los

experimentos aquellos calculados en los pasos Iil) o Iv).

18- Procaso para la tipificacién rdpida de microorganismoe de acuerdo con la relvindicacién No.
15 caracterizado porque el célculo de las migraciones que tendrian las moléculas lineales de
ADN en los minigeles de los miniequipos minlICHEF, as! como la prediccién de los patrones de
bandas que brindarfan dichas moléculas en dichos minigeles se realiza segin los siguientes
pasos:

)  ee asume que la electroforesis se realiza en agarosa 1.5% y en TBE 0.5X,

ii) definir los valores de campo eléctrico y temperatura del tampén que se emplearén
en la electroforesis, asl como log valores de tallas de las moléculas que se
separarén en la electroforesis hipotética,

iiiy se definen la cantidad de rampas (n) o veces que se cambiard la duracién del
tiempo del pulso, la cantidad de puisos que se aplicard en cada rampa (Np,) y la
duracién de los pulsos en cada una de dichas rampas (tp,), se aespacifican las tallas

de las moléculas que se desean analizar,
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iv) se calculan las distancias que migrarian todas las moléculas mencionadas en las

condiciones ya especificadas de la corrida de electroforesls, el céiculo se realiza

seginD= 2. d, e Np,
ra=1

v} 8@ presentan los resullados de los célculos de migracién de forma numérica o
gréfica,
vi) sae repiten los pasos i) — v) hasta que se obtenga un patrén predicho que muestre

una separacién &ptima entre las moléculas de ADN.

19. Procaeso para Ia tipificacién rapida de microorganismos de acuerdo con las relvindicaciones
No. 1 y 13 caracterizado por disponer de un método para analizar las distancias migradas por
las moléculas lineales de ADN en los minigeles del miniICHEF, método que consiste en
reemplazar en la ecuacién D = g dr * Np: loe valores de las distancias ‘D' que separan cada
banda del arigen de migracién y a partir de este raemplazo calcular, por interpolacion [nversa, la
talla de las moléculas contenidas en las bandas, sus velocidades de migracién y tlempos de
recrientacién, siempre que la electroforesis se haya realizado a una intsnsidad de campo
eléctrico comprendida entre 1 y 20 V/cm, a una temperatura entre 4 y 30°C, en agarosa al 1.5%,
en tamp6n TBE 0.5X y se hayan apficado ‘n' rampas de pulso, donde ‘n' estd entre 1 y 1000,
método de cédlculo que consta de los siguientes pasos:
i)  medir las distancias (D) que separan las bandas del origen de migracién de los
minigeles después de conclulda |a corrida de electroforesis,
ii) definirte a la ecuacibn D = Z d; ¢ Np; loe valores empleados de campo eléctrico
(E), temperatura del tamp6n, nimero de rampas (n) de pulso, nimero de pulsoce
aplicados en cada rampa (np;), duracién del pulso en cada rampa (tp;) y las

distancias (D) que separan cada banda del origen de migracién,
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a pariir de dichos datos, calcular las talias de las moléculas presentes en las bandas
medidas mediante el empleo de Ia acuacién D = g d: e Np; y de ias ecuaciones
que describen 'd; para los minigeles del miniCHEF, célculo de talla que se realtza
como sigue: (a) se estima la migracién hipotética (Dt) que deberia experimentar una
molécula de ADN de 1000 pares de basea en las condiclones especificadas de
electroforesis; (b) si esa migracién hipotética (Dt) es mayor que la distancla real (D)
medida para la banda que se estd anallzando, es decir (Dt > D), ontoneas- el valor
de talla de la molécula de ADN se incrementa en 1000 bp, (c) se repiten los pasos
(a) y (b) hasta que [a migracién hipotética de ia molécula de ADN es menor o igual
que la distancla medida para dicha banda (Dt < D), (d) se asume que las moléculas
de ADN contenidas en dicha banda poseen un tamafio similar a la talla de la
molécula de ADN que cumple la condicién propuesta en (c), (e) el proceso se repite
para todas las bandas medidas en el minigel,

una vez calculadas |as tallas se acepta que los tiempos de reorientaclén y las

velocidades de migracién de las moléculas de cada banda analizada son aquellos
[1]

que en el paso (i) brindaron valores de 'd,’ tales que Z d:o Np, <D,
et

se presentan los resuitados de forma numérica.

20. Proceso para |a tipificacién riplda de microorganismos de acuerdo con la reivindicacién No.

18 caracterizado por brindar la representacién gréifica de las migraciones de las moldculas

lineales de ADN en condiciones especificadas de electroforesis, representacion gréfica que se

h

dibujando un rectédngulo cuyas dimensiones son proporcionales a las del minigel real
y dibujando dentro de dicho rectdngulo otros recténgulos menores que repressntan
a los pocllios donde hipotéticamente se depositarian las muestras de ADN,
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dibujando, debajo de cada ractingulo pequefio ¢ pacillo, lineas que representan [as
bandas de las moléculas de cada tamafio que se separarian en un minigel, lineae
ostas que se separarian del pocllio distancias proporcionales a las distanclas que
las moléculas de Ias diferentes tallas migrarfan en el minigel real,

asignando un color diferente a cada Iinea que se dibuja debajo de cada pacillo, color
que es Unico para cada talla de moléculas de ADN, es decir empleando un cédigo
de colores que identificaria las tallas de las moléculas que hipotéticamente estarian

contenidas en las bandas dibujadas como lineas.

21. Juego de reactivos para implementar el método no enzimédtico de preparacién de muestras

dentro del proceso para la tipificacién répida de microorganismos mediante eleciroforesis de

campos pulsantes de acuerdo a |a reivindicacién No. 1, caracterizado porque esta compuesto

por:

(a)

(b)
(©
()
(®
V)

un molde para verter las suspensiones de células y obtener minibloques que
contienen las células inmovillzadas en algtin gel;

soluciones para el lavado de células;

soluclones para la Inmovilizacién de las células;

soluciones para la desprotelnizacion de los ADN,;

soluclones de conservaclon de las muestras; y

soluciones para el lavado de los minibloques.

22. Juego de reactives de acuerdo con la reivindicaclén No. 21 caracterizado porque la

solucién para el lavado de células eetd compuesta por EDTA 0.05 M, pH 7.5, si los

microorganismos son levadurae.

23. Juego de reactivos de acuerde con la relvindicacion No. 21 caracterizado porque la

solucién para el lavado de células estd compuesta por NaCl 0.15 M y EDTA 0.01 M, pH 8.0, sl

los microorganismos eon las bacterlas Staphyiococcus aurets o Escherichia coll.
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24. Juego de reactivos de acuerdo con la relvindicacion No. 21 caracterizado porque la solucién
para el lavado de células es NaCl 0.15 M, sl el microorganismo es la bacteria Pssudomonas

aeruginosa,

25. Juego de reactivos de acuerdo con la reivindicacién No. 21 caracterizado porque sl el
microorganismo es Entamoeba histolytica, las soluclones para el lavado de células son dos, una
de ellas es PBS, pH 7.4 y la otra @3 una solucién hiperténica que contiene NaCl 0.5 M, EDTA
0.05 M, Tris 0.01 M, pH 7.0.

26. Juego de reactivos de acuerdo con las reivindicaciones No. 21 a la No. 25 caracterizado
porque las soluciones para la Inmovilizacibn de las células de los microorganismos
mencionados estdn compuestas por agarcsa de bajo punto de gelificacién que se prepara a una
concentracién entre 1.5 y 2.0 % y es disuetta en las soluciones para el lavado de dlchas'célulu.

27. Juego de reactivos de acuerdo con las reivindicaciones No. 21 a la No. 25, caracterizado
porque las soluclones para la desproteintzacion de las moléculas de ADN estdn compuestas por
un tampdn, un agente quelante, un detergents y un agente que rompe los puentes de
hidrégeno.

28. Juego de reactivos de acuerdo con la relvindicacién No. 27, caracterizado porque las
soluclones para la desproteinizacién de las moléculas de ADN estdn compuestas por tris 0.01
M, EDTA 0.1 M, Sarcosyl 1 % y urea 4 M sl dichas moléculas de ADN provienen de S.
cersvisias, H. polimorfa y E. histolytica.

29. Juego de reactivos de acuerdo con la reivindicacién No. 27, camacterizado porque las
soluciones para la desproteinizacidn de las moléculas de ADN estdn compuestas por tris 0.01
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M, EDTA 0.1 M, Sarcosyl 1 %, Nonidet 1 % y urea 4 M sl dichas moléculas de ADN provienen
de S. aureus, E. coliy P. aeruginosa.

30. Juego de reactivos de acuerdo con la reivindicacién No. 21, caracterizado porque la
solucidn para lavar los minibloques que ya fueron tratados con la eolucién de desproteinizacién

estd compuesta por EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 8.0.

31. Juego de reactives de acuerdo con la relvindicacién No. 21, caracterizado porque la
solucién para el lavado de los minibloques, que ya contienen moléculas de ADN que van a ser

digeridas con enzimas de restriccién, estd compuesta por EDTA 0.5 mM, Tris 10 mM, pH 8.0.

32. Juego de reactivos de acuerdo con la reivindicacién No. 21, caracterizado porque la
soluclén para la conservacién de las moléculas de ADN Inmovilizadas en los minibloques, esté

compuesta por tampén EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 8.0.
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PROCESO PARA LA TIPIFICACION RAPIDA DE MICROORGANISMOS Y JUEG DE
REACTIVOS EMPLEADO

RESUMEN

Se provee un proceso para tipificar rdpldamente levaduras, pardsitos y bacterias. Comprende
los siguientss pasos: a) Preparar, en 5 a 60 minutos, ADN Intacto e inmovllizado mediante un
método que emplea un juego de reactivos que solo contiene solucidén tampén, un detergents, un
agente queiants y un agente que rompe los puentes de hiirdgeno. b) Separar moléculas de
ADN Intactas o sus fragmentos de restriccion usando miniequipos de electroforesis de campos
pulsantes de los sistemas CHEF (Contour Clamped Homogeneous Electric Fleld) y TAFE
(Transversal Alternating Field Electrophoresis) en tiempos comprendidos entre 2.5 y 7 horas. c)
Seleccionar las condiciones 6ptimas que se aplicarén en el minICHEF empleando un método
que simula a prion los patrones electroforéticos que se obtendrian en dichos geles. d) Brindar
los tiempos de reorientaclén, velocidades de migracién y tallas de las moléculas sin emplear

marcadores de tallas pero valléndose de un método que anallza distancias migradas.
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Read E,T,kb,m
Y

n=g0+gIT +g2T* +g3T" + g4T*
e

For { = min, max

bp, = kb, #1000, L, =bp, *3,4x10™*

O, =2*bp, » 4,806x107™"

v, =0.0207[Q, E* /8aqL}*] Eq. 2

tr,=0.134 [L"* /Vr )" Eq 4
A" 4

Pr={trmint+ tFrmx) /2
v

D = o/ 1.5

n=0
%

n=n+l]

n = tpiwi +(n-1)* 1p;

SI

vm, =0665[Q,, E** /18l "] Eq.3

NO

Np = Np+1
Dty = ra 9, T, (1D, —tr YNp, +vm oy (5, —r M1 T, (tp, -r)1Np,} Eqt

T, (ip —trw) =1 if (tpr —tran) SO_and T, (1pe—tram) =0 if (tpr—tran) >0 Eq5

<>
; 81
Parai=1, .. j

vr, =0.0207[ Q, E'/ & L™]; vm, =0.665[ Q, E-™/ &m L™] Eq2and3
m=0134 [L'" V™™ Eq 4

D, =Z;:{vr. 9, T, (tp, —tr,)Np, +vm,(tp, - m){1-T., (&, - tr,)]Np,} Eq1
T.(tpr—tr)=1if (ipr—tr)<0 and %(tpr-m)=0if(lpr-tn)>0 Eq5

Print n, ips, Np, D}, v, tr), vy
Print scheme of band patterns
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Read tp,,Np,,n,D,E,T
"4
n=g0+gIT +g2T? + g3 + g4T*
Y

Akb=1 |

0 kj=0

Y

i=i+1
v
kb, =kb,_, + Akb
v
bp, = kb, +1000
v
L, =bp, »3,4x10™*
Q, =2+ bp, +4,806x10™"

i
43 s
v, =00207(2 & A vm, =0.665[ & 5'7 ] Eq2anc3
1.4
ir,=0.134 (b G I Eq. 4

D1, =3 b, 1p, T, (9, — tr)Np, +vm,(ip, - 1)\ T, (tp, — )] Np,} Eqs
ral
T, (tpr—tr)=1if (4pr—tr}<0 and T (tp-—m)=0if (tp-—tr)>0 Ec5

v

—<len>

NO

Print kby, vy, vry, Ir;
Draw the band in a minigel
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Focha (9B0) BO-U5-97 150
Trasite 1 S PCT-PATENT 779 FARE WET ALl PRESENIAC
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REQUISITOS N:CESARIOS ®ARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
Usuario RaDicaDbR

PATENTE DE INVEHCION/ MODELQ DE UTILIDAD ( ) { )

Indicaclén de que s sollcita la concosion de una paterte. % ()

Dsios de identiMicacion del solicltanio o de Ia persona que se presenta la soliciiud { )

Descripcin de la invencion. { )

Dibujos de ser estas pertinentes ©“r {)

Comprobante do Pago de las tasas establocidas
COMPLETA () INCOMPLETA ( ) () :

DISENO INDUSTRIAL ( )

Indicacidn de que se solicita el registro de Disefio Industrial () ()
Datos de identficacion del soiicitante o de la personaque presenta  { ) ()

[= solicitud

Representacion grifica y fotogréifica del Disefio Industial o muestra del

Material que Incorpora ¢l diseflo

( ) ()
Comprobante de pago de las tasas ostablecidas ( ) ()
COMPLETA ( ) INCOMPLETA () ( )
ESQUEMA DE TRAZADO ()
indicacién de que soficita el registro de un Esquema de trazado () ( )
Datos de tdentificacién del solcrtante o de 1a persona que presenta
La solicttud. {) ()
Representacién grifica del ebquema de trazado {) {)
Comprobante de pagp de las tasas establacidas () ()
COMPLETA ( ) INCOMPLETA (o ()
Firma Responsable -LAJO T ="'\ %555
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Industria y Comerclo

SUPERINTENDENCIA

2020

Bogota, D.C.,

Dactora: oficioN® B7276

Margarita Casisllanos Abondano.

Apoderada

Centro Naclonal de Investigaclones Clentificas.

ASUNTO: Radicacién N° 03-38031
Solicitud intemacional PCT/CU01/00008
Fecha Iniclo fase nacional 07/06/2003
Tramite 011
Evento 379
Actuacién 430
Folios : Qo1

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la
Decision 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de

Cooperacion en Materla de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

o La solicitud no contiens la copla del documento en que consta la ceslén del derecho
a la patente del inventor al solicitante 0 a su causants. (Art. 26-k) Decisién 486).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsién 488, se le requiere
paraq:edentrocblténnlnodedosmesasdmlentasahfadndenollﬂeaelondel
presents oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solictud se considerard abandonada y
perdera su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesio en el numeral 5.2, literal @), del
capftulo quinto del thtulo primero de la-Circular Unica N° 10 de 2001.

El anterior miento fue notificado por flacion en lista de
fecha, 05 ST o




